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Abreviaturas y Acréonimos

ADN: &acido desoxirribonucleico.

ARN: acido ribonucleico.

ARNmM: acido ribonucleico mensajero

Areg: anfirregulina.

AATG-2: anticuerpos anti-transglutaminasa 2.

ALH: antigeno leucocitario humano.

AN': asesinos naturales.

CD: célula dendritica.

CLI: célula linfoide innata.

CMSP: células mononucleares sanguineas periféricas.
CD#: camulo de diferenciacion.

DE: desviacion estandar.

DAB: diaminobencidina.

DSG: dieta sin gluten.

EPFF: embebidas en parafina y fijados con formalina.
EC: enfermedad celiaca.

EP: enfermedad periodontal.

EILE: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas.
FAP: factor activador de plaquetas.

FCEV-a: factor de crecimiento endotelial vascular-a.
FCT-B: factor de crecimiento transformante 3.

FNT: factor de necrosis tumoral.



FEC-GM: factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos.
CMI: genes relacionados con cadenas de MHC I.

GAPDH: gliceraldehido fosfato deshidrogenasa.

H-E: hematoxilina-eosina.

Ig: inmunoglobulina.

IHQ: inmunohistoquimica.

IT: inmunoterapia.

ITSL: inmunoterapia Sublingual.

IFN: interferon.

IL: interleucina.

RT-cRCP: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con

transcriptasa inversa.

LT: leucotrieno

CCL2: ligando 2 de la citoquina con motivo CC.
LIE: linfocito Intraepitelial.

Linfocito Th: linfocito T helper, en castellano T colaborador.
LPET: linfopoyetina estromal timica.

MPM: metaloproteinasas de la matriz.

POSTN: periostina.

PPL: periplaquina.

PG: prostaglandina.

PTLs: proteinas de transferencia de lipidos.
FceRl:receptor de alta afinidad para IgE.

RCT: receptor de célula T.



SAOQ: sindrome de alergia oral.

IL-15Ra: subunidad alfa del receptor para interleucina 15.
Treg: T regulador.

TLAM: tejido linfoide asociado a mucosa.

TM: triptasa de mastocitos.

Z0: zonula occludens.



Resumen

Antecedentes: La alergia respiratoria es la mas comuan a nivel mundial.
Los estudios en Europa demuestran que en torno a un 30% de la poblacién
sufre de rinoconjuntivitis alérgica. De este porcentaje, el 20% de ellos
padece ademas asma. Tanto el asma como la rinitis alérgica cursan con un
remodelado intenso en la via respiratoria. Sin embargo, este remodelado
no ocurre Unicamente en la via aérea. Recientemente, se ha descrito en
pacientes alérgicos al polen de gramineas residentes en areas de alta
exposicidn y sensibilizados al pan-alérgeno profilina, un importante

remodelado de la mucosa oral.

Hipotesis: ElI remodelado oral podria ser consecuencia de la alergia
respiratoria a gramineas, y podria, por tanto, observarse en otro tipo de
alergias respiratorias graves a otros aeroalérgenos como el polen de olivo
o los acaros. Ademas, si la alteracion de la barrera epitelial es un proceso
comun no solo en enfermedades alérgicas, la mucosa oral podria
experimentar remodelado en otras enfermedades inflamatorias crénicas
como la enfermedad celiaca (EC). En ambas enfermedades, el remodelado
podria estar asociado a la presencia de marcadores de dafio epitelial a nivel

sistémico.

Objetivos y métodos: Se pretende analizar el patron de remodelado
del epitelio oral en biopsias orales de pacientes con patologia alérgica
respiratoria grave causada por polen de olivo y por acaros. Asimismo, se
pretende aplicar este concepto a la EC analizando el posible patron de
remodelado del epitelio oral en biopsias orales de pacientes celiacos con
enfermedad activa y pacientes en dieta sin gluten (DSG). Ademas, se
estudia el perfil de marcadores sistémicos asociados a inflamacion en

sujetos alérgicos y celiacos.

Resultados: La expresion de proteinas de las uniones intercelulares
epiteliales, tales como la e-cadherina, la ocludina y la claudina-1, se

encuentra disminuida en el epitelio bucal de los pacientes alérgicos y



celiacos, incluso cuando los alérgicos no presentan alergia alimentaria
concomitante y los celiacos mantienen al menos 1 afio de tratamiento
siguiendo una DSG. En ambas enfermedades, el remodelado epitelial se
produce en ausencia de un incremento notable del infiltrado inmune,
exceptuando un aumento significativo de la poblacion de linfocitos T
reguladores. Estos pacientes, a su vez, muestran un incremento
significativo en los niveles sistémicos de distintas alarminas epiteliales (IL-
33, IL-25 y LPET).

Conclusiones: En ambas enfermedades se produce un dafio epitelial
en ausencia de un incremento notable del infiltrado inmune. El infiltrado es
presumiblemente enviado a las mucosas respiratoria o intestinal. Por esta
razon, nosotros hipotetizamos que los dafios observados son consecuencia
de las alteraciones observadas a nivel sistémico en las alarminas epiteliales
y factores proinflamatorios. El remodelado oral podria jugar un papel
relevante en la evolucién de la enfermedad alérgica, la manifestacién de
lesiones orales en la EC y en los mecanismos de la inmunoterapia

sublingual en enfermedad alérgica y su posible aplicacion en EC.
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Introduccion

1. Alergiarespiratoria

1.1. Definicion de alergiay alergia respiratoria

La alergia es una reaccion inmunoldgica de hipersensibilidad mediada
por alérgenos que induce enfermedad en individuos genéticamente
predispuestos (atopicos) (1). Los alérgenos son antigenos capaces de
instruir al sistema inmune para producir inmunoglobulinas (Ig) clase E. En
clinica, la alergia se manifiesta mediante distintos sindromes, entre los que
podemos destacar: la anafilaxis, el asma bronquial, la rinitis o sinusitis

alérgica y la alergia a alimentos (1,2).

La alergia respiratoria se define como aquella que se manifiesta en
forma de rinitis o asma alérgico, y que es inducida por un alérgeno inhalado
(3). Se trata del tipo de alergia mas comun a nivel mundial, de hecho,
algunos estudios en Europa revelan que en torno al 30% de la poblacion
sufre de rinoconjuntivitis alérgica, mientras que un 20% de ellos presenta
asma, ademas, su incidencia se encuentra en aumento (4). De acuerdo con
la Organizaciéon Mundial de la Salud, la rinitis alérgica y el asma afectan
hasta 800 millones de personas en todo el mundo (5). Los principales
sintomas de la rinitis alérgica son estornudos, conjuntivitis, congestion
nasal, picazoén, etc. Si el alérgeno es capaz de inducir asma lo mas comun

es padecer disnea, respiracion sibilante, opresion en el pecho o falta de aire

(4).
1.2. Etiopatogeniainmunoldgica de la alergia

La reaccion alérgica esta caracterizada por una respuesta inmune de
linfocitos colaboradores tipo 2 (en inglés, T helper 2 o Th2) especificos de
alergeno, y por la aparicion de las interleucinas (IL)-4, -5y -13 (6,7). Estas
citoquinas inducen un ambiente proinflamatorio que involucra a otros tipos
celulares: células epiteliales de la mucosa, células dendriticas (CDs),
mastocitos, basofilos y eosinofilos (8,9).
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Tras la sensibilizacién al alérgeno, el curso de la reaccion alérgica se
divide conceptualmente en 3 fases: fase temprana, fase tardia, e

inflamacion alérgica crénica (10,11).

e Sensibilizacién

Previamente a la aparicion de una reaccion alérgica tiene que existir una
sensibilizacion al alérgeno. En los 6rganos linfoides secundarios, las células
presentadoras de antigeno (CPASs), principalmente CDs y macréfagos,
fagocitan y procesan los alérgenos hasta péptidos. Estos péptidos
alergénicos son presentados via el complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) tipo Il a los linfocitos T virgenes, induciendo una polarizacion del
linfocito hacia una respuesta Th2. La liberacién de citoquinas Th2 actua
sobre los linfocitos B, promoviendo su diferenciacion a células plasmaticas
productoras de IgE especifica para el alérgeno procesado por las CPAs.
Finalmente, esta IgE liberada por las células plasmaticas se une a los
receptores de alta afinidad de IgE (FceRI) de la superficie de los mastocitos
y los basofilos (10,12).

e Reaccioén de fase temprana

La reaccion de fase temprana se inicia tras una reexposicion al alérgeno
al que se ha sido sensibilizado. Ahora, el alérgeno se unira a las IgE
ancladas en el mastocito e inducird en él la liberacion de distintos
mediadores preformados y almacenados en granulos citoplasmaticos.
Estos mediadores son principalmente sustancias vasoactivas y citoquinas
proinflamatorias: histamina, triptasas, factor de necrosis tumoral alfa (FNT-
a), o el factor de crecimiento endotelial vascular A (FCEV-a), y mediadores
lipidicos como la prostaglandina (PG) tipo D2 o leucotrienos (LT) tipo B4.
(10,13,14) (Figura 1 a). Cuando estos mediadores son liberadores de
manera local y controlada, los sintomas suelen ser leves; sin embargo, si
se produce una liberacidbn masiva, entran en la via circulatoria y pueden

causar una grave reaccion sistémica denominada anafilaxia (10,15).
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Figura 1. Fases de la inflamacién alérgica usando como ejemplo el
modelo asmatico. (a) Reaccién de fase temprana, (b) Reaccion de fase tardia
, (c) Inflamacion alérgica crénica. MAA: macrofago alternativamente activado,
CCL2: ligando 2 de la citoquina con motivo CC, FceRI: Receptor de alta
afinidad para IgE , FEC-GM factor estimulante de colonias de granulocitos y
monocitos, Ig: inmunogloblina, IL: interleucina, CLI2: célula linfoide innata 2,
LT: leucotrieno, MPMEs: metaloproteasas de matriz extracelular, FAP: factor
activador de plaquetas, PG: prostaglandina, FNT-a: Factor de Necrosis
Tumoral a. Traducido de Rodriguez-Coira et al (19).

e Reaccion de fase tardia

Ademas de estos mediadores preformados, los mastocitos también
producen otros mediadores de novo cuando se exponen al alérgeno. Este
proceso es mas lento que el de desgranulacion, y se considera una
reaccion de fase tardia que puede ocurrir varias horas después de la
exposicion al alérgeno. Durante esta fase, distintos mediadores como el
FNT-a, la interlucina (IL) 8, el ligando 2 de quimioquina motivo CC (CCL2),
LTs y otras quimioquinas inducen el reclutamiento de mas Th2, pero
también de otros tipos celulares (neutréfilos, monocitos, eosindfilos, y
basdfilos) los cuales acaban provocando un mayor dafio en el tejido (Figura
1 b) (16). Las reacciones de fase tardia no ocurren en todos los pacientes,

y pueden no estar claramente diferenciadas de la fase temprana (10).

e Inflamacién alérgica cronica

Si la exposicién al alérgeno persiste en el tiempo o la inflamacion no se
resuelve, la respuesta inmune evoluciona hacia una inflamacion alérgica
cronica. Esta inflamacion se caracteriza por la aparicion de mdltiples tipos
de células inmunes, tanto del sistema inmune innato como adaptativo. Este
infiltrado cronico puede inducir remodelado tisular alterando las funciones

del érgano afectado (17-19) (Figura 1 c).

1.3. Diagnéstico y tratamiento de la alergia respiratoria

e Diagnoéstico de la alergia respiratoria

Tras encontrar clinica sospechosa, el diagnéstico de la alergia

respiratoria ha estado histéricamente basado en la identificacion de atopia
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positiva, es decir, la deteccion de IgE (3). La sensibilizacién a un alérgeno
puede ser detectada de manera directa midiendo los niveles de IgE
especificas frente al alérgeno en suero. Sin embargo, también existen
métodos indirectos de estudio de sensibilizacién mediante una prueba de
puncion cutanea frente a alérgeno, o una prueba de activacion de basofilos

frente al alérgeno en muestras de sangre periférica (20).

Aungue las pruebas de sensibilizacion pueden ser concluyentes, la
confirmacion de etiologia alérgica puede requerir la provocacion con el
alérgeno. Esta provocacion se puede llevar a cabo por via oral, para las
alergias alimentarias, o bronquial o nasal, en el caso de la alergia
respiratoria. El resultado de la provocacion sera positivo cuando induzca

sintomatologia en el paciente (3,20).

e Tratamiento de la alergia respiratoria

Ademas de evitar la exposicion al alérgeno y la medicacion que controla
los sintomas (antihistaminicos, agonistas 3, adrenalina, etc.), en los ultimos
afos se han desarrollado tratamientos especificos para la alergia: vacunas
contra la alergia o inmunoterapia. La inmunoterapia (IT) se basa en la
dosificacion de cantidades cada vez mayores de alérgenos durante un
periodo de semanas o meses para desarrollar desensibilizacién e inducir
tolerancia en pacientes con alergia mediada por IgE. Los mecanismos
implicados en este proceso incluyen un aumento inicial y transitorio de
linfocitos T reguladores (Treg) que desvian la respuesta Th2 (propia de la
alergia) a respuesta Thl (21). Ademas, la IT contribuye a reducir la

activacion de mastocitos y basofilos, y la liberacion de mediadores (22).

En 2007, se registran siguiendo por primera vez los requerimientos
aplicables al desarrollo de medicamentos nuevos tratamientos sublinguales
(inmunoterapia sublingual, ITSL) para la alergia a pélenes y acaros (23,24).
Este hecho supone un salto cualitativo en el tratamiento de la alergia y el
inicio de una investigacion sistematica sobre los mecanismos implicados.
Sin embargo, la IT no es eficaz en todos los pacientes. Este es el caso de

los pacientes con patologia alérgica grave, los cuales presentan mala
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tolerancia a la IT y una ausencia de respuesta, siendo necesarios estudios
para entender las limitaciones de este tipo de intervencion y poder disefiar
nuevas estrategias de intervencion basadas en el uso de nuevos farmacos
biolégicos (25,26), un resumen de las dianas de estos farmacos aparece
en la Figura 2.
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Figura 2. Dianas moléculas de las terapias biolégicas actuales y futuras
para el asma alérgico. Las dianas aprobadas (en color azul) incluyen IgE
(omalizumab), IL-5 (mepolizumab y reslizumab), el receptor de IL-5
(benralizumab), y el complejo receptor de IL-4/IL-13 (dupilumab). Ademas, se
incluyen farmacos experimentales (en color magenta) como el tezepelumab,
el REGN3500 y el fevipiprant que son diana para LPET, IL-33 y el receptor
CRTH2 de PGD2, respectivamente. PGD2: prostaglandina D2, Ig:
inmunoglobulina, LPET: linfopoyetina estromal timica, CLI: célula linfoide
innata, IL: interleucina. Imagen traducida de: Pelaia et al, 2020 (26).

El tipo de tratamiento de inicio dependera de la gravedad de la alergia
respiratoria. En el caso de la rinitis alérgica, la guia de Rinitis Alérgica y su
Impacto en el Asma o ARIA, por sus siglas en inglés, estratifica a los
pacientes en funcion de la duracion de los sintomas (intermitente o
persistente) y de su gravedad (moderada o moderada-grave) (27). Ademas,

describe dos tipos de rinitis: la rinitis estacionaria, mediada por alérgenos
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externos (como el polen), y la rinitis perenne, mediada por alérgenos de
interior (como los acaros). En el caso del asma, la Iniciativa Global para el
Asma o GINA, por sus siglas en inglés, inicialmente establece una
estratificacion del asma en funcién de los sintomas y las pruebas de funcion
pulmonar. Aparecen cuatro categorias: intermitente, persiste leve,
persistente moderado o persistente grave (28). Actualmente, aunque esta
clasificacion es util para el tratamiento de inicio o para estudios clinicos, ya
no se recomienda tener en cuenta para establecer el tratamiento
continuado y su seguimiento, apareciendo una nueva clasificacion basada

en la respuesta a tratamiento con mayor relevancia clinica (29).

1.4. Laalergiarespiratoria en Espafia

La diversidad geogréfica y climatolégica hace de Espafia un entorno
muy complejo y Unico para la alergia respiratoria. Podemos definir tres
areas muy diferenciadas (30). La primera, dominada por sensibilizacion a
polen de gramineas (norte, noroeste, centro), una segunda zona en la que
el alérgeno dominante es el polen de olivo (fundamentalmente Andalucia)
(Figura 3 a) y por ultimo el arco mediterrdneo con patrones muy complejos
de sensibilizacién a mdultiples pélenes. Espafia presenta los niveles mas
altos de exposicion descritos a cualquier polen a nivel mundial, tal es el
caso del polen de olivo en areas de Andalucia o de polen de gramineas en
Extremadura (31). Estos elevados niveles de exposicion inducen patrones
clinicos muy diferentes en estas zonas, con un perfil clinico mas grave y

con necesidades diagnésticas y terapéuticas especificas (31).

En cuanto a la poblacién de acaros, la determinacion de contenido de
alérgenos de acaros en polvo en 3000 muestras analizadas a lo largo de
Espafia demuestra una mayor presencia de acaros en las regiones del
norte de Espafia y Canarias con una concentracién de 10ug/ml de Der p 1

(Barber et al, sin publicar) (Figura 3 b).

Lo interesante de los modelos de alta exposicién, es que proporcionan

disefios experimentales excelentes para abordar proyectos que nos
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permitan buscar marcadores de inflamacion con el fin de identificar nuevas
formas de diagndstico y para evaluar marcadores que permitan determinar
el nivel de inflamacién alérgica de un paciente concreto y disefiar terapias

personalizadas mas seguras y eficaces.

e

/' m +50.000

m 40.001-50.000
I 30.001-40.000
== 20.001-30.000
[ 10.001-20.000
1 0-10.000

[ No disponible »

A 0 5 10 pg/mi
oW g A .
Polen de Olivo Acaros

Figura 3. Distribucion geografica de los niveles de polvo y Acaros en
Espafia. a) Contaje total de granos de polen de olivo acumulado en las
provincias del sur de Espafia. b) Contenido de alérgenos de &4caros en polvo
a lo largo de Espafia expresados como concentracion de Der p 1 (m/v, pg/ml).
Datos obtenidos de: Red Espafiola de Aerobiologia (REA) in Boletin 4 (1998).

1.5. Alergiarespiratoria al polen de olivo y acaros

e Alergia respiratoria al polen de olivo

La alergia al polen de olivo (Olea europea) en los paises mediterraneos
y algunas areas de América, Sudafrica, Japon y Australia constituye una de
las polinosis més importantes. Dada la alta densidad de cultivo, las zonas
de Jaén y Cordoba presentan concentraciones superiores a 10.000
gramos/m? durante la época de polinizaciéon. En estas zonas una fraccion
relevante de los pacientes alérgicos presentan una patologia alérgica grave
(32).

Actualmente se han identificado 14 alérgenos de olivo, desde Olee 1 a
Ole el4. Algunos alérgenos se consideran mayoritarios, porque exhiben

una prevalencia mayor al 50%; éste es el caso de Ole el y Ole e4. Sin
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embargo, la prevalencia de los alérgenos de olivo esta relacionada con el
area geogréafica de la poblacion sensibilizada. Aunque Ole el parece ser el
Unico alérgeno relevante en areas de baja o intermedia exposicion, los
alérgenos minoritarios (<50% de prevalencia) se convierten en alérgenos
mayoritarios en areas de alta exposicion. Esto es relevante a la hora de
diagnosticar y disefiar tratamiento de IT, que debe imitar con la mayor
semejanza posible el panel de alérgenos al que estdn expuestos los
pacientes (32).

Ole el es el principal alérgeno del polen de olivo, con una prevalencia
que cubre desde el 55 al 90% de los pacientes, dependiendo del area
geografica. Es la proteina méas abundante del polen y contribuye
significativamente a su alergenicidad, correlacionandose su concentracion

con el potencial alergénico total de los extractos (33).

Ole e7 es una proteina perteneciente a la familia de proteinas de
transferencia de lipidos (PTLs) con escasa reactividad cruzada a nivel de
IgE con PTLs de alimentos (34,35) y aunque normalmente es un alérgeno
minoritario, en zonas de alta exposicion llega a sensibilizar a la mitad de la
poblacion alérgica a olivo (36). Al igual que Ole e7, Ole €9 puede ser
mayoritario en poblaciones que residen en areas de alta exposicion (37).
Los sujetos sensibilizados estos alergenos son menos tolerantes a la IT a

las dosis recomendadas (36).

e Alergia respiratoria a acaros

Los &caros del polvo se encuentran en elevadas concentraciones en
todas las zonas costeras y humedas, que es donde se concentra la mayor
parte de la poblacibn mundial. Se estima que entre 65 a 130 millones de
personas sufren alergia por acaros. Esta alergia respiratoria clinicamente
se manifiesta como rinitis alérgica o eczema atépico, pudiendo inducir
respuesta asmatica en algunos pacientes. El 50% de los pacientes
asmaticos se encuentran sensibilizados a acaros (38). Se trata de un tipo

de alergia perenne, estando el acaro presente durante todo el afio.
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Los acaros del polvo pertenecen a la familia Pyroglyphidae, la cual
consiste en 17 géneros y 47 especies. En Europa, las especies de acaros
mas comunes son Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae vy
Euroglyphus maynei, siendo el mas importante y abundante en los hogares
Dermatophagoides pteronyssinus. Sin embargo, su distribucion varia, D.
farinae puede ser comunmente encontrado en zonas mas secas; Sin
embargo, en areas tropicales y subtropicales, el acaro de almacén Blomia
tropicalis que coexiste con D. pteronyssinus, es una importante fuente de
alérgeno. Gylcyphagus y Leipidoglyphus son &caros hallados en entornos

rurales (39).

Los alérgenos mas importantes de acaros son Der pl, una cistein-
proteasa (40) y Der p2 una proteina similar a las proteinas de la familia
Niemann-Pick C (41). Ambas se encuentran en el aparato digestivo y heces
de los &caros de la especie D. pteronyssinus, siendo mas prevalente la
sensibilizacion a Der p2 (42) que aparece en un 80% de los pacientes (41).
Los alérgenos de los acaros presentan una elevada reactividad cruzada
entre especies, p.j. Der p2 con Der f 2 procedente de Dermatophagoides
farinae. Ademas, los acaros tienen la peculiaridad de poseer entre sus
principales alérgenos proteinas con actividad enzimatica capaces de
estimular directamente la respuesta inflamatoria alérgica por interaccion
con las barreras epiteliales respiratorias a través de mecanismos de
sefalizacion especificos. La interleucina 33, juega un papel clave en este
proceso (40,43). Recientemente se ha descrito que la actividad proteolitica
de Der p 1, y el dafio inducido en la barrera epitelial, esta directamente
relacionado con los niveles de glutation s-transferasa y con la integridad de
ésta en el momento de la exposicion (44,45). El estado inflamatorio previo
a la exposicion y la integridad de la barrera epitelial, son, por tanto, clave

para predecir la evolucién del paciente alérgico.
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2. Enfermedad Celiaca

2.1. Definicion, prevalencia y clinica de la enfermedad

celiaca

La enfermedad celiaca (EC) es una enfermedad sistémica autoinmune
cronica caracterizada por una enteropatia desencadenada por la ingesta de
gluten. Esta enfermedad afecta a personas genéticamente predispuestas,
independientemente del sexo del individuo y puede desarrollarse a
cualquier edad. El gluten y sus principales fracciones proteicas, gliadina y
glutenina, estan presentes en trigo, centeno, cebada, avena, especies

relacionadas e hibridos, y alimentos procesados (46).

Hasta hace unas décadas, se consideraba que la EC era una
enfermedad poco comun que afectaba principalmente a nifios.
Actualmente, se sabe que este trastorno puede detectarse a cualquier edad
y es considerada una de las enfermedades crénicas mas comunes con una
prevalencia de 1-2% (47). La edad media de diagndstico en adultos es de
45 afos, aunque hasta el 20% de los pacientes son diagnosticados a los

60 afios 0 mas tarde (48).

La EC se caracteriza por la apariciéon de atrofia vellositaria en el intestino
delgado, lo que provoca un sindrome de malabsorcién de nutrientes (46).
Las manifestaciones clinicas de la enfermedad celiaca varian
tremendamente entre pacientes. El hecho de que muchos de los sintomas
resulten de la malabsorcién intestinal hace que no sean especificos de
enfermedad celiaca y sean similares a los de otros tipos de desoérdenes
malabsorptivos. Algunos adultos presentan sintomas intestinales como
diarrea, dolor abdominal, dispepsia o pérdida de peso; sin embargo,
frecuentemente son los multiples sintomas extraintestinales los
responsables del diagndéstico de la enfermedad. Entre estos sintomas,
aparecen trastornos hematolégicos (anemia y déficit de hierro), bioquimicos
(niveles elevados de aminotransferasa), esqueléticos (osteoporosis), entre
otros (49).
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Figura 4. Destruccion del tejido intestinal en la enfermedad celiaca. Los
péptidos deaminados por la tranglutaminasa (TG) 2 se unen al antigeno
leucocitario humano (ALH) DQ2 en las células presentadoras de antigeno
(CPAs). En un contexto inflamatorio (presencia de interleucina (IL) 15 e
interferéon (IFN) tipo 1), las células dendriticas (CDs) adquieren un fenotipo
proinflamatorio y migran a los nodulos linfaticos mesentéricos para presentar
los péptidos del gluten a los linfocitos T virgenes. Esta presentacién lleva a
la diferenciaciéon de los linfocitos hacia T colaborador (Th) 1 mientras que se
interrumpe la induccién de los linfocitos T reguladores (Treg) perdiendo la
tolerancia oral al gluten. Los linfocitos Th 1 secretan IFN-y o IL-21, mientras
gue los linfocitos foliculares presentan en los érganos linfoides secundarios
de la mucosa intestinal los péptidos a los linfocitos B que acabaran
produciendo inmunoglobulina (Ig) A e 1gG anti-TG2 y anti-gluten.
Paralelamente, la presencia de IL-15 en altas concentraciones en el epitelio
hace que los linfocitos intraepiteliales (LIEs) adquieran un fenotipo citotéxico
y sean capaces de reconocer los enterocitos estresados. Todos estos eventos
son necesarios para producir enfermedad, pero no suficientes por si solos.
TLAM: tejido linfoide asociado a mucosa. Traducida y adaptada de: Voisine y
Abadie (51)

2.2. Etiopatogeniainmunolégica de la enfermedad celiaca

Los peéptidos derivados del gluten son modificados por la
transglutaminasa (TG) 2 y presentados mediante el antigeno leucocitario
humano (ALH) ALH-DQ2 y ALH-DQ8 en las membranas de las CPAs a las
células CD4+. Esta presentaciéon que sucede en los nddulos linfaticos

mesentéricos induce una respuesta Thl que cursa con la produccion de
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interferon-y (IFNy) e inflamacion intestinal. La inflamacion cronica induce la
expansion y mantenimiento de linfocitos T yd que asimismo contribuyen a
la produccién de mas IFNy (50,51). Al mismo tiempo, se genera una
respuesta de autoanticuerpos especificos para la TG2 (52), que son
producidos principalmente por células plasmaticas localizadas en la lamina

propia (53).

Sin embargo, la respuesta adaptativa frente al gluten y la TG2 no
explican la lesion intestinal caracterizada por la destruccion de las células
del epitelio y el remodelado tisular. Esta citotoxicidad es mediada por la
expresion de IL-15 y de moléculas asociadas al estrés en los enterocitos en
contacto con los péptidos del gluten. La expresion mantenida de IL-15
induce un fenotipo similar al de los linfocitos asesinos naturales (AN) en los
linfocitos CD8+ del compartimento epitelial (activacién de receptores AN).
Los receptores AN son capaces de reconocer las moléculas de estrés
epitelial (ALH-E y genes relacionados con cadenas de MHC | (CMI)
CMIA/B) induciendo en los linfocitos T CD8+ la liberacion de mediadores
citotoxicos como la perforina o la granzima B, que destruyen los enterocitos
(50,51) (Figura 4).

2.3. Diagnostico y tratamiento de la enfermedad celiaca

e Diagnéstico de la EC

La historia clinica es la piedra angular para establecer la sospecha de
enfermedad celiaca y, por lo tanto, su diagnostico, sobre todo en estadios
tempranos de la enfermedad. En la edad adulta, los sintomas mas
frecuentes son poco especificos: dispepsia, dolor abdominal crénico,
pérdida de peso sin causa aparente, aftas bucales recidivantes, ferropenia
con o sin anemia, déficit de vitamina B12 o de acido fdlico, y la
hipertransaminasemia de origen no aclarado, entre otros (54,55).

El diagnostico diferencial se establece en presencia de una serologia
positiva para anticuerpos anti-transglutaminasa IgA que presenta una

elevada sensibilidad préxima al 98%. La clinica y la serologia positiva junto
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con una determinacion HLA DQ2 /DQ8 positiva son signos diagndésticos
para la enfermedad. Sin embargo, en adultos todos los consensos exigen
la realizacion de una biopsia intestinal como prueba definitiva, pudiendo
presentar ésta, lesiones que van desde un aumento de los linfocitos
intraepiteliales a una atrofia vellositaria grave (56,57). Los cambios en la
mucosa intestinal de los pacientes sensibles al gluten se estratifican segun
la clasificacion Marsh que se basa en: a) la presencia de infiltrado linfocitario
en el compartimento epitelial, linfocitos intraepiteliales (LIES), b) la
hiperplasia de las criptas intestinales y c) la medida de la atrofia vellositaria
(55,58,59) (Figura5y Tabla 1).

El 10-12% de casos dudosos constituye en la actualidad un reto para
meédicos clinicos e investigadores. Para confirmar o descartar el diagndéstico
de EC en esta situacion, se proponen distintas alternativas como la
realizacion de una dieta exenta de gluten y valoracion de la evolucién de
las lesiones en una nueva biopsia, la determinacién por citometria de flujo
de los subtipos de linfocitos intraepiteliales en la biopsia intestinal, la
valoracion de niveles de anticuerpos antitransglutamina IgG en paciente
con déficit de IgA o la determinacion de Anti -DGP tipo IgG (60,61).

Algunas de estas pruebas diagndsticas no estan disponibles en la
practica clinica habitual o suponen importantes molestias para el paciente.
Por lo tanto, seria necesario el uso de nuevas técnicas poco agresivas que
ayudaran a esclarecer el diagndstico en este porcentaje de casos dificiles

0 dudosos.

e Tratamiento de la EC

El dnico tratamiento disponible para la EC es una dieta libre de gluten
(GFD- Gluten Free Diet) de por vida, lo que garantiza la recuperacion clinica

e histolégica en la mayoria de los pacientes (46).
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Tabla 1. Clasificacién histolégica Marsh.

Marsh 0 Marsh | Marsh I Marsh llla Marsh llib Marsh llic
LIE (po_r 100 <30 >30 >30 =30 =30 230
enterocitos)
Criptas Normal Normal Hiperplasia Hiperplasia Hiperplasia Hiperplasia
Vellosidades N Normal Normal Atrofia + Atrofia ++ Sin vellosidades

Designacion
Histolégica

Atrofia subtotal
(vellosidades
atrofiadas pero
reconocibles)

Atrofia total
(vellosidades
rudimentarias o
ausentes)

Atrofia parcial
(ratio cripta/vellosidad
<1:1)

Mucosa normal Mucosa normal Criptas agrandas

Marsh 3a - 3c

Vellosidades cortas, criptas largas = atrofia vellositaria

Marsh 0

Mucosa sana

Marsh 1

Incremento inespecifico LIEs

Marsh 2

Criptas elongadas

Largas vellosidades Vellosidades cortas y aplanadas

Criptas alargadas

Infiltrado inmune

Criptasanas

Figura 5. Clasificacion histolégica Marsh. a) Representaciones graficas de la mucosa oral en los distintos estratos de
la clasificacion. b) Imagenes de hematoxilina-eosina representativas de biopsia duodenal en cada uno de los estratos de
la clasificacion. LIE: linfocito intraepitelial. Fuentes. Representacion grafica: traducida de FocusINCD, imagenes: Wahab
et al (58). Tabla adaptada de Parzanese et al. (59).
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3. Estructura e integridad de la mucosa oral

3.1. Organizacion general de la mucosa oral

Se define como mucosa oral a la membrana humeda que recubre el
interior de la cavidad bucal y que se extiende desde la parte interna de los
labios hasta la mucosa que recubre la bucofaringe. Esta mucosa recubre
superficialmente el vestibulo de la boca, incluyendo la cara interna de los
labios y de las mejillas, ademas de la cavidad bucal propiamente dicha, que
incluye lateralmente las arcadas gingivodentarias, dorsalmente el paladar,
y ventralmente la lengua y el piso de la boca (62).

No queratinizado

Mucosa masticatoria Mucgsq de
\ " revestimiento

Paladar duro S

Encias 5 ¥

Queratinizado o paraqueratinizado

Mucosa especializada

Lengua (dorsal)

Figura 6. Organizacion general de la mucosa oral. La mucosa oral varia en
funcidn de su localizacién dentro de la cavidad oral pudiendo ser organizada
en tres grupos segun su morfologia y el patrén especifico de diferenciacién
de los tejidos que la componen: 1) mucosa de revestimiento, correspondiente
a labios, mejillas, paladar blando y la parte ventral de la lengua, 2) mucosa
masticatoria, correspondiente al paladar duro y las encias y 3) mucosa
especializada, presente en la parte dorsal de la lengua.

A nivel histolégico, la mucosa oral en general esta constituida por tres
capas de tejido, que son de superficie a profundidad: 1) Epitelio plano
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poliestratificado, 2) lamina propia de tejido conjuntivo laxo, y 3) tejido de
sostén submucoso (63). Sin embargo, la mucosa oral varia en funcién de
su localizacion dentro de la cavidad oral. Se reconocen 3 tipos de mucosa
en la cavidad oral que difieren en su morfologia y el patrén especifico de
diferenciacion de los tejidos que la componen: 1) mucosa de revestimiento,
correspondiente a labios, mejillas, paladar blando y la parte ventral de la
lengua, 2) mucosa masticatoria, correspondiente al paladar duro y las
encias y 3) mucosa especializada, presente en la parte dorsal de la lengua
(64) (Figura 6).

3.2. Histologia de la mucosa oral de revestimiento

La mucosa oral de revestimiento esta presente en labios, mejillas,
paladar blando y la parte ventral de la lengua, constituyendo un 60% del
total de la mucosa oral. Histologicamente se caracteriza por un epitelio
estratificado plano no queratinizado, una lamina propia fina de tejido
conjuntivo laxo con abundantes fibras elasticas, y una capa submucosa de
tejido conjuntivo denso con presencia de glandulas salivares menores
(62,65). En el caso de la mejilla y la lengua aparecen fasciculos musculares
en la zona profunda correspondientes al musculo buccinador o los

musculos linguales respectivamente (63).

El tejido conectivo emite prolongaciones hacia el epitelio, denominadas
papilas dérmicas. A su vez el epitelio se proyecta hacia la lamina propia en
forma de evaginaciones que se interdigitan con las papilas dérmicas y
reciben el nombre de crestas epidérmicas. Esta disposicion estructural en
papilas y crestas facilita la nutricion del epitelio de la mucosa oral al permitir
una mayor proximidad entre el tejido conjuntivo vascular y el tejido epitelial

avascular (66).

En el epitelio de la mucosa oral podemos encontrar diferentes
poblaciones celulares. Las células intrinsecas o queratinocitos constituyen
la poblacién celular mas abundante del tejido epitelial formando la capa

basal, el estrato espinoso, el estrato granuloso, y por ultimo el estrato
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superficial. Las células extrinsecas permanentes: los melanocitos se
encargan de producir melanina para proteger de la radiacion ultravioleta,
las células de Merkel funcionan como elemento sensitivo, y las células de
Langerhans forman parte del sistema de defensa. Por ultimo, pueden
aparecer ceélulas extrinsecas transitorias, tales como: mastocitos,
neutrofilos, linfocitos y monocitos, cuya proporcion es variable y se modifica

en funcién de la presencia de procesos inflamatorios (66).

La membrana basal o lamina basal es una fina capa compuesta de
colageno y laminina situada entre el epitelio y la lamina propia. Se observa
como una banda no estructurada que incluye glucégeno, mucosustancias,

glicolipidos y fosfolipidos (67).

La lamina propia consiste en una red de fibras agrupadas y una matriz
compuesta por agua, glicoproteinas, proteoglucanos y proteinas séricas.
Ademas, contiene una amplia variedad de células, capilares sanguineos, y
elementos nerviosos (67,68). Los fibroblastos son el principal elemento de
la ldmina propia cuya funcién principal es el mantenimiento del tejido

mediante la secrecion de fibras y matriz (67,68).

En la submucosa, aparecen grandes vasos, nervios, tejido adiposo
intercalado, ademas de glandulas salivales menores, bucales vy
retromolares. Asimismo, pueden aparecer glandulas sebaceas aisladas
denominadas cuerpos de Fordyce (63).

3.3. Uniones intercelulares en el epitelio

La integridad de la barrera epitelial es un factor clave para evitar la
presentacion antigénica descontrolada. La integridad del epitelio oral se
mantiene mediante especificos complejos de union entre las células
epiteliales. Existen 3 tipos de complejos: 1) uniones estrechas, 2) uniones

tipo gap, y 3) uniones de anclaje (69,70) (Figura 7).

Las uniones estrechas forman el tipo mas cercano de union entre

células y suelen localizarse en la zona apical del epitelio oral, ejerciendo
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Figura 7. Uniones intercelulares epiteliales principales y sus
componentes principales. a) Las uniones adherentes anclan el citoesqueleto
de actina de una célula con la adyacente mediada por interacciones
homofilicas entre las cadherinas clasicas (e-cad). b) En las uniones estrechas
las claudinas y ocludinas forman una barrera paracelular donde las proteinas
zonula occludens (ZO) fortalecen la unién desde el interior citoplasmatico. c)
Las uniones tipo gap estan construidas por hexdmeros de proteinas que
forman un canal que permite el flujo de iones, moléculas pequefias y proteinas
entre las células. d) Los desmosomas de manera similar a las uniones
adherentes la adhesién esta mediada por las cadherinas desmosomales que
se asocian con proteinas “armadillo” como la plaglobina o la placofilina, para
posteriormente anclarse a los filamentos intermedios mediante las plaquinas
desmoplaquina, periplaquina y la evoplaquina. e) Los hemismosomas anclan
la célula a la lamina basal a través de los filamentos intermedios. AMPc:
Adenosin monofosfato ciclico. Traducida y adaptada de Pearson Education,
Inc y Sieben et al, 2019 (76).

una funcién de barrera frente al paso de agua, electrolitos y otras moléculas
de pequefio tamafo. Consisten en un numero de moléculas
transmembrana incluyendo ocludina, claudina y proteinas de superficie con
dominio parecido a inmunoglobulina, ademas de proteinas citoplasmaticas
como la zonula occludens (ZO) (69,71). Las uniones gap estan formadas
por hemicanales denominados conexones que estan regulados por
distintos factores: el pH, los niveles de Ca2+ y modificaciones
traslacionales. Estas uniones permiten establecer una comunicacion
directa entre dos células adherentes ademas del intercambio de moléculas

e iones.
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Las uniones de anclaje, a su vez, se pueden dividir en 3 grupos: uniones
adherentes, desmosomas, y hemidesmosomas (72). Las uniones
adherentes son complejos proteicos situados por debajo de las uniones
estrechas que mantienen firmemente unidas las células y estdn formadas
por moléculas cadherina como la E-cadherina, que se unen al citoesqueleto
de actina mediante las cateninas. Los desmosomas unen dos células
mediante los filamentos intermedios del citoesquelético siendo muy
importantes en la resistencia al estrés mecanico del tejido. Estas uniones
entre elementos del citoesqueleto para formar los desmosomas se llevan a
cabo mediante las proteinas de la familia de las plaquinas, proteina dentro
de la cual se incluye la periplaquina (PPL), expresada constitutivamente en
la mucosa oral (73-76). Ademas, los desmosomas actian como receptores
celulares de superficie durante los procesos de proliferacion vy
diferenciacion celular. La adhesion entre el epitelio y el tejido conectivo es
llevada a cabo por los hemidesmosomas, los cuales unen los filamentos

intermedios de las células epiteliales a la lamina basal (69,72).

3.4. Sistemainmune asociado ala mucosa oral

La mucosa oral es un 6rgano inmunocompetente cuya funcion principal
es tolerogénica (77-80). A parte de los mecanismos de integridad de las
células epiteliales que ejercen una importante funcion como barrera fisica,
la proteccion y homeostasis de la mucosa oral dependera de otros 3
componentes: las células inmunoldgicas y sus productos, la microbiota

comensal y la saliva (81).

La respuesta inmunitaria de la mucosa oral se encuentra mediada por
la interaccion entre el tejido residente y las células migratorias. En esta
mucosa existe una gran variedad de células inmunes, siendo la mayoria de

origen linfoide, y algunas de origen mieloide (Figura 8) (81).

Las células dendriticas y los linfocitos T producen varios tipos de
citoquinas tanto pro-inflamatorias (FNT-a, IL-6, IL-12, IL-17 e IFN-y) como

anti-inflamatorias (IL-10 y factor de crecimiento tumoral 8 (FCT-B)), lo que
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da lugar a un perfil de respuesta polifuncional especializado caracterizado

por altos niveles de IL-17 (82,83).
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Figura 8. Red de componentes inmunolégicos de la mucosa oral. La
distribuciéon de las células inmunitarias en las distintas partes de la
mucosa oral es diferente. a) Mucosa masticatoria: el epitelio exterior de la
mucosa de revestimiento presenta macréfagos y células de Langerhans
genuinas, los linfocitos se encuentran en la lAmina propia agrupados en la
membrana basal apareciendo algunos intraepiteliales. Los linfocitos pueden
ser innatos e invariantes (CLI, Tyd), efectores (Treg, Th,T citétoxico, linfocitos
B) o de memoria. b) Mucosa gingival: similar pero con abundantes neutréfilos
circulantes en el fluido crevicular gingivaly mayor cantidad de linfocitos B.CD:
célula dendritica, Treg: linfocito T regulador, CLI: Célula Linfoide Innata, Th:
T colaborador, Tyd: Linfocitos T invariante de cadenas pesadas y y 6, Ig:
inmunoglobulina. Figura adaptada de Ballén-Salcedo et al (81).
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e Inmunidad innata de la mucosa oral

La secrecion salival es un fluido biolégico isotonico — hipotonico
compuesto por un 99% de agua y una variedad de electrolitos, pero,
ademas, contiene inmunoglobulinas, enzimas, proteinas, pequefios acidos
ribonucleicos (ARNSs) reguladores no codificantes, péptidos antimicrobianos
y productos nitrogenados que contribuyen a su funcién protectora (84). Una
disminucién de la secrecion salival implicara una mayor susceptibilidad a
enfermedad (77,81).

Ademas de la saliva, las células inmunes innatas juegan un papel
fundamental en la respuesta inmune de barrera. Dentro del compartimento
mieloide, encontramos en orden de abundancia: células dendriticas

mieloides, macrofagos, y neutréfilos (85).

En el epitelio de la mucosa oral, las células de Langerhans (Ln+ CD1a+)
representan el tipo dominante de CPA (86). Estas CPAs expresan de forma
constitutiva FceRl y presentan niveles aumentados de moléculas co-
inhibitorias (B7-H1 y B7-H3), y un descenso en la molécula co-estimulatoria
CD86. Las células orales de Langerhans pueden inducir células T
reguladoras y secretar IL-10 y FCT lo que explica su papel como células

tolerogénicas (86).

En la lamina propia, las células dendriticas intersticiales CD11c+
CD11b+ representan la mayor poblacion de células dendriticas. Estas
células parecen ser las principales relacionadas con la activacion de los
linfocitos CD8+ y CD4+ en los nédulos linfaticos asociados a la cavidad oral
(87).

Los neutréfilos menos abundantes en la mucosa bucal que en la
gingival, también se encuentran en el fluido crevicular gingival del epitelio
de la hendidura gingival (Figura 8) (81,85). Los mastocitos repletos de
histamina, heparina y citoquinas se localizan cerca de la membrana basal
de las células endoteliales. Su migracion se ve influenciada por la sintesis

de factor de crecimiento de mastocitos secretado por las células
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endoteliales y los queratinocitos (67,77).

¢ |nmunidad adaptativa: Quiescencia de la mucosa oral

La respuesta adaptativa de Ila mucosa oral la componen
fundamentalmente los linfocitos. Dentro del conjunto linfoide, se encuentran
por orden de abundancia: los linfocitos CD4+, linfocitos Th17, linfocitos T
invariantes asociados a mucosa, linfocitos CD8+, linfocitos yd, linfocitos

Treg vy linfocitos AN.

Los linfocitos CD4+ Th17 tienen un papel critico en la proteccion frente
a patdégenos en la barrera oral. Esta importancia es evidente en pacientes
con defectos genéticos en la diferenciaciéon y funcién de las células Th17,
ya que se presentan infecciones flingicas orales graves y recurrentes. Sin
embargo, la respuesta Th17 exagerada es perjudicial, ya que promueve la
pérdida 6sea inflamatoria y el dafio tisular en la enfermedad periodontal
(EP); por ello es necesario el equilibrio Thl17/Treg para controlar la
homeostasis del tejido (81,88).

La respuesta adaptativa también ejerce un papel importante en la
generacion de tolerancia. La mucosa oral presenta una elevada cantidad
de linfocitos Foxp3+ Treg con el fin de evitar la respuesta inmune a los
antigenos no patogénicos contenidos en los alimentos, el agua y el aire que
se ingieren e inhalan constantemente (89). La inflamacion de la mucosa
oral es rara; sin embargo, el agotamiento agudo de las células Treg resulta
en la infiltracibn masiva de células T efectoras activadas que se asocian

con la autoinmunidad y la destruccidn tisular de la mucosa oral (89).

Otros tipos celulares observados son pequefias minorias de células
dendriticas plasmacitoides, células B y células plasmaticas, siendo las
células B minoritarias en el tejido bucal comparado con el de la encia
(Figura 8) (85).
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4. Alteracion de la integridad tisular

La mucosa oral recubre la cavidad oral actuando como una barrera
fisica, y en conjunto con las células inmunes que contiene, es capaz de
generar tolerancia a los estimulos inocuos al mismo tiempo que protege de

posibles estimulos dafinos (77,90).

Sin embargo, esta integridad puede verse comprometida por numerosos
estimulos nocivos, estando su alteracion vinculada a infecciones,
enfermedades autoinmunes, alergias y cancer (71,91-97). El tejido epitelial
comprometido libera citoquinas proinflamatorias y permite la penetracién de
estimulos nocivos a la submucosa, estos dos factores favorecen la
inflamacion y la progresion de la enfermedad (98) (Figura 9). Se discuten

en este apartado los principales marcadores de dafio a la integridad tisular.

Alérgenos Parasitos 2 Bacterias
/ Estimulos nocivos
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Figura 9. Remodelado oral en respuesta al dafio epitelial. La ruptura de la
unién epitelial inducida por estimulos como los alérgenos, microbios o
sustancias toxicas activa la secrecion de alarminas epiteliales como la IL-25,
IL-33 y LPET por parte del epitelio. La presencia de éstas alarminas activa a
las células dendriticas (CDs), macréfagos y células linfoides innatas (CLIs)
provocando la amplificacién de respuestas celulares T, la inflamacion y la
induccién de mecanismos de remodelado por parte de los fibroblastos. Las
células de Langerhans y los linfocitos T reguladores (Treg) participan en la
reparacién de la herida y el remodelado para aminorar la inflamacién. IL:
interleucina, Th: T colaborador, FCT-B: factor de crecimiento tumoral (.
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4.1. Ruptura de la integridad de las uniones intercelulares

epiteliales

La estructura y funcion de todas las uniones intercelulares descritas
anteriormente es fundamental para preservar la integridad de la barrera
epitelial. Un ejemplo notable ocurre en la enfermedad celiaca donde la
desregulacion proteica de las proteinas de union estrecha del epitelio
intestinal altera la homeostasis de la barrera permitiendo el paso no
selectivo de microorganismos y proteinas al espacio paracelular. La
incapacidad para reparar las uniones estrechas es crucial ya que puede

derivar en sepsis o fallo organico multiple (99).

En asmay rinitis alérgica el dafio en la barrera respiratoria est4 asociada
con defectos en las uniones estrechas y una reduccion en las uniones
adherentes y desmosomas. El aumento de la permeabilidad epitelial se ha
relacionado con la gravedad del asma, mientras que en las vias
respiratorias de pacientes con rinitis alérgica se han encontrado niveles
disminuidos de ocludina y proteina zonula occludens (100). Se ha llegado
incluso a desarrollar una hipoétesis de “regulacion de barreras” (101) la cual
postula que la sensibilizacion alérgica se inicia con un dafio en la barrera
epitelial (98,102). Aquellos pacientes con alergia alimentaria tienen la
permeabilidad de la barrera aumentada (103-105), siendo la propia

afeccién de la barrera capaz de predisponer a la atopia (106).

Por todo esto, la disminucién en la expresion de estas proteinas en el
epitelio oral sera indicativo de dafio en el epitelio y, ademas pondra de

manifiesto la alteracion de la integridad del tejido (69,107).

4.2. Citoquinas epiteliales asociadas a la alteracion de la

integridad tisular

Aungque en un principio se pensaba que las células epiteliales de la
mucosa eran unicamente barreras fisicas inertes, actualmente, se entiende
gue forman un papel clave en el sistema inmune protector (79,97,108,109).

Las células epiteliales son capaces de reaccionar a estimulos externos
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mediante la produccion de moléculas de adhesion, factores de crecimiento,
quimioquinas, y metaloproteasas de matriz (MPM) (69). Al mismo tiempo,
muchos mediadores inflamatorios como el interferon (IFN) y el factor de
necrosis tumoral (FNT) son capaces de desorganizar la integridad epitelial
mediante descenso de la expresion de proteinas de uniones estrechas,

aumentando la permeabilidad epitelial (110-115).

Existen 22 citoquinas derivadas del epitelio capaces de iniciar una
respuesta inmunitaria celular Th2, entre ellas, la linfopoyetina estromal
timica (LPET), la IL-25 y la IL-33 (116). Al producirse un dafio, algunos
factores, como el Factor Activador de Plaquetas (FAP), son capaces de
inducir la liberacion de alarminas en las células epiteliales (117). Las
alarminas liberadas actuan como sefial de remodelado epitelial e inducen
el reclutamiento de células T promoviendo una respuesta inflamatoria (98)
(Figura 9). Para alcanzar la homeostasis, la respuesta generada por la IL-
33 puede promover el reclutamiento de células Treg (118), las cuales
contribuiran a los procesos de reparacion del dafio. Estas Treg expresan
factores reparadores como la anfirregulina y el factor de crecimiento de
queratinocitos (119). Por tanto, la presencia aumentada de estas citoquinas

aparece asociada al dafo epitelial.

De la misma forma, ante un estimulo dafiino, los capilares de la lamina
propia expresan moléculas de adhesion, las cuales facilitan el trafico de
leucocitos desde la sangre (67,69,77).

4.3. Fibrosis y angiogénesis
e Fibrosis

La fibrosis es una condicion patologica asociada a enfermedad
inflamatoria cronica. Como respuesta a un estimulo externo dafiino croénico,
se produce una excesiva deposicion de matriz extracelular que es capaz de
afectar la arquitectura y funcion de un tejido. Este proceso de deposicion
de fibras se denomina fibrogénesis y esta mediado por la liberacion de

moléculas biolégicamente activas (citoquinas, alarminas y quimioquinas)

41



las cuales inducen la diferenciacion y activacion de miofibroblastos. Los
miofibroblastos son las células especializadas capaces de producir la alta

cantidad de colageno tipo | caracteristica de la fibrosis (120,121).

Aunque se manifiesta en multiples enfermedades (122), la fibrosis es un
marcador de lesion en asma, donde se puede observar un importante
remodelado de la mucosa bronquial con alteracion de la integridad de
epitelio alveolar acompafiada de fibrosis subepitelial en la membrana basal
(123,124). A pesar de que se desconoce la etiologia exacta de este
proceso, se estima que el FCT-b juega un papel muy importante como
inductor de sintesis de matriz celular. De hecho, las terapias anti-FCT-b han
resultado utiles en la reduccion de fibrosis (125,126). En este mismo
contexto, la fibrosis ha sido descrita asociada a remodelado epitelial

también en rinosinusitis crénica y alergia (127,128).

e Angiogénesis

Durante los procesos de reparacion de dafio se liberan factores que
inducen la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos
sanguineos preexistentes. A este proceso se le denomina angiogénesis. En
los tejidos inflamados, el remodelado vascular expande los capilares y
aumenta el flujo sanguineo contribuyendo a la fisiopatologia vy
manifestaciones clinicas de la enfermedad (129). Uno de los factores pro-
angiogénicos mas importantes es el Factor de Crecimiento del Endotelio
Vascular (FCEV) cuya cantidad influira de manera notable en el curso de la
reparacion del dafio (130).

La inflamacién crénica inducida por alergia o asma produce un aumento
de angiogénesis en las vias aéreas (17). Ademas, se ha demostrado una
correlacion entre el aumento de vasos sanguineos y de células

endoteliales, y la rinitis alérgica (131).

En los pacientes con EC se ha observado que la vasculatura de las
mucosas se encuentra desorganizada, y es que aparecen en esta

enfermedad determinadas proteinas como los anticuerpos anti-TG2 que
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son capaces de interrumpir la angiogénesis al afectar multiples etapas del

proceso angiogénico (132,133).

4.4. Fisiopatologia de la mucosa oral en enfermedades

sistémicas

La asociacion clinica entre enfermedad sistémica y manifestaciones
orales ha sido profundamente investigada (134-137). El interés por la
conexion entre mucosa oral y la salud a nivel general no s6lo se manifiesta
en los estudios epidemiolégicos, sino también en el papel potencial de la
mucosa oral y la saliva para el diagnoéstico de enfermedades sistémicas
(138,139).

Existe una amplia variedad de enfermedades sistémicas que tienen un
efecto sobre la mucosa oral incluyendo: infecciones virales, dermatosis,
desérdenes hematoldgicos, enfermedades endocrinas, alteraciones
gastrointestinales, malignidad, y enfermedades autoinmunes entre otras
(135,140-144). Las formas mas tipicas de manifestacion de enfermedad
sistémica en la cavidad oral son las Ulceras, parches blancos, hinchazon,
cambios en la pigmentacion o inflamacion periodontal (134,142,145,146).
Aunqgue la asociacion entre enfermedad sistémica y dafio en la mucosa oral
es obvia, el conocimiento de si las alteraciones son Unicamente una
manifestacion clinica mas, o si realmente contribuyen al desarrollo de la
enfermedad no ha sido establecido para muchas enfermedades (144,147—
149). Como la cavidad oral es un lugar de facil acceso diagndstico, sus
alteraciones pueden ser la primera indicacién de que se esta padeciendo
una enfermedad sistémica, lo que permite un diagndstico temprano
(135,150,151).

5. Antecedentes al presente estudio.

5.1. Alteraciones en la cavidad oral en enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca se considera principalmente una enfermedad

gastrointestinal, pero, como se ha mencionado anteriormente, existe un
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importante abanico de efectos extraintestinales (152). En la cavidad oral,
se han descrito multiples afecciones que abarcan tanto la mucosa oral,
gingival, lingual, palatina o los dientes y el esmalte (153-155). Entre las
manifestaciones mas comunes se encuentran: la estomatitis aftosa
recurrente (154,155), defectos en el esmalte de los dientes, caries, lengua
geografica, glositis atrofica y boca seca (54). Algunas de estas
manifestaciones pueden llegar a ser clave en el diagnéstico de formas
atipicas de la enfermedad(156—-158), mejorando su clinica tras la aplicacion
de dieta sin gluten (DSG) (159).

Aungue la fisiopatologia de la EC ha sido muy estudiada en el intestino
delgado, y las manifestaciones clinicas en la mucosa oral son conocidas, el
conocimiento de los procesos inmunolégicos que se desarrollan a nivel
histolégico en la mucosa oral de los pacientes celiacos es escaso (160). En
cuanto al compartimento linfocitario, se han llevado a cabo estudios con
resultados no consensuados (155). En cuanto a las CPAs, la informacion
sobre las células dendriticas del tejido epitelial oral es escasa y no se

encuentra bibliografia en pacientes celiacos.

En la presente tesis, se pretende ampliar los datos obtenidos
previamente, analizando el posible patron de remodelado del epitelio oral
en pacientes celiacos con enfermedad activa y pacientes en DSG. Este
estudio podria facilitar el conocimiento de los procesos inmunolégicos que
ocurren en la mucosa oral de los pacientes celiacos y que llevan a la
aparicion de las manifestaciones clinicas observadas, ademas de contribuir
a entender si la mucosa oral puede ser una potencial fuente de informacion

para el diagnéstico de la enfermedad.

5.2. Alteraciones en la cavidad oral en alergia respiratoria a
polen de gramineas asociada a alergia alimentaria a

profilina

La sensibilizacibn a alérgenos del polen que presentan elevada

reactividad cruzada con otras moléculas de alimentos vegetales hace que
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se den patologias alimentarias ligadas a aeroalérgenos. Cuando estos
pacientes alérgicos residen en zonas de alta exposicion a polenes, el
fenotipo observado para la alergia a alimentaria es frecuentemente grave
(161). La incidencia de estas patologias parece ir en aumento, por lo que
entender los mecanismos subyacentes es clave para disefiar estrategias de

prevencion (162).

La profilina es un alérgeno polinico que normalmente tiene un papel
limitado como alérgeno alimentario ya que es facilmente degradado por las
proteasas digestivas y el medio acido del estbmago. Sin embargo, este
alérgeno es capaz de inducir hipersensibilidad en individuos alérgicos al
polen de gramineas cuando éstos residen en areas de alta exposicion
alergénica. En estos pacientes, la mucosa oral parece tener un papel
relevante, ya que, se encuentra alterada, siendo esta alteracion mas grave

cuanto mas grave es la clinica de la enfermedad (30,163-167).

En el estudio de Rosace et al. (128), un grupo de pacientes alérgicos al
polen de gramineas y residentes en areas de alta exposicion fueron
sometidos a provocacion oral con extracto de profilina y clasificados como
alérgicos moderados o graves segun su respuesta clinica. Las reacciones
observadas tras la provocacion incluyeron desde reacciones locales, como
el sindrome de alergia oral (SAO), angioedema, y prurito oral, hasta
reacciones sistémicas graves como urticaria y asma. Al analizar la mucosa
oral de los pacientes alérgicos a profilina, se observé en los pacientes
graves un remodelado de la mucosa oral progresivo caracterizado por: 1)
un descenso de la expresion de proteinas de uniones estrechas (ocludina)
y uniones adherentes (E-cadherina), 2) un aumento en la angiogénesis y
acantosis del tejido, 3) un aumento de la deposicion de fibras de colageno
en la lamina propia, 4) presencia de respuesta inflamatoria en la mucosa
con un aumento en los nimeros de células CD11c+y CD4+ (Figura 10), y
5) un incremento en la expresion de los genes para las alarminas de
remodelado periostina e IL-33. Todos estos procesos son comparables a
los observados en otras patologias inflamatorias que presentan

remodelado (168,169). Ademas, en estos pacientes se demostré que los
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dafios en el epitelio se correlacionaban con una mayor sensibilidad

periférica a profilina de los basofilos.

Como las profilinas estan presentes en todos los vegetales, la
exposicion continua contribuiria a mantener la respuesta alérgica
inflamatoria en el tejido, induciendo asi reacciones alérgicas a los alimentos
(161). Esto sugiere que el remodelado del epitelio oral podria ser el proceso
clave en la adquisicién de una fenotipo de alergia grave en pacientes con

alergia alimentaria mediada por profilinas.

No alérgico Alergia Grave

<P

(0] Profilina
@ célulasEpiteliales

B Uniones Estrechas (Cla-1 and Oclu-1) @

= Uniones Adherentes (E-cad)
° Linfocitos T

‘ Mastocitos i ° A

Figura 10. Contribucién del remodelado epitelial de la mucosa oral en las
reacciones alérgicas alimentarias a profilina. Los pacientes con alergia
grave a profilina presentan un dafio significativo en la barrera epitelial oral lo
gue puede permitir la penetracion de la profilina en la mucosa oral y la
induccién de inflamaciéon local con aumento de linfocitos T y células
presentadoras de antigéno. Cla: claudina, oclu: ocludina, cad: cadherina.
Traducido de Rosace et al (128).

5.3. Alteraciones en la cavidad oral en alergia respiratoria

sin alergia alimentaria

Si la inflamacion alérgica respiratoria asociada a alergia alimentaria es
capaz de inducir un remodelado de la mucosa oral, este remodelado puede

ocurrir en otros tipos de alergia respiratoria.

En la presente tesis, se pretende ampliar los datos obtenidos
previamente en pacientes alérgicos a gramineas, analizando el patron de

remodelado del epitelio oral en pacientes con patologia alérgica respiratoria
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grave causada por polen de olivo (31) y por acaros (170). El objetivo es
analizar si dichos pacientes, que no presentan una alergia concomitante a
alimentos, presentan remodelado del epitelio. El posible remodelado podria
ser indicador de dafio sistémico de barreras y jugar un papel clave para
entender la evolucion alérgica del paciente, siendo importante tanto para
entender la evolucion a perfiles polisensibilizados como para comprender
los mecanismos de la ITSL en enfermedad alérgica (128) y su posible
aplicacion en otras enfermedades inflamatorias como la celiaquia (en la
Tabla 2 se muestra un resumen con las diferencias clave entre estas dos

enfermedades).

Tabla 2. Resumen comparativo de la enfermedad celiaca y la alergia
respiratoria.

Enfermedad Celiaca Alergia Respiratoria
Prevalencia ~1% 20-30%
Clinica Sintomas _irjtestinales_ . A_sma o
Malabsorcién de nutrientes * Rinoconjuntivitis
Inmunopatologia | Respuesta citirica THI . Respuesta Thz
Riesgo genético Si. ALH-DQ2/DQ8 Si. Atopia

Evitar exposicion
Sintomatico: anti-histaminicos,

Tratamiento + Dieta Sin Gluten (DSG) . L
agonistas P, corticoides
* Vacunas (IT e ITSL)
Biopsia duodenal Serologia IgE S
. — . ] Prueba de Sensibilizacion
Diagnéstico + Serologia anti-TG2 .
Cutanea

Deteccion ALH-DQ2/DQ8 - .
Provocacion bronquial

Tipo sensibilizacion Hipersensibilidad / Autoinmunidad Hipersensibilidad mediada por IgE

Déficits nutricionales

. Autoinmunidad Reaccion anafilactica

Complicaciones sin tratamiento

ALH: antigeno leucocitario humano, IT: inmunoterapia, ITSL: inmunoterapia
sublingual, Ig: inmunoglobulina, TG2: transglutaminasa 2.
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Hipotesis

o Alergia

H1: La alergia respiratoria grave compromete la integridad de la mucosa
oral sin necesidad de exposicidn a alérgeno en la mucosa (sin alergia

alimentaria) e independientemente del aeroalérgeno involucrado.

H2: Los pacientes con alergia respiratoria grave presentan marcadores

sistémicos asociados a dafo epitelial.

o Enfermedad celiaca

H1: La exposicion a gluten en pacientes con enfermedad celiaca
compromete la integridad de la mucosa oral, pudiéndose observar cambios

al retirar la exposicion a gluten (DSG).

H2: Los pacientes celiacos presentan marcadores sistémicos asociados
al dafio epitelial.

Objetivos

o Alergia

1. Estudiar el proceso de remodelado de la mucosa oral ligado a alergia
respiratoria (sin alergia alimentaria concomitante).
2. Determinar biomarcadores sistémicos asociados al proceso inflamatorio

en la mucosa.

o Enfermedad celiaca

1. Estudiar el proceso de remodelado de la mucosa oral en pacientes
celiacos.

2. Valorar la evolucion de la mucosa oral en un modelo sin exposicion a
antigeno, tras tratamiento con dieta sin gluten (DSG)

3. Determinar biomarcadores sistémicos asociados al proceso inflamatorio

en la mucosa.
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Los modelos de enfermedad planteados para el estudio de esta tesis se

resumen en la Figura 11.

| Alergia | | Celiaquia
| |

!

I

| Exposicién ‘ I Sin exposicion Sin Exposicion
Profilina & Sin Alergia DSG
Gramineas* alimentaria
| Gluten
J l (Gliadina)
Alergia estacional | Alergia perenne |
Polen de olivo | Acaros |

Figura 11. Modelos de enfermedad planteados para el estudio y referidos
alaexposicion antigénica en lamucosa oral. *Modelo antecedente (Rosace
et al., 2019) (128).

Utilidad practica

Este proyecto se orienta desde un punto de vista traslacional, teniendo
en cuenta los problemas que se encuentran los profesionales clinicos en el
diagndstico y tratamiento de la EC y la alergia. Con este abordaje novedoso
y multidisciplinar que incluye estudios histologicos y sistémicos se pretende
generar el conocimiento cientifico necesario para determinar la progresion
de la EC y de la alergia hacia fenotipos mas graves, lo que permitira una

mejor adecuacioén en el diagnéstico y tratamiento de estas patologias.
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Materiales y Métodos

1. Sujetos del estudio

A. ALERGIA RESPIRATORIA

Para los estudios en alergia se reclutaron un total de 123 sujetos: 16 se
incluyeron en el estudio de la mucosa oral y 107 en el estudio de citoquinas
a nivel sistémico. Los hospitales participantes fueron: Hospital Universitario
Reina Sofia de Cordoba y Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor
Negrin. Ambas poblaciones de pacientes alérgicos se caracterizan por
residir en areas de alta exposicion a alérgenos de olivo (Coérdoba) y de

acaro (Gran Canaria).

Todos los sujetos fueron entrevistados en el departamento de alergia
del hospital correspondiente para establecer su historial clinico, y fueron
sometidos a una prueba de puncion cutanea para alérgenos de olivo y/o
acaros de acuerdo con el procedimiento estandar (171). En la prueba se
incluyeron los siguientes extractos: acaros (Dermatofagoides.
Pteronyssinus, D. Farinae, Euroglyphus Maynei, Blomia Tropicalis, Acarus
Siro, Tyrophagus Putrescentiae, Lepidoglyphus Destructor) y extracto de
Olea europaea, ademas de diluyente (control negativo) e histamina 1:100
como control positivo de la prueba. La manifestacién de una pépula con
diametro 3 mm mayor que el del control negativo 15 minutos después de la
puncion se considerdé como resultado positivo. Ademas, se midieron los
niveles de anticuerpos IgE en sangre frente a antigenos de acaros o
aeroalérgenos mediante ImmunoCAP ISAC® (Phadia) de acuerdo con el

procedimiento del fabricante.

Los sujetos sensibilizados a panalérgenos o con un historial clinico de

alergia alimentaria fueron excluidos del estudio.

Los pacientes reclutados fueron clasificados en grupos de acuerdo con

los siguientes criterios:

50



e Criterios de inclusidn: estudio de la mucosa oral en alergia respiratoria

o Pacientes con alergia a olivo (n=5). Test cutaneo positivo para

extracto de olivo y sensibilizacion al alérgeno minoritario Ole e7 (31).

o Pacientes con alergia a acaros (n=6). Historia de reaccién sistémica a

la ingesta de harinas contaminadas con acaros (170).

o Sujetos control (n=5). Sujetos no alérgicos con test cutdneo negativo

tanto para olivo como para acaros.
Los datos clinicos de los pacientes se recogen en la Tabla 4.
De cada sujeto, se obtuvieron:

o Unabiopsia de mucosa oral, incluida en paraformaldehido al 4% para
analisis histoldgicos.

o Veinte mililitros de sangre heparinizada, empleados en la obtencion

plasma para determinaciones EILE simple y Multiplex.

Todas las muestras de pacientes alérgicos a acaros fueron recogidas
entre 6 meses y 7 afos tras el episodio de anafilaxia. Las muestras de
pacientes alérgicos al polen de olivo fueron recogidas fuera de la temporada

de polinizacion.

e Criterios de inclusidn: estudio sistémico de alergia respiratoria

La clasificacion de los pacientes para el estudios sistémico se realizd
siguiendo las pautas de la Guia Espafiola para el Manejo del Asma (GEMA)
4.0 (172).

o Pacientes con alergia moderada a olivo (n = 17). Test cutaneo
positivo para extracto de olivo con sintomatologia moderada y controlada
con medicacion. Uso de medicacion de alivio no diario (agonista [2-

adrenergico de accidn corta) y una o ninguna exacerbacion asmatica al afio.

o Pacientes con alergia grave a olivo (n =19). Test cutaneo positivo
para extracto de olivo con sintomatologia moderada y no controlada con

medicacion. Uso diario de medicacion de alivio y 2 o mas exacerbaciones
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asmaticas al afio (172).

o Pacientes con alergia moderada a acaros (n = 17). Test cutaneo
positivo para alérgeno de 4caro domestico con sintomatologia controlada
mediante el uso de corticoides inhalados. Los pacientes se consideraron
controlados Unicamente al no haber sufrido ninguna exacerbacion asmatica

durante el afio anterior a la inclusién en el estudio.

o Pacientes con alergia grave a acaros (n = 25). Test cutaneo
positivo para alérgeno de acaro doméstico y asma no controlado tras
tratamiento con corticoides, IT o biolégicos. Se consider6 asma no
controlado a aquel que manifestd al menos 5 exacerbaciones por afio

durante los afios anteriores a la inclusion en el estudio.

0 Sujetos control (n = 29). Sujetos no alérgicos con test cutaneo
negativo tanto para olivo como para acaros, residentes en areas de alta

exposicidn a olivo (Cérdoba, n= 7) o acaros (Gran Canaria, n=22).

Los datos clinicos de los pacientes se recogen en las Tabla 5y Tabla

De cada sujeto, se obtuvieron:

o Veinte mililitros de sangre heparinizada, empleados en la

obtencion plasma para determinaciones EILE simple y Multiplex.

De acuerdo con el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo
y del Consejo y el Real Decreto ley 5-2018, todos los sujetos firmaron un
consentimiento informado. Ademas, el proyecto fue aprobado por el Comité
de Etica de los dos los hospitales incluidos en el estudio.

B. ENFERMEDAD CELIACA

Se reclutaron un total de 21 sujetos en el Servicio de
Otorrinolaringologia del Hospital San Agustin de Avilés (Asturias), y éstos
se dividieron en los siguientes grupos experimentales de acuerdo con los

siguientes criterios de inclusion:
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e Criterios inclusién: estudio de la mucosa ora y marcadores

sistémicos en enfermedad celiaca

o Grupo I: Pacientes de novo (n=6). Pacientes recién diagnosticados de
EC. Los criterios para el diagnostico y la inclusion en el estudio fueron
1) histologicos: biopsia duodenal con clasificacion Marsh Il (atrofia
vellositaria), 2) seroldgicos: presencia significativa de Anticuerpos Anti-
Transglutaminasa (AAGT) y 3) genéticos: Antigeno Leucocitario
Humano (ALU)-DQ2+.

o Grupo II: Pacientes en Dieta Sin Gluten (DSG) (n=7). Pacientes
celiacos previamente diagnosticados y actualmente en tratamiento con
DSG durante al menos 1 afio y con buena respuesta clinica y pérdida
de AAGT.

o Grupo llI: Control (n= 8). Sujetos sanos, no celiacos, no alérgicos.

Los niveles de AAGT-2 (clase IgA) fueron obtenidos empleando un
analizador automatico de EILE Triturus (Grifols). Los niveles totales de IgA
fueron analizados por immunoturbidimetria mediante el analizador modular
Bobas 8000 (Hoffman-La Roche) para descartar posible déficit de IgA 'y, por
lo tanto, un falso negativo en los niveles de AAGT-2.

El historial clinico de todos los sujetos fue revisado por el médico
gastroenterdlogo responsable. Todos los pacientes con una historia
reciente de enfermedad nasofaringea o alergia respiratoria grave fueron

excluidos del estudio.
Los datos clinicos de los pacientes se recogen en la Tabla 7.
De cada sujeto, se obtuvieron:

o Dos biopsias de mucosa oral, una incluida en paraformaldehido al 4%
para andlisis histoldgicos, y otra incluida en RNALater™ (ThermoFisher)

para estudios de qPCR.

o Veinte mililitros de sangre heparinizada, empleados en la obtencion

de PBMCs para estudios de RT-cRCP y plasma para determinaciones
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EILE simple y Multiplex.

De acuerdo con el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo
y del Consejo y el Real Decreto ley 5-2018, todos los sujetos firmaron un
consentimiento informado. Ademas, el proyecto fue aprobado por el Comité

de Etica del Hospital San Agustin de Avilés.

Todos los sujetos incluidos en el estudio, previamente a la obtencion de
muestras, fueron investigados para asegurar la ausencia de lesiones orales

evidentes que pudieran interferir en el estudio.

Las muestras obtenidas, su procesamiento y los andlisis realizados

aparecen resumidos en la Figura 12.
2. Estudios histoldgicos y expresion genica en biopsias

2.1. Obtencion de biopsias de mucosa oral

Las biopsias de la mucosa oral se obtuvieron por cirugia menor
ambulatoria por el Servicio de Alergia en el caso de los pacientes alérgicos
y por el Servicio de Otorrinolaringologia en el caso de los pacientes

celiacos.

e Obtencion de biopsias de mucosa oral en sujetos para el estudio de

alergia respiratoria

Para el estudio de la mucosa oral en alergia se extrajeron biopsias de
longitud variable (~5mm de longitud) empleando la técnica de incision con
bisturi. Tras tratar mediante infiltracion anestésica la periferia de la zona a
biopsiar, sin aplicar directamente el anestésico en la zona a extraer, la
incision se llevd a cabo hasta el tejido celular subcutaneo. La muestra de
tejido a extraer se separo de las fibras de colageno de la dermis reticular y
se levanto sobre la mucosa circundante al retirar el bisturi. La extraccion se
realizd con pinzas con sumo cuidado para evitar artefactos por contusion.
La muestra se sumergié inmediatamente en PFA 4% durante un maximo
de 24-48h (Figura 13 a).
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Figura 12. Resumen de la muestras obtenidas, su procesado y técnicas aplicadas para todos los sujetos y pacientes
celiacos y alérgicos. *Técnica exclusivamente llevada a cabo en el estudio de EC. Técnica exclusivamente llevada a cabo
en el estudio de alergia. DSG: dieta sin gluten, EPFF: embebidos en parafina y fijados en formaldheido, CMSP: células
mononucleares de sangre periférica, RT-cRCP: reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa,
HQ: histoquimica, IHQ: inmunohistoquimica, IL. Interleucina, IFN: interferon, PPL: periplaquina, POST: periostina, FAP: factor
activador de plaquetas, FCEVa: factor endotelial vascular a, Areg: anfirregulina, RCT: receptor de célula T, FceRI: receptor de
alta afinidad para IgE, EILE: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas, LPET: linfopoyetina estromal timica, TM: triptasa
de mastocitos, CD: cumulo de diferenciacion.
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e Obtencidn de biopsias de mucosa oral en sujetos para el estudio de
enfermedad celiaca

Para el estudio de la mucosa oral en EC se extrajeron biopsias de 3mm
de didmetro de cada sujeto empleando un sacabocados (en inglés, punch)
(173) y anestesia local, lidocaina en espray. La puncion se realizo hasta el
tejido celular subcutaneo. La muestra de tejido a extraer se separé de las
fibras de colageno de la dermis reticular y se levantdé sobre la mucosa
circundante al retirar el punch. La extraccion se realizO con pinzas
(cocodrilo) con sumo cuidado para evitar artefactos por contusion y se
sumergié inmediatamente en PFA 4% a temperatura ambiente durante un
maximo de 24-48h o RNA later™ para su inmediata congelacién (Figura 13
b).

Posteriormente, la herida se cubri6 con una gasa impregnada en
anestésico y se hizo presion hasta el cese del sangrado. No fueron

necesarios puntos, a no ser que se observase sangrado que no remitiese.

A e }

\
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Figura 13. Técnicas empleadas para la extraccién de biopsias de mucosa
oral. a) Incisién con bisturi. Para el estudio de la mucosa oral en alergia se
extrajeron biopsias de longitud variable (~5mm de longitud) empleando la
técnica de incision con bisturi. Tras tratar mediante infiltracion anestésica la
periferia de la zona a biopsiar la incision se llevé a cabo hasta el tejido celular
subcutaneo. b) Puncién con sacabocados. Para el estudio de la mucosa oral
en enfermedad celiaca se extrajeron biopsias de 3mm de didmetro de cada
sujeto empleando un sacabocados y anestesia local en espray. La puncién se
realizé hasta el tejido celular subcutdneo. Imagenes adaptadas de Zuber et
al., 2002 (173).
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2.2. Procesado de biopsias de mucosa oral

e Procesado para analisis histoldgico

Las biopsias previamente fijjadas en paraformaldehido al 4% se

incluyeron en parafina y se procesaron empleado el equipo Leica TP1020.

El protocolo seguido y programado en el equipo para el procesado de

muestras pequefias fue el siguiente:

a) Cubeta 1: Etanol 70° - 45min

b) Cubeta 2: Etanol 70° - 45min

c) Cubeta 3: Etanol 96° - 1hora

d) Cubeta 4: Etanol 96° - 1hora

e) Cubeta 5: Etanol 96° - 1hora

f) Cubeta 6: Etanol 96° - 1hora

g) Cubeta 7: Etanol 100°- 1hora y 30minutos
h) Cubeta 8: Etanol 100°. 1hora y 30minutos
i) Cubeta 9: Xilol- 1 hora

j) Cubeta 10: Xilol -1 hora

k) Cubeta 11: Parafina — 1hora

[) Cubeta 12: Parafina — 1hora

Posteriormente, las muestras se conservaron en bloques 24horas a
temperatura ambiente y, por ultimo, se procedié a la obtencion de cortes
histol6gicos de 1um de grosor empleando el microtomo Microm HM 325
(ThermoFisher Scientific). Estos cortes se colocaron en portaobjetos de
adhesién con polisina (ThermoFisher Scientific). Previo a la tincion, los
portaobjetos se mantuvieron en la estufa dos horas para facilitar el
eliminado de la parafina excedente. Para evitar el deterioro de la muestra,
cualquier corte con una antiguedad superior a 2 semanas fue desechado y

reemplazado por un corte nuevo obtenido del bloque de origen.
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2.3. Tinciones histoldgicas

e Hematoxilina-Eosina

El andlisis morfoldgico de todas las muestras se realizd con tincion
convencional de Hematoxilina-Eosina (H-E). Las secciones cortadas
situadas sobre los portaobjetos se sumergieron en Xilol, dos veces durante
5 minutos. Posteriormente, las muestras se hidrataron en pases seriados a
concentraciones de Etanol decrecientes para finalmente ser hidratadas en
agua destilada durante 5 minutos. Las muestras se tifieron entonces con
Hematoxilina durante 90 segundos, se lavaron con agua para quitar el
exceso de colorante y se tifieron con Eosina durante 3 minutos. Después
de deshidratarlas, las muestras se montaron colocando una gota de DPX 'y

un cubreobjetos sobre ellas.

e Tinciodn tricromica de Masson

La tincion de Masson se llevo a cabo utilizando el kit Masson Trichrome
Staining (04-011802 — Bio-Optica). Después de desparafinar e hidratar, las
muestras fueron tratadas (siguiendo el protocolo de tincion recomendado
por el fabricante) con 4 tinciones diferentes: Hematoxilina férrica de Weigert
(15 minutos) para tefiir los nucleos, acido picrico (6 minutos) para tefir
eritrocitos, una mezcla de tintes acidos para resaltar el citoplasma (6
minutos) y una solucién verde claro para tefir el colageno (15 minutos).
Después de lavar en agua destilada y deshidratar con concentracion
creciente de etanol, las secciones se montaron como previamente ha sido

explicado para la tincion H-E.

e Tincién de Luna

Tras desparafinar e hidratar, las muestras se tifieron durante 5 minutos
en una solucién mixta 1:10 formada por escarlata de Biebrich al 1% vy
Hematoxilina de Weigert. Las muestras se diferenciaron en Alcohol Acido
1% hasta alcanzar la tincion nuclear deseada. Posteriormente, las muestras
se lavaron en agua y se sumergieron en carbonato de litio 0,5% hasta

obtener el tinte azul deseado y observar los eritrocitos rojos brillantes.
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Después de lavar en agua durante 2minutos y deshidratar en alcohol y xilol,

las muestras se montaron con DPX.

2.4. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se llevo a cabo empleando el tefiidor automatico
BOND-MAX Automated IHC/ISH Stainer (Leica Biosystems) y el kit de
deteccion Bond Polymer refine Detection kit siguiendo las instrucciones del

fabricante. Los anticuerpos empleados son los siguientes (Tabla 3):

e Anticuerpos empleados en el estudio de enfermedad alérgica

Anticuerpo monoclonal de rata anti-CD3 humano (MCA1477,Bio-Rad),
anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD4 humano (NCL-L-CD4-368, Leica
Biosystems), anticuerpo monoclonal de raton anti-CD11c humano (NCL-L-
CD11c, Leica Biosystems), anticuerpo monoclonal de ratén anti-Claudina-
1 humana (ab56417, Abcam), anticuerpo monoclonal de ratén anti-E-
cadherina humana (PA0387, Leica Biosystems), anticuerpo monoclonal de
ratdbn anti-FceRl humano (ab54411, Abcam), anticuerpo monoclonal de
ratbn anti-FoxP3 humano (ab22510, Abcam), anticuerpo monoclonal de
ratén anti-Langerina humana (ab49730, Abcam), anticuerpo monoclonal de
conejo anti-Triptasa de mastocitos (ab134931, Abcam), anticuerpo
monoclonal de conejo  anti-Ocludina humana (ab216327, Abcam),
anticuerpo policlonal de conejo anti-Elastasa de neutrofilo humana
(ab68672, Abcam) and anticuerpo policlonal de conejo anti-FCEV-a (Factor
de Crecimiento Endotelial Vascular-A) humano (ab46154, Abcam).

e Anticuerpos empleados en el estudio de enfermedad celiaca

Anticuerpo monoclonal de raton anti-CD19 humano (NCL-L-CD19-163,
Leica Biosystems), anticuerpo monoclonal de rata anti-CD3 humano
(MCA1477,Bio-Rad), anticuerpo monoclonal de raton anti-CD4 humano
(NCL-L-CD4-368, Leica Biosystems), anticuerpo monoclonal de ratén anti-
CD8 humano (NCL-L-CD8-4B11, Leica Biosystems), anticuerpo
monoclonal de raton anti-Claudina-1 humana (ab56417, Abcam),
anticuerpo monoclonal de raton anti-E-cadherina humana (PA0387, Leica
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Biosystems), anticuerpo monoclonal de ratén anti-FoxP3 humano
(ab22510, Abcam), anticuerpo monoclonal de raton anti-yd-receptor de
célula T (RCT) humano (sc-100289, Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo
monoclonal de raton anti-Langerina humana (ab49730, Abcam), anticuerpo
monoclonal de conejo [EPR20992] anti-Ocludina humana (ab216327,
Abcam), y anticuerpo policlonal de conejo anti-Elastasa de neutrofilo
humana (ab68672, Abcam).

En todas las tinciones se incluyeron controles positivos y negativos
obteniendo siempre ausencia de sefial en los controles negativos y la
presencia esperada de sefial en los controles positivos. Como controles
positivos se emplearon muestras de polipo nasal (eosindfilos, neutrdfilos,
linfocitos B), muestras de bazo (poblacion linfocitaria T) o piel de paciente
con dermatitis atépica (CPAs, CDs, linfocitos yd). Como control negativo se
empled una muestra de mucosa oral incluida en el mismo procedimiento
que las muestras tefiidas omitiendo el paso de incubacién con el anticuerpo

primario.

2.5. Analisis deimagen

Las muestras tefiidas fueron escaneadas a una resolucion de 40
aumentos empleando el escaner de portaobjetos Leica SCN400 (Leica
Biosystems). Para la lectura de las imagenes se empled el programa Leica
SCN400 Image Viewer, el cual permite acercar y alejar la imagen hasta el

aumento deseado ademas de realizar capturas de pantalla.

e Uniones intercelulares y FCEVa

La cuantificacion de las uniones intercelulares y FCEV-a se realizo
sobre capturas de pantalla obtenidas en formato “tiff’ a partir de los
archivos escaneados. A un aumento adecuado, de cada muestra y tincion
se obtuvieron entre 2 y 5 capturas, las suficientes para cubrir el total de la

muestra.

Una vez obtenidas las capturas, la cantidad de diaminobencidina (DAB)

fue cuantificada empleando el programa Image-Pro Plus v4.5.0.29 (Media
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Cybernetics). La herramienta threshold de este programa permitié
segmentar la imagen, obteniendo un umbral capaz de separar los pixeles
correspondientes al color marrén asociado al DAB del resto de pixeles de
la imagen (Figura 14 b). Una vez seleccionado el umbral, el programa fue
capaz de cuantificar en cada imagen el area especifica de DAB y
relativizarla porcentualmente a la superficie de tejido epitelial, tejido

conjuntivo o total de la muestra.

Para asegurar un umbral adecuado se impusieron los siguientes
requisitos: 1) todas las imagenes de una misma muestra se evaluaron
siempre con el mismo valor umbral y 2) la seleccion del umbral fue siempre
realizada por al menos dos observadores independientes. El valor final de
porcentaje de tincion para cada muestra fue el resultante de la media
ponderada de todas las medidas obtenidas para cada una de las capturas

obtenidas de la muestra.

e Infiltrado celular y densidad capilar

El andlisis del infiltrado celular y la densidad capilar (Tincién tricrémica
de Masson) se llevd a cabo directamente sobre los archivos escaneados
empleando la herramienta de contaje “counter tool” integrada en el
programa Aperio ImageScope v12.3.8.8013 (Leica Biosystems). Una vez
obtenido el nimero de células positivas para cada tincion o de capilares,
éste se relativizé respecto al area investigada (epitelio, conjuntivo o total de
la mucosa), expresandose el valor resultante como “numero de células/
mm? de tejido” o “capilares/ mm? de tejido” (Figura 14 b). En todas las
tinciones, tanto el area como el niumero de células o el nimero de capilares

fueron determinados por al menos 3 observadores independientes.

2.6. Aislamiento de ARN de biopsias de mucosa oral y
CMSPs

Las biopsias de pacientes celiacos y sujetos control conservadas en
RNA Later fueron digeridas con TRIzol™ (ThermoFisher). Para facilitar la

digestién, inicialmente la muestra se disecciond con la ayuda de un bisturi
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Tabla 3. Caracteristicas de los anticuerpos empleados en las diferentes tinciones inmunohistoquimicas llevadas a
cabo sobre la mucosa oral.

Antigeno Diana Origen Clonalidad Casa comercial Referencia Dilucion Desenmascaramiento
CD3 Linfocitos T Rata Monoclonal Bio-Rad MCA1477 1:100 Basico (20°)
CD4 Linfocitos T colaboradores Ratoén Monoclonal Leica Biosystems NCL-L-CD4-368 1:100 Basico (20°)
CD11c Células dendriticas Raton Monoclonal Leica Biosystems NCL-L-CD11c 1:60 Acido (20°)
Claudina-1 Uniones estrechas Ratén Monoclonal Abcam ab56417 1:200 Acido (20"
E-cadherina Uniones adherentes Raton Monoclonal Leica Biosystems PA0387 - Basico (20')
FceRI Receptor IgE Ratoén Monoclonal Abcam ab54411 1:75 Acido (20"
FoxP3 Treg Ratén Monoclonal Abcam ab22510 1:50 Basico (20°)
Langerina Células de Langerhans Ratén Monoclonal Abcam ab49730 1:200 Acido (20"
Triptasa de mastocitos Mastocitos Conejo Monoclonal Abcam ab134931 1:750 Acido (20°)
Ocludina Uniones estrechas Conejo Monoclonal Abcam ab216327 1:100 Basico (20°)
Elastasa de neutréfilos Neutrofilos Conejo Policlonal Abcam Ab68672 1:1000 Acido (20°)
FCEV-a Angiogénesis Conejo Policlonal Abcam ab46154 1:100 Acido (20°)
CD19 Linfocitos B Ratén Monoclonal Leica Biosystems NCL-L-CD19-163 1:50 Acido (20°)
CD8 Linfocitos T citotoxicos Raton Monoclonal Leica Biosystems NCL-L-CD8-4B11 1:50 Basico (20')
y&-RCT Linfocitos yd Ratoén Monoclonal Santa Cruz Biotech sc-100298 1:100 Basico (20')

RCT: receptor de célula T, Ig: inmunoglobulina, IL: interleucina, FCEVa: factor de crecimiento endotelial vascular a, FCeRI:
receptor de alta afinidad para IgE, Treg: linfocito T regulador.
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Figura 14. Imagenes representativas de la metodologia de analisis de
imagen. a. A la izquierda, captura de pantalla a 70 aumentos obtenida en
formato “.tiff” a partir de los archivos escaneados para la tincién con
inmunohistoquimica frente a E-cadherina. Aparece en verde seleccionado el
area de interés, en este caso, el epitelio. lzquierda, la herramienta threshold
del programa ImageProPlus permitié6 segmentar la imagen, seleccionando un
umbral capaz de separar los pixeles correspondientes al color marrén asociado
al DAB del resto de pixeles de la imagen. b. El analisis del infiltrado celular y
la densidad capilar se llevo a cabo directamente sobre los archivos escaneados
empleando la herramienta de contaje integrada en el programa Aperio
ImageScope. lzquierda. Imagen a 200 aumentos para la tincién
inmunohistoquimica frente a linfocitos FoxP3+. Derecha, resultado del contaje
para ese area, en verde aparece el contaje para los linfocitos de la lamina
propia, en naranja péalido se observan los linfocitos en el epitelio.
Posteriormente este contaje se relativizo al area de interés (epitelio o lamina
propia) expresandose el valor resultante como “numero de células/ mm2 de
tejido”.

y posteriormente, el tejido fue homogeneizado empleando el lisador
TissueLyser (Qiagen). Tras la centrifugacion, la fase acuosa que contenia
el material genético fue purificada empleando las columnas de elucién de

RNA RNeasy Mini Kit (Qiagen) con tratamiento con ADNasa y siguiendo el
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protocolo del fabricante. Posteriormente el ARN purificado fue
retrotranscrito a acido desoxirribonucleico (ADN) complemetario
empleando el kit de retrotranscripcion High Capacity RNA-to-cDNA (Applied
Biosystems).

Para el estudio cuantitativo mediante reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa (RT-cRCP) se emple0 el
kit de mezcla maestra SYBR Green master mix (Takara) y el equipo de

amplificacion a tiempo real Real Time HT 7900 (Applied Biosystems).

Los datos de expresion génica fueron normalizados con la mediana de
2 genes de expresion constitutiva, referidos en inglés como genes
housekeeping B-actina y la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), vy los resultados fueron analizados siguiendo el método 2 -AACt
(174). Los oligonucledtidos seleccionados para amplificar los diferentes
genes fueron disefiados empleando las herramientas informéaticas Primer3,

NIH PrimerBlast y Olygoanalizer tool (IDT).
3. Estudios sistémicos

3.1. Obtencidén de suero, plasmay CMSPs a partir de sangre

periférica

De cada sujeto del estudio se extrajeron veinte mililitros de sangre
heparinizada. Para separar los componentes sanguineos, se llevé a cabo
una centrifugacion mediante gradiente de densidad con Ficoll-Paque (GE
Healthcare™). Tras la centrifugaciéon se aislé el plasma y las células
mononucleares sanguineas periféricas (CMSP), el plasma se almaceno a -
80°C para la cuantificacion de citoquinas, mientras que las CMSP fueron
lisadas en tampon RLT (Quiagen) y almacenadas a -80°C para la posterior
extraccion de ARN.

3.2. Obtenciéon del ARN de las CMSPs

El ARN de las CMSPs lisadas se extrajo empleando las columnas de

elucién RNeasy Mini Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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El protocolo para la RT-cRCP fue el mismo que el seguido para las biopsias

orales (ver apartado 1.6 de Materiales y Métodos).

3.3.  EILE multiplex: FCEV-a, PQM-1y FCT-B

Para la deteccion de la proteina quimiotactica de monocitos 1 (PQM-1)
y el FCEV-a mediante EILE multiplex se empled un panel customizado de
deteccion simultanea de citoquinas (Invitrogen). Este ensayo fue llevado a
cabo en placas de 96 pocillos, y mediante el uso de microesferas a una
concentracion de 5000 por marcador siguiendo el protocolo del fabricante
(Invitrogen). Se empled el analizador xXMAP 200 para detectar los
anticuerpos biotinizados marcados con streptavidina-RPE (streptavidina-R-
ficoeritrina) y los resultados fueron analizados empleando el software
Luminex XPONENT v4.2. Los datos brutos obtenidos en forma de mediana
de la intensidad de fluorescencia fueron empleados para calcular la
concentracion de cada citoquina. Para ello, se generdé una curva de
regresion logistica de 5 parametros como referencia empleando los 7

estandares suministrados por el fabricante para cada citoquina.

El analisis del factor de crecimiento transformante B (FCT-B) se llevé a
cabo empleando el kit EPX01A-10249-901 (Invitrogen) y siguiendo las
instrucciones del fabricante de la misma manera que para el panel descrito

en el parrafo anterior.

3.4. EILE simple: IL-25, IL-33, LPET y FAP

Se emplearon kits EILE para el andlisis de IL-33 (CSB-E13000h-96T),
IL-25 (CSB-E11715h-96T) y linfopoyetina estromal timica (LPET) (CSB-
E03316h-96T) (Cusabio) en el plasma siguiendo el protocolo del fabricante.
Para la deteccion del FAP en plasma se empleé el kit de FineTest EILE kit
(EH4331).

La densidad optica de los resultados fue analizada por un lector de
placas Varioskan. Con los datos obtenidos de los 7 patrones estandar se

obtuvo una curva patron de 5 parametros (5PL) que fue empleada para
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interpolar los datos de las muestras.
4. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se emple6 el programa GraphPad Prism
v8.0.1. (GraphPad Software).

Las comparaciones entre grupos experimentales se llevaron a cabo en
3 pasos. Inicialmente se comprobo si dentro de cada grupo los datos se
comportaban siguiendo una distribucion normal. Para ello se empleé la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Posteriormente se compararon las
medias de los grupos experimentales, mediante la prueba paramétrica
ANOVA unifactorial. En caso de que alguno de los grupos no se comportara
siguiendo una distribuciéon normal se aplicé la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis que compara las medianas de los grupos experimentales.
Finalmente, en caso de encontrar diferencias en las medias/medianas se
evalué entre qué grupos se encontraban éstas empleando la comparacion
multiple de Dunn’s para los datos no paramétricos y la comparacion multiple

de Tukey para los paramétricos.

Para los analisis de correlacién en caso de normalidad se aplicé el
coeficiente de correlacion de Pearson, en su defecto se empled el

coeficiente de correlacién de Spearman.

En todos los andlisis se establecié un nivel de significacion inferior a

0,05 como significativo.

En el texto, la estadistica descriptiva se expresa como “media (s=
desviacién estandar)”. La estadistica inferencial se expresa como
“diferencia media + desviacion estandar (DE) de la diferencia, p-valor)”
cuando la prueba es paramétrica y “(mediana, p-valor)” cuando la prueba

es no parameétrica.
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Resultados Alergia Estudio Mucosa Oral

1. Caracteristicas clinicas de los sujetos control y

pacientes alérgicos

De los sujetos del estudio 81,25% eran mujeres: 60,0% en el grupo de
pacientes alérgicos a olivo, 100,0% en el grupo de pacientes alérgicos a
acaros y 80,0% en el grupo control (Figura 15 a). La edad media fue de
34,75 afios: 26,40 (s = 9,34 afos) en el grupo de alérgicos a olivo, 38,5
afos (s= 2,67 afos) en el grupo alérgico a 4caros y 38,6 afos (s = 11,61
afnos) en el grupo control (Figura 15 b).

Aunque todos los pacientes alérgicos a olivo presentaron sensibilizacion
al extracto de olivo durante la prueba cutanea, su perfil de sensibilizacion a
alérgenos de olivo fue diverso. Un 20% presentd IgE frente a Ole e 1,
mientras que un 40% presento sensibilizaciéon a Ole e 1 y al alérgeno
minoritario Ole e 7, 0 a Ole e 1 y a ambos alérgenos minoritarios Ole e 7 y
Ole e 9 (Figura 15 c).

En la prueba de puncion cutdnea llevada a cabo en los pacientes
alérgicos a &caros, un 33,33% mostraron sensibilizacion a 5 especies de
acaros distintas, mientras que el 66,66% restante mostraron sensibilizacion
a al menos 6 acaros diferentes (Figura 15 d). Los acaros a los que mas
frecuentemente reaccionaron los pacientes fueron D. pteronyssinus, D.
farinae, B. tropicalis y L. destructor mostrando reaccion el 100% de los
pacientes, seguido de T. putrescentiae en un 88,24% y A. siro en un 50%
de los pacientes (Figura 15 e). El perfil de sensibilizacibn mas comun fue
D. pteronyssinus + D. farinae + L. destructor + T. putrescentiae + B.
tropicalis (Tabla 4). Ademas, todos los pacientes en los que se
determinaron los niveles de IgE presentaban niveles frente D. farinae, D.

pteronyssinus y L. destructor (Tabla 4).

En cuanto a las manifestaciones clinicas, las mas frecuentes en los

pacientes alérgicos a olivo durante la estacion polinica fueron: congestion
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nasal, dificultad respiratoria y rinitis, presentes en el 100,00% de los

pacientes, y prurito en el 20,08% de ellos. Los sintomas de los pacientes

alérgicos a &caros fueron recogidos durante el episodio de shock

anafilactico, siendo los mas frecuentes prurito (83,33%), dificultad
respiratoria (66,66%) y rinitis o tos (50%) (Figura 15 f) (Tabla 4).

a Sexo

Controles Olivo

Total=5 Total=5

Controles

Total=5 Total=5

c d

IgE+ frente alérgenos de olivo Testcutaneo frente a acaros

Acaros Sexo

Masculino
Femenino

n==6
Total=6

Edad

18-25 arios

26-35 afios

Acaros 36-45 afios
m +46 afios

Total=6

e

Sensibilizacion testcutaneo acaros

. » asiro

gle 4 o] 88,24%
lee1+Ole 4%
’ * tyro
W Todos Total=5 "6 Total=6
f Manifestaciones clinicas
Alergia a olivo: Sintomas durante la época de polinizacién Alergia a acaros: sintomas durante reaccion anafilactica
* Prurito (™)
66,67% | « Dificultad respiratoria
100% » Congestion nasal 83,33%
- Dificultad respiratoria « Prurito * Rinitis
* Rinitis = Tos
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Figura 15. Datos demogréaficos y clinicos de los sujetos control y
pacientes alérgicos a acaros y a polen de olivo involucrados en el estudio
de la mucosa oral. Los gréaficos circulares muestran la distribuciéon por sexo
(a) y por edades (b) de los distintos grupos control (izquierda), alérgicos a
olivo (centro) y alérgicos a acaros (derecha) involucrados en el estudio de la
mucosa oral. (c) Los gréaficos circulares muestran la frecuencia de aparicién
de IgE frente a los distintos alergenos del polen de olivo presentes en los
pacientes alérgicos a olivo. (d) Numero de especies diferentes al que se
encontraron sensibilizados y (e) porcentaje de pacientes sensibilizados a las
tres especies mas frecuentes de acaros en la prueba de puncién cutanea
llevada a cabo en los pacientes alérgicos a acaros. (f) Manifestaciones
clinicas asociadas a la alergia durante la época de polinizacién de polen de
olivo para los pacientes de olivo (derecha) y durante la reacciéon anafilactica
a harinas contaminadas en pacientes alérgicos a acaros (izquierda). pte:
Dermatophagoides pteronyssinus, far: Dermatophagoides farinae, lepi:
Lepidoglyphus destructor, tyro: Tyrophagus putrescentiae, blo: Blomia
tropicalis, a siro: Acarus siro.

2. Analisis descriptivo preliminar de la mucosa oral

Todas las biopsias de mucosa oral fueron tefiidas con H-E para
asegurar la correcta orientacion, la ausencia de artefactos y la adecuada

toma de la muestra.

Se comprobo la disposicion correcta del corte asegurando observar en
todo caso el tejido epitelial y el tejido conjuntivo suficiente para el andlisis.
Para el estudio de alergia, las biopsias fueron tomadas con la técnica de
incisién con bisturi, observandose una pequefia parte del tejido muscular

subyacente en algunas muestras mas profundas (Figura 16).
3. Integridad de la mucosa oral de pacientes alérgicos

3.1. Integridad de las uniones intercelulares en la mucosa

oral de pacientes alérgicos

Los niveles de expresion de las proteinas asociadas a uniones
intercelulares fueron estudiados empleando inmunohistoquimica (IHQ) en
las secciones histologicas de la mucosa oral. Todas las muestras
embebidas en parafina y fijados con formalina (EPFF) fueron tefiidas con
anticuerpos anti-ocludina y anti-claudina-1, miembros de la familia de las

uniones intercelulares estrechas, ademas de con anticuerpos anti-E-
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Tabla 4. Informacién detallada de los pacientes alérgicos implicados en el estudio de la mucosa oral.

Edad Total IgE IgE Especifico (kU/) . I Test de Manifestaciones Intolerancia
(afos) >*® (k) Ol o7 Ole e7 Ole 9 D.pte D.farinae L. destructor  cSicutaneo o hau CVF VEF1 "gp clinicas® AINEs
) 79,4 13 11
Olivo 25 M 193 0 o 0 Nd Nd Nd Ole 90 ) o = CN, RIN, RESP No
85,5 CN, RIN,
18 M 103 0 o 0 Nd Nd Nd Ole, lol, cyp 102 99 98 - RESP. PRU No
72,2 12 12
40 F Nd 8,05 o 0 0,82 Nd 0 Ole, pte 98 . 3 - CN, RIN, RESP No
Ole, lol, sal, cyp, 11 1
18 F 3301 241 696 181 Nd Nd Nd att. cat. dog 95 5 , - CN, RIN, RESP No
31 M 20 7ar 9% 0 Na N 0 ole.lnoye.l 94 81 75+  CNRNRESP Mo
: Pte, far, lepi, tyro, UR, EP, RESP,
Acaros 39 F 1113 Nd Nd Nd 22 14 5 107 95 99 + Si
blo MAR
Pte, far, lepi, tyro, RIN, RESP,
39 F 47 1,57 1.42 0,70 92 85 74 + Si
blo PRU, EP, UR
Pte, far, lepi, tyro, RIN, RESP,
36 F Nd Nd Nd Nd 106 79 86 - Si
blo, a siro PRU, TOS
Pte, far, lepi, blo, a RHI, RESP,
44 F 180 4 4 0,80 105 88 91 + Si
siro PRU, AE, TOS
Pte, far, lepi, tyro, CN, DA, D, VO,
40 F 116 20 13 1,60 93 97 87 + Si
blo, a siro MAR, PRU
Pte, far, lepi, tyro, 11 10 TOS, DT, AE,
37 F 67 8,50 Nd 1,30 96 = Si
blo 1 2 PRU, HT|. DES

M/F, masculino/fenenino; Nd, parametro no determinado AINES: antiinflamatorio no esteroideo. Test Test: |. Tiffeneau:
indice Tiffeneau-Pinelli. CVF: capacidad vital forzada. VEF1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo. Test de
BD: test de broncodilatacion. Test cutaneo: ole: Olea europea, lol: Lolium perenne, sal: Salsola kali, cyp: Cupressus
arizonica, alt: Alternaria alternata; pte: Dermatophagoides pteronyssinus, far: Dermatophagoides farinae, lepi:
Lepidoglyphus destructor, tyro: Tyrophagus putrescentiae, blo: Blomia tropicalis, a siro: Acarus siro. Manifestaciones
clinicas: AAlergia al polen de olivo: reacciones durante la época de polinizacidon/Alergia a acaros: sintomas durante el
episodio anafilactico. AE: angioedema, CN: congestion nasal, D: diarrea, DA: dolor abdominal, DES: desmayo, DT: dolor
toracico, EP: edema parpebral, HT|: hipotension, MA: mareo, PRU: prurito, RESP: dificultad respiratoria, Rl: rinitis, TOS:
tos, UR: urticaria, VO: vomito. AINEs: medicamentos antiinflamatorios no esteroideos.
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cadherina miembro de la uniones adherentes.

Se encontré una disminucion significativa en la expresion de ocludina
en ambos grupos de pacientes alérgicos comparado con el grupo control
(alergia a olivo -29,24 + 4,16%, p < 0,01 y a acaros -23,26 £ 3,99%, p <
0,01) (Figura 17 a, b)

La expresion de E-cadherina también fue significativamente menor en
ambos grupos de pacientes alérgicos al compararlo con el control: alergia
a olivo (-10,81 * 3,28%, p < 0,05) y a acaros (-10,60 + 3,14%, p < 0,05)
(Figura 17 c, d).

Sin embargo, para la claudina-1 se observd Unicamente una tendencia

al descenso en los grupos alérgicos que no fue significativa (Figura 17 e,

f).

Epitelio pluriestratificado
plano no queratinizado

Tejido conjuntivo
* Lamina propia (laxo)
* Submucosa (denso

Tejido muscular estriado
Musculo buccinador

Figura 16. H-E de la mucosa oral extraida con la técnica de incision con
bisturi. Hematoxilina-eosina representativa de las biopsias orales tomadas
mediante incisién con bisturi. Se observa la correcta orientacién del tejido
mostrando el epitelio y el conjuntivo (lamina propia), y profundizando la biopsia
hasta el limite con la capa de tejido muscular subyacente. Imagen capturada a
50x aumentos.
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Figura 17. Cuantificacion de las uniones intercelulares en la mucosa oral
de pacientes alérgicos y controles. Imagenes representativas vy
cuantificacion de la IHQ de las secciones de mucosa oral tratadas mediante
EPFF para E-cadherina (a, b), ocludina (c, d), y claudina-1 (e, f) de pacientes
alérgicos al polen de olivo (n=5), polen de acaros (n=6) y sujetos control
(n=5). Las imagenes aparecen capturadas a un aumento de 8x. La
cuantificacion se expresa como porcentaje de area tefiida con DAB respecto
al total de epitelio (b, d, f). Los graficos de dispersién muestran la media +
DE, * p<0,05, **p<0,01.

3.2. Deposicion de fibras de colageno en la mucosa oral de

pacientes alérgicos

Se estudio la fibrosis en el tejido conectivo de la mucosa oral de los
pacientes alérgicos. Para ello se cuantifico el area tefiida de verde en la
tincion tricrémica de Masson, la cual se corresponde a los depdsitos de
fibras de colageno. Se observé un aumento significativo en la deposicion
de fibras en los dos grupos de pacientes alérgicos a olivo (+8,17 * 2,25%,
p <0,05)yaacaros (+10,64 + 2,16%, p < 0,01) con respecto al grupo control
(Figura 18 a, c).
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Figura 18. Cuantificacion de las fibras de colageno y angiogénesis en la
mucosa oral de pacientes alérgicos y controles. Imagenes representativas
de la tincién tricrémica de Masson (a) e inmunohistoquimica frente a FCEV-a
(b) de las secciones de mucosa oral embebidas en parafina y fijadas en
formaldehido de pacientes alérgicos al polen de olivo (n=5), polen de acaros
(n=6) y sujetos control (n=5). Las imé&genes aparecen capturadas a un
aumento de 8x para Masson y 10x para FCEV-a. (c) La deposicion de fibras
de colageno se corresponde al area verde de la tincién tricrémica de Masson
y se expresa como porcentaje de &rea teflida con respecto al total de
conjuntivo. (d) Densidad de capilares expresada como capilar sanguineo/mm?
de tejido conectivo y medida en muestras tefiidas con tincion tricromica de
Masson. (e) Cuantificacion de la presencia de FCEV-a en el total de la
muestra, expresada como porcentaje de area tefiida con diaminobencidina
respecto al total del tejido. Los graficos de dispersién muestran la media +
desviacion estandard, * p<0,05, **p<0,01. FCEV-a: factor de crecimiento
endotelial vascular a.

3.3. Angiogénesis en la mucosa oral de pacientes alérgicos.

La angiogénesis fue estudiada midiendo los niveles de expresion de

FCEV-a en el tejido, y la densidad capilar fue medida como capilares
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sanguineos por mm? de tejido.

La expresion de FCEV-a fue estudiada mediante IHQ en las secciones
histoldgicas de la mucosa y cuantificando la cantidad de DAB presente con
respecto al total del tejido. No se encontraron diferencias significativas en
la presencia de FCEV-a entre los distintos grupos de estudio (Figura 18 b,
d).

La tincion de Masson también fue util para la cuantificacion de vasos
sanguineos que son facilmente distinguibles en contraste con el verde del
colageno del tejido conjuntivo (Figura 18 a). Al medir la cantidad de
capilares sanguineos en las biopsias orales se observé un aumento
significativo en la cantidad de capilares en el grupo de pacientes alérgicos
a acaros (+23,52 * 8,94%, p < 0,01) con respecto al grupo control, pero no

en el de alérgicos a olivo (p=0,0952) (Figura 18 e).

4. Respuesta inmune desarrollada en la mucosa oral de

pacientes alérgicos

4.1. Infiltrado linfocitario: CD3, CD4y FoxP3

Las biopsias de mucosa oral fueron tefiidas con distintos marcadores
para los linfocitos T: CD3, CD4 (linfocitos Th) y FoxP3 (linfocitos T

reguladores).

Entre todos los grupos experimentales no se encontraron diferencias
significativas en los contajes absolutos para CD3, en el conjunto de la
mucosa oral, ni para los localizados en el epitelio, ni en lamina propia
(Figura 19 a, b).

En cuanto a la presencia de células CD4+, se encontraron diferencias
significativas en el contaje de células en el tejido conjuntivo entre el grupo
control y el grupo de pacientes alérgicos a acaros (-96,67 + 30,01
células/mm?, p < 0,05). En los pacientes alérgicos a acaros la poblacién de
CD4+ se encontrd disminuida con respecto al grupo control. Esto no ocurrié

en la poblacion alérgica a polen de olivo (p=0,1349) (Figura 19 c, d).
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Los numeros de células T reguladoras fueron estudiados en el tejido

oral mediante IHQ frente a FoxP3+. Los contajes de células FoxP3+ en el

epitelio fueron despreciables en la mayoria de los casos, localizandose

preferentemente en el tejido conjuntivo subyacente (Figura 19 e, f).
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Figura 19. Cuantificacion de linfocitos T en la mucosa oral de pacientes
alérgicos y sujetos control. Imagenes representativas de la tincién para CD3
(a), CD4 (c) y FoxP3 (e) en secciones de mucosa oral embebidas en parafina
y fijadas en formaldehido para sujetos no alérgicos (control) (n=5), pacientes
alérgicos al polen de olivo (n=5) y pacientes alérgicos a acaros (n=6).
Contajes absolutos de células CD3+ (b), CD4+(d) y FoxP3+ (f) en el tejido

conjuntivo (CT) y el epitelio (Ep) oral. La cuantificacién

Se expresa como

células contadas por area (mm 2) total de mucosa. Porcentaje de FoxP3 en
relacion con el total de células CD3+ (g) o CD4 (h) para el total de la mucosa.
Imagenes capturadas a 200x aumentos. Los graficos de dispersidon expresan

la media £ desviacion estandar. *p<0,05, **p<0,01.
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No se encontraron diferencias en los niumeros absolutos de células
FoxP3+ en toda la mucosa entre los distintos grupos (Figura 19 f). Sin
embargo, los contajes absolutos no son representativos si no se relativizan
frente al niumero total de linfocitos. Cuando la poblacién de Treg fue
evaluada con respecto al total de CD3+ y CD4+, si se encontraron
diferencias entre grupos. La relacion FoxP3+/CD3+ fue mayor en el grupo
de pacientes alérgicos a acaros (+4,86% + 1,63%, p < 0,01) con respecto
al control (Figura 19 g). Este no fue el caso para los alérgicos a olivo
(p=0,0768). La relacion FoxP3+/CD4+ siguio un patrén similar al anterior,
encontrandose también incrementado en el grupo de pacientes alérgicos a
acaros (+12,33 £ 8,33%, p < 0,0001) con respecto a los controles, pero no
asi en los alérgicos a olivo (p=0,4318) (Figura 19 h).

4.2. Infiltrado células presentadoras de antigeno:

Langerhans y CD11c

Las biopsias de mucosa oral se tifieron con anticuerpos frente a los
marcadores de células presentadoras de antigenos CD11c y langerina. En
cuanto a su localizacién, la mayoria de las células CD11c+ se concentraron
en el conjuntivo, mientras que la mayoria de las células langerina+

aparecieron preferentemente en el epitelio (Figura 20 a, c).

Al estudiar los contajes de células CD11c+ por unidad de tejido, se
encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo de
alérgicos a olivo. En el epitelio de la mucosa oral de los pacientes alérgicos
al polen de olivo, se encuentran menos células CD11c+ con respecto al
control (-50,32 + 25,82%, p < 0,05) (Figura 20 a, b).

No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos

para la poblacion de células langerina+ (Figura 20 c, d).
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Figura 20. Cuantificacion de células presentadoras de antigeno en la
mucosa oral de los pacientes alérgicos y sujetos control. Imégenes
representativas de la inmunohistoquimica frente a (a) CD11c y (c) langerina
en secciones de mucosa oral embebidas en parafina y fijadas en formaldehido
para los diferentes grupos experimentales. Contajes de CD11c (b) y células
de Langerhans (d) en el tejido conjuntivo (CT) y epitelio (Ep) de los sujetos
control (n=5), los pacientes alérgicos a olivo (n=5) y a acaros (n=6). La
cuantificacién se expresa como nimero de células por area total de mucosa
(mm2). Las imagenes fueron capturadas a 20x aumentos. Los graficos de
dispersidon muestran media = desviacion estandar.

4.3. Infiltrado caracteristico de alergia: eosinéfilos,

mastocitos y receptor FceRI

Se estudi6 la presencia de mastocitos en la mucosa oral mediante IHQ

frente a la triptasa de mastocitos (TM).

En cuanto a su localizacién en el tejido, las células se encuentran
Gnicamente en el tejido conjuntivo subyacente, encontrdndose algunas a
cierta profundidad, mas alla de la lamina propia (Figura 21 a). Entre todos
los grupos experimentales no se encontraron diferencias significativas en

los contajes absolutos (Figura 21 a, b).

Ademas, se estudié la presencia del FceRI. Los contajes absolutos de
células positivas para este receptor no mostraron diferencias significativas

entre los distintos grupos experimentales (Figura 21 c).

Cuando se examiné la cantidad relativa de células que expresaban

FceRI+ con respecto a las TM+, se observo que las células FceRI+ en el
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tejido conjuntivo de los sujetos control correspondian a los mastocitos, y
representaban en torno al 100% de las células que expresan FceRI+. Sin
embargo, en los pacientes alérgicos aparecieron en el conjuntivo otros tipos
de células FceRI+, siendo la relacion FceRIl /TM mayor al 100% en estos
grupos. La presencia de células FceRI+ con respecto a TM+ fue mayor en
las dos poblaciones de pacientes alérgicos a olivo (+82,23% + 25,30 %, p
< 0,05) o a acaros (+42,05% * 24,22%, p< 0,05) con respecto al grupo
control (Figura 21 d).
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Figura 21. Cuantificacion de mastocitos y células FceRl en la mucosa oral
de los pacientes alérgicos y sujetos control. Imdgenes representativas de
la inmunohistoquimica frente a (a) TM y (c) FceRI en secciones de mucosa
oral embebidas en parafina y fijadas en formaldehido para los sujetos control
(n=5), los pacientes alérgicos a olivo (n=5) y a acaros (n=6). (b) Contajes de
mastocitos (TM+) en el tejido conjuntivo, la cuantificacién se expresa como
ndmero de células por area total de mucosa (mm2). (d) Relacion de células
FceRI+ con respecto al total de mastocitos en el conjuntivo de la mucosa. Las
imagenes fueron capturadas a 200x aumentos. Los graficos de dispersion
muestran media + DE. TM: triptasa de mastocitos, FceRIl: receptor de alta
afinidad para IgE.

4.4. Infiltrado de neutrofilos y eosinoéfilos

También se estudiaron otras poblaciones celulares minoritarias en la
mucosa oral. Las tinciones anti-elastasa de neutrdfilo y la tincion de Luna
revelaron baja presencia de neutrofilos y ausencia de eosindfilos,
respectivamente, en la mucosa bucal en todos los grupos experimentales

(Figura 22 a, c).
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Figura 22. Cuantificacién de neutrdéfilos y eosinéfilos en la mucosa oral
de pacientes alérgicos y sujetos control. Imagenes representativas para
las tinciones frente a elastasa de neutréfilos (a) y luna (eosinéfilos) (c). No
aparece sefal diaminobencidina en la mucosa oral para la elastasa de
neutrofilos (a). En latincion de luna el rosa caracteristico aparece Unicamente
en los capilares sanguineos, no se observan eosinéfilos en el tejido (c).
Biopsias de pd6lipo nasal como control positivo para elastasa de neutroéfilo (b)
y eosinéfilos (d). Todas las im&genes fueron capturadas a 150x aumentos.
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Resultados Alergia: Marcadores Sistémicos

1. Caracteristicas clinicas de los sujetos control y pacientes

alérgicos

e Datos demoqraficos

En el estudio de citoquinas a nivel sistémico se incluyeron 3 grupos de
sujetos: pacientes alérgicos moderados, pacientes alérgicos graves y
sujetos no alérgicos con alta exposicion a alérgeno. Estos 3 grupos a su
vez fueron considerados para dos modelos de alergia distinta: alergia a
polen de olivo (Cérdoba) y alergia a &caros (Gran Canaria).
Consecuentemente se analizaron un total de 6 grupos: 1) sujetos no
alérgicos con alta exposicion a polen de olivo (Coérdoba), 2) sujetos
alérgicos moderados a olivo, 3) sujetos alérgicos graves a olivo, 4) sujetos
no alérgicos con alta exposicion a acaros (Gran Canaria), 5) pacientes
alérgicos moderados a acaros y 6) pacientes alérgicos graves a acaros.

Del total de sujetos del estudio sistémico de citoquinas, el 68,70% fueron
mujeres: 68,57% en el grupo de alergia moderada, 74,51% en el grupo de
alergia grave y 58,62% en el grupo control (Figura 23 e). Discriminando
entre los dos tipos de alergia incluidos en el estudio, en el grupo de
poblacién expuesta a altas concentraciones de polen de olivo (Hospital
Universitario Reina Sofia de Cordoba), el 64,47% eran mujeres: 61,11% en
el grupo de pacientes alérgicos moderados, 72,00% en el grupo de
pacientes alérgicos graves y 57,14% en el grupo de control (Figura 23 a).
En el grupo de poblacién expuesta a altas concentraciones acaros (Hospital
Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin), el 70,77% eran mujeres:
76,47% en el grupo de pacientes alérgicos moderados, 76,92 en el grupo

de pacientes alérgicos graves y 59,10% en el grupo de control (Figura 23

C).

La edad media de los sujetos fue de 34,65 afios (s= 12,26 afos): 33,14

(s = 9,84 afos) en el grupo de alérgicos moderados, 38,84 afios (s= 12,96
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Figura 23. Datos demograficos de los sujetos control y pacientes
alérgicos a acaros y a polen de olivo involucrados en el estudio de
citoquinas a nivel sistémico. Los gréaficos circulares muestran la
distribucion por sexo (a, cy d) y por edades (b, d y e) de los distintos grupos:
control (izquierda), alérgicos moderados (centro) y alérgicos graves(derecha)
involucrados en el estudio de citoquinas a nivel sistémico. (a, b) Datos
demograficos para los pacientes alérgicos a olivo y controles no alérgicos
expuestos a altas concentraciones del polen de olivo. (¢, d) Datos
demograficos para pacientes alérgicos a acaros y controles no alérgicos
expuestos a altas concentraciones de acaros. (d, e) Datos demograficos para
ambos grupos de alérgicos en conjunto y todos los sujetos no alérgicos del
estudio.

afos) en el grupo alérgicos graves y 37,96 afios (s = 12,85 afios) en el
grupo control (Figura 23 f). Discriminando entre grupos de exposicion, la
edad media en el grupo de Cordoba fue de 28,25 afos (s=9,10 afios): 28,72
afos (s= 8,52 afios) en el grupo de pacientes alérgicos moderados, 29,48
afos (s= 8,75 afios) en el grupo de pacientes alérgicos graves y 22,71 afios
(s= 2,14 afios) en el grupo control (Figura 23 b). En el grupo de Gran
Canaria, la edad media fue de 39,57 afos (s= 12,65 afos): 37,82 afios (s=
9,14 afos) en el grupo de pacientes alérgicos moderados, 46,11 afios (s=
10,75 afos) en el grupo de pacientes alérgicos graves y 33,18 afios (s=
13,71 afios) en el grupo de control (Figura 23 d).

e Datos clinicos

Todos los pacientes alérgicos a olivo presentaron sensibilizacion al
extracto de olivo durante la prueba cutdnea; sin embargo, también se
estudiaron sus niveles de IgE frente al alérgeno de olivo mayoritario Ole e
1 y dos alérgenos minoritarios Ole e 7 y Ole e 9 (Tabla 5). Entre los
pacientes alérgicos a olivo, en el grupo moderado un 61,11% presento IgE
frente a Ole e 1 y a ambos alérgenos minoritarios Ole e 7 y Ole e 9, un
33,33% presentd sensibilizacién a Ole e 1 y a Ole e 7 y, por altimo, un
5,56% presentd sensibilizacion exclusivamente frente al alergeno
minoritario Ole e 7. En el grupo de alergia grave, un 32,00% presento
sensibilizacion frente a Ole e 1 y a ambos alérgenos minoritarios Ole e 7y
Ole e 9, un 40,00% presento sensibilizacion frentea Olee 1y Olee 7, y un

16,00% presento sensibilizacion unicamente frente a Ole e 7y un 12%
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Tabla 5. Informacién detallada de

los pacientes alérgicos a olivo

implicados en el estudio de alarminas y citoquinas a nivel sistémico.

Edad IgE total IgE Especifica (kU/) I
Grupo  Edad Sexo Fuma |, ?mg,'dl) Oleel Olee7 Oleod ' 'C FEV! rironay TEStde BD
MODERADO
3 M no 15 697,50 378 12,10 0 103 98 97 -
22 F  no 15 3620 403 437 312 .
26 F no infancia 1601 4820 380 055 92 93 104 -
48 F  no 36 27,10 0 562 0 -
19 M s 10 1780 7510 234 8950 116 89 79 -
24 F  no 18 76,30 943 3210 319 121 115 99 .
33 M s 25 666 1940 8680 64 134 131 102 -
25 F s 5 303 2590 6060 57,80 99 108 109 .
3% F o 29 25330 9130 0,55 0 103 96 99 §
20 M no 15 Nd 155 567 159 75 78 104 .
44 F s 30 209 106 2280 032 119 112 81 -
3 F o 25 Nd 75 614 0 129 114 82 -
21 M o 10 Nd 17,20 2820 477 101 99 :
21 F  si infancia 246 211 7520 0 88 83 97 -
23 F  no 15 Nd 278 8290 3980 9  Of 82 §
25 F  no 15 Nd 12,10 160 0 89  of 84 .
34 M no 20 Nd 37 3260 1020 77 82 111 -
18 M no 11 Nd 15,80 36,90 0 8 90 111
n=18
GRAVE
20 M si infancia 1719 288 5210 177 92 80 89 -
20 M no infancia 193 0 85,50 0 106 109 105 .
3 F o 15 Nd 166 380 0 102 110 108 -
37 F no infancia Nd 0 3030 050 101 98 101 .
47 M no infancia 436 0 193 0 110 95 110 §
28 F no infancia Nd 6,11 153 0 105 106 105 .
25 M si 19 193 0 79.40 0 134 118 90 -
18 M no infancia 193 0 85,50 0 99 98 102 -
40 F o 25 Nd 805 72,20 0 125 123 98 :
18 F s 10 3301 241 696 181 115 111 95 -
31 M no 10 240 747 19,60 0 81 75 94 +
33 F o 24 74,90 468 3460 963 126 120 100 .
25 F o 5 100,60 2140 2970 0 8 94 111 -
24 F s 18 45,50 1,78 13,80 0 91 85 93 .
24 F o 5 130 234 59 0 9% 109 110 -
42 F  no 30 Nd 0 843 055 91 105 114 .
18 F no infancia 588 326 125 0 99 98 102 -
39 F no 29 Nd 0 201 111 9 83 73 -
32 F no 22 Nd 67 442 032 8 75 94 +
32 F o 24 551 2020 190 296 103 100 84 .
32 F s 24 214 2860 65 0 119 85 62 §
40 F  no 30 259 4410 240 7180 101 93 79 .
2 F o 17 Nd 10,7 77 0 101 101 87 §
18 M no infancia Nd 312 7520 237 114 90 673 .
31 F o 20 3824 1880 121 055 94 91 102 -
n=25

M/F, masculino/femenino; Nd, parametro no determinado; Test: FEV1/FVC:
VEF1:
espiratorio forzado en el primer segundo de la espiraciéon. Test de BD: test de
broncodilatacién. Test cutdneo: ole: Olea europea.

indice Tiffeneau-Pinelli.

CVF:
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Tabla 6.

Informacién detallada de los pacientes alérgicos a &acaros
implicados en el estudio de alarminas y citoquinas a nivel sistémico.

Grupo Edad Sexo Fuma E\?;[; Acar:asle(\::::::::nente I?;gtidtl?l D. pte L%I.Ef_::i%(;mcla.e(g‘;gi;)lzghus CVF VEF1 1'|ffz|=:nau Test de BD
MODERADO
30 F o 5 Plefar J'Sl‘fup' Hora g 12 1 12 93 8 100 -
30 F no 14 P tiar ’l'ir'i‘" thlo+ a 82 48 29 9 8 o7 B
28 no 8 pte + far 110 27 18 0.4 91 86 98 -
% M o 7 (D <y *b"sp' WOt 097 100 56 4 82 70 88 +
21 F  no 50 Pl tfar L"sp' *tyro * 76 22 13 1,04 88 91 107 -
42 M no 15 pte + far + blo + a siro 358 9 6 0,27 106 81 90 +
3 F i 9 pte + far 89 538 43 0 91 95 109 -
0 F o 21 blo 611 019 016 0 88 60 81 +
0 F s 1 pte +far + lepi + bio 365 100 100 100 78 72 103 +
0 F o g PETETED Fipe 237 24 22 10 121 o7 80 +
tiro + a siro
31 F  no 6 ple +far +lepl +blo = 55, qpp 88 38 M2 107 91 -
tiro + a siro
53 M o 10 pte + far + bio 116 12 5 0 92 92 102 -
4 M no 13 Pl fa’t;r‘gpi *blo 238 43 100 12 69 64 80 +
51 F  ex 19 pte + far + bio 49 11 12 0,29 81 78 90 +
5 F o g0  Pefar :y'rf]p' *blo+ 547 73 44 1 91 90 106 -
43 F e 6 [ () :y'reﬂp' e 206 25 22 2 98 93 101 +
41 no 12 pte +tyro + euro 194 74 0 ) 112 97 91 +
n=17
GRAVES
0 F o 1p  Plerfar +D'Epi ok 79 32 34 1 98 87 93 +
5 F  no g  PlerRrieRTHOT g ng nd nd 9% 9 106 +
45 F  no 21 pte + far + bio 19 7 12 0 99 95 9% +
49 M no 11 pte + far + blo + a siro 122 21 nd nd 88 91 105 +
5 F o g0  Plefarlepi ~iyro+ 56 8 8 1,4 93 88 98 +
blo + a siro !
62 F no 25 pte + far + lepi +tyro +blo 68 3 4,5 10 100 93 96 -
43 F  no 6 pte + far + bio 134 17 8 0 73 61 85 +
55 F  no o0  Perfar ?Epi ML ICRP* 65 54 10 126 116 97 +
24 F no g Pl EZ i";psii:u'y"’ T 385 62 30 8 87 8 105 +
61 F  no g Pl E’Ig :'Zpsii:u‘ym o 39 72 28 5 57 61 113 +
6 F o T "m'(fpi S nd nd nd nd 9 80 92 +
38 F no o9  PleTfar L"sp' Ttyro 68 12 28 2 8a 79 85 +
4 F  no 5 [BEE +D'Epi TH0E g 15 18 17 97 97 105 +
9 F om0 g5 PRTRTERTEOT g, 30 23 10 9 101 107 +
3% M no 4 PF Eg :'?’Sii:u'y"’ 433 19 12 4 91 89 98 +
4 F o 12 pte +far + lepi + bio 74 0,1 0,18 0,38 89 90 107 +
2 M no gy Plerfar +D'Epi s 135 20 30 2 103 94 93 -
5 M no 15 pte + far +tyro + blo 679 73 100 0,5 71 6 93 +
0 M ex 20 ple * far + lepi +iyro 176 100 67 0,76 22 61 77 +
44 M no 12 pte +far + bio 202 16 9 0 68 52 72 +
3% F o 4 pte + far + tyro + blo 2000 25 13 0,97 66 48 72 +
3 F o 4  Plefar 1}'2‘“ Thyor g 100 39 41 3712 91 +
24 F no g CBRTEF +D'Epi WOt ges 00 100 19 109 108 90 +
8 F e 5  Pefar +D'Epi W s 100 100 44 63 58 95 +
6 F o 15 pte + far + lepi 160 3,1 1,35 0,36 69 68 100 +
4 F o 9 pte +far + lepi +asiro 245 100 100 1 57 60 91 +
n =26
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M/F, masculino/femenino; Nd, parametro no determinado; Test: |. Tiffeneau:
indice Tiffeneau-Pinelli. CVF: capacidad vital forzada. VEF1: volumen
expiratorio forzado en el primer segundo de la espiraciéon. Test de BD: test de
broncodilatacion. Test cutaneo: pte: Dermatophagoides pteronyssinus, far: D.
farinae, lepi: Lepidoglyphus destructor, tyro: Tyrophagus putrescentiae, blo:
Blomia tropicalis, a siro: Acarus siro, euro: Leptotrombidium europaeum.

frente a los dos alergenos minoritarios Ole e 9y Ole e 7 (Figura 24 a).

También se estudio la sensibilizacion a distintas especies de acaros por
prueba por puncion cutanea en los pacientes alérgicos a acaros con clinica
moderada o grave. En el grupo moderado un 5,88% estaban sensibilizados
a 1 Unico acaro, un 11,76% a 2 &caros, un 17,65% a 3 acaros, un 11,77%
a 4 4caros, un 41,18% a 5 acaros y un 11,77% mostraron sensibilizacion a
6 especies de acaros distintas en la prueba cutanea. En el grupo grave, un
15,38% estaban sensibilizados a 3 especies de acaros distintas, un 23,08%
a 4 especies, un 46,15% a 5 especies y un 15,38% a 6 especies distintas
(Figura 24 b).

Los acaros a los que mas frecuentemente reaccionaron los pacientes
en la prueba cutanea fueron D. pteronyssinus en un 94,12% de los
pacientes, seguido de D. farinae en un 88,23%, B. tropicalis en un 82,35%
y finalmente de L. destructor apareciendo reaccion en el 58,82% de los
pacientes. En el grupo grave, la reaccion mas frecuente fue frente a D.
pteronyssinus y D. farinae en el 100% de los sujetos, seguido de B.
tropicalis en un 88,46%, y de L. destructor y T. putrescentiae en un 76,92%
de los pacientes (Figura 24 c). El perfil de sensibilizacion mas frecuente en
ambos grupos de pacientes alérgicos a acaros fue D. pteronyssinus + D.
farinae + L. destructor + T. putrescentiae + B. tropicalis, apareciendo en el
35,29% de los pacientes alérgicos moderados y el 34,61% de los casos
graves (Tabla 6).

En cuanto a los niveles de IgE frente a acaros en los pacientes
moderados el 76,47% eran positivos para los tres acaros testados (D.
farinae, D. pteronyssinus y L. destructor), un 17,65% frente a D. farinae y

D. pteronyssinus, y un 5,88% Unicamente frente a D. pteronyssinus. En los
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IgE frente alérgenos olivo

Moderados Graves

IgE+ frente a

Olee7
n=6 Olee1+0ee7 N=10
m QOlee7+0lee9
= Todos
Total=18 Total=25
b Test cutaneo positivo frente acaros
Moderados N.° de especies Graves
1
2
3
w4
=5
=6
Total=17 Total=26
C Sensibilizacion test cutaneo acaros
Moderados Graves

23,08%

« Asiro ()

j
* Pte
88,46% | - Blo

* Lepi

« Tyro (52.94%

* Far

Figura 24. Datos clinicos de sensibilizacion de los pacientes alérgicos a
acaros y apolen de olivo involucrados en el estudio de citoquinas a nivel
sistémico. (a) Los graficos circulares muestran la frecuencia de aparicion de
IgE frente a los distintos alergenos del polen de olivo presentes en los
pacientes alérgicos a olivo moderados (izquierda) o graves (derecha). (b)
Nimero de especies diferentes a las que se encontraron sensibilizados los
pacientes alérgicos a acaros moderados (izquierda) o graves (derecha) en la
prueba de puncion cutanea. (c) Porcentaje de pacientes sensibilizados a las
distintas especies de acaros empleados en la prueba de puncidén cutanea para
los pacientes alérgicos a acaros moderados (izquierda) o graves (derecha).
pte: Dermatophagoides pteronyssinus, far: Dermatophagoides farinae, lepi:
Lepidoglyphus destructor, tyro: Tyrophagus putrescentiae, blo: Blomia
tropicalis, a siro: Acarus siro.
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pacientes graves, un 91,30% presentaron niveles de IgE frente a las 3
especies determinadas y unicamente el 8,70% restante no presento IgE

frente a L. destructor (Tabla 6).

2. Niveles sistémicos de marcadores de remodelado

epitelial en la mucosa oral

Se examinaron los niveles séricos de diferentes marcadores de
remodelado epitelial y moléculas asociadas IL-33, IL-25, LPET y FAP
mediante ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (EILE). Los
resultados se agruparon en 3 grupos: niveles séricos en alérgicos a olivo,
en alérgicos a acaros, y en los pacientes alérgicos en general combinando
ambos tipos de alergia. Ademas, cada grupo se dividid en 3 estratos:
control, moderado o grave en funcion de la ausencia o gravedad clinica de

la alergia.

Para la alarmina IL-25, se encontrd un incremento en los niveles séricos
en los pacientes alérgicos graves tanto para el grupo de pacientes alérgicos
a acaros (+13,34 pg/ml, p<0,05), como para los dos grupos de pacientes
alérgicos combinados (+22,35 pg/ml, p<0,01) con respecto al grupo control
no alérgico. Sin embargo, este incremento no fue significativo al tener en
cuenta exclusivamente la poblacion de pacientes alérgicos a olivo
(p=0,5139) (Figura 25 a).

Al examinar los niveles de IL-33, no se encontraron diferencias entre
ninguno de los grupos experimentales para ninguna de los grupos alérgicos
individuales, tampoco para los grupos alérgicos combinados (Figura 25 b).

Los niveles de LPET fueron significativamente mayores en el grupo de
pacientes con alergia grave a olivo en comparacion con el grupo de
alérgicos moderados (+10,58 pg/ml, p<0,05). Sin embargo, no se
observaron diferencias frente al control (moderados: p=0,0320; graves:
p=0,3103). No se hallaron diferencias significativas para los pacientes

alérgicos a acaros, ni al combinar ambos grupos de pacientes alérgicos
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Figura 25. Niveles de alarminas epiteliales en suero medidos por EILE en
pacientes alérgicos y sujetos control. Niveles proteicos de IL-25 (a), IL-33
(b), LPET (c) y FAP (d) en el suero de sujetos alérgicos tanto a polen de olivo
como a acaros (izquierda), alérgicos al polen de olivo (centro) y alérgicos a
acaros (derecha). Los puntos blancos representan sujetos control no
alérgicos, los puntos negros representan pacientes alérgicos moderados y los
puntos rojos pacientes con alergia grave. Los graficos de dispersion se
expresan como media + DE. *p<0.05.

(Figura 25 Figura 25c).

También se determinaron los niveles de FAP, ya que, como se ha
discutido previamente, es capaz de inducir la liberacion de IL-33. No se
hallaron diferencias significativas entre ninguno de los grupos
experimentales para ninguno de los grupos de pacientes alérgicos (Figura
25 d).
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3. Niveles sistémicos de citoquinas asociadas a la

inflamacion alérgica.

Se examinaron los niveles séricos de diferentes citoquinas
proinflamatorias asociadas a inflamacion alérgica mediante el uso de la

técnica de EILE multiplex.

Para el FCEV-a, se encontré un incremento en los niveles séricos en los
pacientes alérgicos graves al combinar los dos grupos de pacientes
alérgicos (+19,04 pg/ml, p<0,05) con respecto al grupo control no alérgico.
Sin embargo, este incremento no fue significativo al tener en cuenta
exclusivamente la poblacion de pacientes alérgicos a olivo
independientemente de la gravedad de la alergia (Kruskal-Wallis olivo:
p=0,2842). En el caso de los &caros se encontraron diferencias
significativas en las medias (Kruskal Wallis acaros p=0,0260), pero las
pruebas de comparacion mdailtiple no revelaron diferencias significativas
entre los grupos alérgicos y el control (moderados: p=0,1137, graves:
p=0,0798) (Figura 26 a).
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Figura 26. Niveles de citoquinas inflamatorias en suero medidos por EILE
en pacientes alérgicos y sujetos control. Niveles proteicos de FCEV-a (a),
y FCT-B (b) en el suero de sujetos alérgicos tanto a polen de olivo como a
acaros (izquierda), alérgicos al polen de olivo (centro) y alérgicos a acaros
(derecha). Los puntos blancos representan sujetos control no alérgicos, los
puntos negros representan pacientes alérgicos moderados y los puntos rojos
pacientes con alergia grave. Los graficos de dispersién se expresan como
media = DE. *p<0.05.

También se determinaron los niveles de FCT-B. No se hallaron
diferencias significativas entre ninguno de los grupos experimentales para

ninguno de los grupos de pacientes alérgicos (Figura 26 b).

4. Correlaciones entre citoquinas inflamatorias y alarminas

epiteliales

Se evaluo la asociacion entre las diferentes citoquinas de remodelado
epitelial. Ademas, para determinar si el nivel de inflamacion sistémica se
correlacionaba con el incremento de citoquinas de remodelado epitelial, se
evaluo la correlacion entre ambos tipos. Estas comparaciones se llevaron
a cabo para todos los sujetos y, ademas, teniendo en cuenta
exclusivamente a los pacientes graves, combinando los alérgicos graves a

olivo y a acaros.

Se encontrd una correlacion positiva significativa entre la expresion de
LPET e IL-25 en el suero de todos los sujetos, es decir, el dafio epitelial se
traduce en mayor liberacion de LPET asociada con mayor liberacion de IL-
25 (r = +0,38, p<0,01) para todos los grupos experimentales. Esta
correlacion también aparecié al examinar Unicamente la poblacién de
pacientes alérgicos graves tanto a polen de olivo como a acaros (r = +0,62,
p<0,01) (Figura 27 a). No se encontro ninguna otra correlacion significativa

entre ninguno de las otras citoquinas de remodelado epitelial estudiadas.
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La LPET se correlaciond positivamente con la expresion de FCT-b (r =
+0,49, p<0,01) en todos los sujetos, es decir, cuanto mas dafio epitelial hay,
mas LPET se libera, mas inflamacién se detecta, y, por tanto, mas FCT-b
se libera. Esta correlacion se observd de manera mas dramética al
examinar unicamente la poblacion de pacientes alérgicos graves (r = +0,78,
p<0,001) (Figura 27 b). No se encontré ninguna otra correlacion entre
ninguna de las citoquinas de remodelado estudiadas con ninguna otra

citoquina proinflamatoria.

a 2500 . 2500 ok
2000 _ 2000
LPETvs. & foml
£ =3 =0,6158
VS. g 1500 r%=0,3806 . o p =0,0050 .
@ X
& 1000 P =0,0070 & 1000
IL-25 3 2
500 . .
0 a8 .‘ & . hd
0 2000 4000 6000  BOOO ¢ 2000 4000 KOO0 000
LPET ng/ml LPET ng/mi
6000 Rk 6000 FhEK
LTPSvs. o
£ 4000 . e £ 4000 . e
a . o .
F CT‘ B « 3000 <« 3000
- * -
3 2000 o 03 o & #=0,4003 & 2000 . . 2
=0,0021 =0,7801
1000 ¢ % . P 1000 . "'.”. p<0,0001
0 2000 4000 6000 8000 0 2000 4000 6000 8000
LPET ng/ml LPET ng/ml

Figura 27. Correlaciones significativas entre alarminas epiteliales y
citoquinas inflamatorias en pacientes alérgicos y sujetos control.
Correlacién de Spearman significativa entre la manifestacién de la LPET
frente a IL-25 (a) y frente a FCT-B (b) en el suero de sujetos alérgicos tanto
a polen de olivo como a &caros y controles (izquierda) y, Unicamente
pacientes alérgicos graves (derecha). Los puntos blancos representan sujetos
control no alérgicos, los puntos negros representan pacientes alérgicos
moderados y los puntos rojos pacientes con alergia grave. Los gréaficos de
dispersion se expresan como media + DE. *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001.
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Resultados Celiaquia

1. Caracteristicas clinicas de los sujetos control y celiacos

De los sujetos del estudio 76,2% eran mujeres: 83,3% en el grupo de
novo, 87,5% en el grupo DSG y 62,5% en el grupo control (Figura 28 a).
La edad media fue de 44,69 afos: 51 (s = 15,62 afios) en el grupo de novo,
48,57 anos (s= 13,16 afios) en el grupo en DSG y 34,5 afios (s = 12,12

afos) en el grupo control (Figura 28 b).

En los pacientes celiacos, las manifestaciones clinicas mas frecuentes
en el momento del diagnostico fueron deficiencia de hierro y diarrea,
presente en el 38,46% de los pacientes celiacos, siendo el 23,08% de ellos
diagnosticados con anemia. Otras manifestaciones clinicas frecuentes
fueron dolor abdominal (30,77%), pérdida de peso (23,08%) y dispepsia
(23,08%) (Figura 28 e). Entre las comorbilidades descritas en algunos
pacientes se incluyeron enfermedades autoinmunes como el vitiligo o
enfermedad reumatica. Entre los pacientes en DSG un 25% presentaron

signos de depresion (Tabla 7).

De acuerdo con los criterios de inclusion, todos los pacientes recién
diagnosticados presentaron resultados positivos para anticuerpos anti-
transglutaminasa 2 (AATG-2), genotipo ALH-DQ2+ y al menos clasificacién
Marsh 11l en la escala para las biopsias duodenales. Todos los pacientes
mostraron niveles normales de anticuerpos clase IgA, excepto uno, que
presento deficiencia de IgA, pero niveles claros de AATG-2 (Tabla 7). En el
grupos en DSG, el tiempo medio desde el inicio de la dieta fue de 6,42 afos
(s = 6,76 afnos), siendo el tiempo minimo en dieta 1,17 afios y el maximo
12,42 aios (Figura 28 c).
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a Sexo

Controles De novo DSG

Sexo

Masculino
Femenino

Total=8 Total=6 Total=7

b Edad Edad

25-35 afios
Controles De novo DSG 36-45 afios
46-55 afios

m +55 afios

n="1

Total=8 Total=6 Total=7
c d
Tiempo en DSG Sintomas en el momento del diagnostico
* Anemia
-ttt 4+ttt 2308%) Pérdida de Peso
2 6 | 10 14 18 22 « Dispepsia
| =842 afios (s = 6.76 afios) anos
38,57%
* Diarrea 30.77% .
« Déficit de Hierro * Dolor Abdominal

Figura 28. Datos demogréaficos y clinicos de los sujetos control y
pacientes celiacos en el estudio de la mucosa oral. Los gréaficos circulares
muestran la distribucién por sexo (a) y por edades (b) de los distintos grupos
control (izquierda), pacientes de novo diagnosticados (centro) y celiacos en
DSG (derecha) involucrados en el estudio de la mucosa oral. (c) La linea
temporal muestra los afios transcurridos desde el inicio del tratamiento con
DSG en los pacientes celiacos y en el momento de la toma de la biopsia. Las
cruces naranjas representan cada uno de los pacientes, la cruz roja
representa la media. (e) Manifestaciones clinicas de los pacientes celiacos
recogidas en el momento de diagnéstico de la enfermedad. DSG: Dieta Sin
Gluten, x = media, s= desviacién estandar.
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Tabla 7. Informacion detallada de los pacientes celiacos del estudio.

Serologia Genotipo
IgA Total IgA Anti-tTG2 Tiempodesde Manifestaciones Otras Clasificacién Respuestaa
Edad Sexo (mg/dL) (kU/L) DSG DQ2 Clinicas enfermedades Marsh DSG
De novo 42 F 143 158 - + DH vV 3b
64 F 80 12 - + DOH, DIS - 3b
64 F 253 18,3 - + D, PP, N HP 3b
25 F =h* 26,1 - + DA, DH, RC AS, ER 3a
62 M 370 457 - + AN, SGI HT 3b
49 F 149 657 - + DIS, DIEST - 3a
DsG 48 F 133 =125/5 Ba 9m + AN, DIS, DH - 3c +
a7 F 133 152/<5 20a + D, PP HTI, FM, DE 3a +
26 F 152 =300/<5 1a 1m + DA, PP - 3b +
38 F 277 41 2/?<5 12a 5m + AN, D 5 3b +
54 F 222 1,2 2a + B12, DH VE, DE, GA 3a +
54 F 284 =300/9.8 1a 6m + DA, D/EST, VO - 3b +
53 M 266 93/<5 1a2m + DA - 3b +

M/F: masculino/femenino. a/m: afios/meses. AN: anemia, AS: alergia a sulfamidas, B12: déficit de B12, DA: dolor
abdominal, DE: depresién, D: diarrea, DH: déficit de hierro, DIS: dispepsia, ER: enfermedad reumética, EST:
estrefiimiento, FM: fibromialgia, GA: gastritis autoinmune, HP: Helicobacter pylori, HTI: hipotiroidismo, HT: hipertensidn,
N: nausea, PP: pérdida de peso, RC: rectorragia, SGI: sangrado gastrointestinal, V: vitiligo, VE: vértigo, VO: vémito. DSG:
Dieta Sin Gluten.
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2. Andlisis descriptivo preliminar de la mucosa oral

Todas las biopsias de mucosa oral fueron teiidas con H-E para
asegurar la correcta orientacion, la ausencia de artefactos y la adecuada

toma de la muestra.

Se comprobo la disposicion correcta del corte asegurando observar en
todo caso adecuadamente el tejido epitelial y el tejido conjuntivo suficiente
para el analisis. Ademas, para garantizar que la biopsia fuera tomada con

la profundidad adecuada, se debia observar el tejido muscular subyacente

(Figura 29).

MUCOSA ORAL

Figura 29. Analisis descriptivo de lamucosa oral tras biopsia por puncion
con sacabocados. Hematoxilina-eosina representativa de las biopsias orales
tomadas con la técnica de sacabocados o “punch”. Se observa con detalle el
epitelio, conjuntivo (lamina propia), profundizando la biopsia hasta la capa de

Epitelio estratificado
plano no queratinizado

Tejido conjuntivo
* Lamina propia (laxo)
* Submucosa (denso)

Tejido adiposo
(intercalado entre musculo y conjuntivo)

Tejido muscular estriado
Musculo buccinador

tejido muscular subyacente. Imagen capturada a 30x aumentos.
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3. Integridad de las uniones intercelulares en biopsias de

mucosa oral de pacientes celiacos

3.1. Inmunohistoquimica de las uniones intercelulares

Los niveles de expresion de las proteinas asociadas a uniones
intercelulares fueron estudiados empleando IHQ en las secciones
histologicas de la mucosa oral. Todas las muestras EPFF fueron tefidas
con anticuerpos anti-ocludina y anti-claudina-1, miembros de la familia de
las uniones intercelulares estrechas, ademas de con anticuerpos anti-E-

cadherina miembro de la uniones adherentes.

Se encontr6 una disminucion significativa en la expresion de E-
cadherina para ambos grupos de pacientes celiacos: diagnosticados de
novo (-20,34 + 5,30%, p < 0,01) y pacientes en DSG (-20,58 + 5,08%, p <

0,01) al comparar con el grupo control Figura 30 a, b).

La expresion de claudina-1 también aparecié significativamente
disminuida en ambos grupos de pacientes celiacos al compararlo con el
control (de novo diagnosticado -12,97 + 2.99%, p < 0.01 y DSG -11,81 +
2,99%) (Figura 30 c, d). Sin embargo, para la ocludina se observé

Gnicamente una tendencia no significativa (Figura 30 e, f).

3.2. Expresion génica de las uniones intercelulares

Los niveles de expresion de las uniones intercelulares fueron también
evaluados a nivel de acido ribonucleico mensajero (ARNm) para las
proteinas de unién epitelial ocludina y PPL, ésta ultima es un miembro de

la familia de los desmosomas.

Segun el método -2AACt que cuantifica la expresion relativa de ARNm
con respecto al grupo control se encontr6 un aumento significativo en la
expresion de ARNm en pacientes en DSG tanto para la ocludina (cambio
relativo de ARNm +0,62 £ 0,20, p < 0,05) como para la PPL (cambio relativo
de ARNm +1,26 = 0,41, p <0,05) con respecto al grupo de pacientes de

novo diagnosticados. Es decir, en los pacientes celiacos la expresion de
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ARNmM para estas proteinas intercelulares aument6 en la mucosa oral al

retirar el gluten de la dieta (Figura 30 g, h).
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Figura 30. Cuantificacién inmunohistoquimica y expresion de ARNm de
las uniones intercelulares en la mucosa oral de pacientes celiacos y
controles. Imagenes representativas y cuantificacién de la IHQ de las
secciones de mucosa oral tratadas mediante EPFF para e-cadherina (a, b),
claudina-1 (c, d), y ocludina (e, f) de pacientes celiacos de novo
diagnosticados (n=6), en DSG (n=7) y sujetos control (n=8). Las iméagenes
aparecen capturadas a un aumento de 8x. La cuantificacion se expresa como
porcentaje de area tefiida con DAB respecto al total del epitelio (b, d, f). Los
graficos de dispersion muestran la media + DE, * p<0,05, **p<0,01. EIl cambio
relativo en la expresion de ARNm para ocludina (g) y periplaquina (PPL) (h)
en la mucosa oral aparece referido a los sujetos no celiacos (control)
empleando el método 2-AACt. Los datos fueron normalizados empleando dos
genes de expresidn constitutiva (GADPH y b-actina). Los gréaficos de barras
expresan la media = DE, *p<0,05.
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4. Respuesta inmune desarrollada en la mucosa oral de

pacientes celiacos

4.1. Infiltrado linfocitario: CD3, CD4y CD8

Las biopsias de mucosa oral fueron tefiidas con distintos marcadores
generales para los linfocitos T: CD3, CD4 (linfocitos Th) y CD8 (linfocitos T
citotéxicos) (Figura 31 a).

Entre todos los grupos experimentales no se encontraron diferencias
significativas en los contajes absolutos para ninguno de los marcadores de
linfocitos T, ni para los localizados en el epitelio, ni en lamina propia (Figura
31 b).

Sin embargo, cuando se evalué la localizacion preferente de las células
en el tejido si se observaron diferencias significativas. El porcentaje de
células CD3+ localizadas en el epitelio con respecto al total de células
CD3+ en la mucosa fue menor en los pacientes en DSG que en el grupo
control (-15,60 + 5,86%, p < 0,05) o diagnosticados de novo (-20,32 + 6,30
%, p <0,05) (Figura 31 c izquierda). Es decir, al retirar el gluten de la dieta,
el porcentaje de células CD3+ localizadas preferentemente en el epitelio
disminuye, incluso con respecto al grupo control. La presencia proporcional
de CD4+ en el epitelio también fue significativamente menor en los
pacientes en DSG, pero en este caso, Unicamente con respecto a los
sujetos control (-28,91 + 7,27, p< 0,01) (Figura 31 c centro). No se
observaron estas diferencias para el grupo de linfocitos T citotoxicos CD8+

(Figura 31 c derecha).

La proporcion de linfocitos con RCT-yd entre los localizados en la

mucosa oral fue despreciable (Figura 32 a).
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4.2. Infiltrado de linfocitos T reguladores (Treg)
Para el estudio de células T reguladoras se utilizé IHQ frente a FoxP3+.

En cuanto a la localizacion de estas células en el tejido, los contajes de
células FoxP3+ en el epitelio fueron despreciables en la mayoria de los
casos, localizandose preferentemente en el tejido conjuntivo subyacente
(Figura 33 b).
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Figura 31: Cuantificacion de las linfocitos T CD3, CD4 y CD8 en pacientes
celiacos y sujetos control. (a) Imé&genes representativas de la
inmunohistoquimica para CD3 (izquierda), CD4 (centro) y CD8 (derecha). Las
imagenes fueron capturadas a un aumento de 15x. Contajes absolutos en
epitelio (Ep) y lamina propia (Ct). Frecuencia relativa de células en el epitelio
con respecto al total en el tejido (%) (d) para células CD3+ (izquierda), CD4+
(centro) y CD8+ (derecha) de pacientes no celiacos (control) (n=8), pacientes
celiacos de novo diagnosticados (n=6) y en DSG (N=7). Los gréaficos de
dispersidon muestran media + DE * p < 0,05, **p<0,01.
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Figura 32. Histoquimica e inmunohistoquimica para células T Y3,
linfocitos B, neutr6filos y eosindfilos en la mucosa oral de pacientes
celiacos y sujetos control. Im&genes representativas para las tinciones
frente a yo-RCT (a), CD19 (linfocitos b) (b), elastasa de neutréfilos (c) y luna
(eosinofilos) (d). No aparece sefial DAB en la mucosa oral para ninguno de
los marcadores de linfocitos T y9, linfocitos B o neutréfilos (a-c). En la tincion
de luna el rosa caracteristico aparece Uunicamente en los capilares
sanguineos, no se observan eosinéfilos en el tejido (d). Mucosa oral de
pacientes con dermatitis atopica como control positivo para los linfocitos T y®
(e). Biopsias de pélipo nasal como control positivo para CD-19 (f), elastasa
de neutréfilo (g) y eosinéfilos (h). Todas las imagenes fueron capturadas a
150x aumentos.
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Figura 33. Cuantificacién de células T reguladoras en la mucosa oral de
pacientes celiacos y sujetos control. Imagenes representativas de la tincién
para CD3 (a) y FoxP3 (b) en secciones de mucosa oral tratadas con EPFF
para sujetos no celiacos (control) (n=8), y pacientes celiacos diagnosticados
de novo (n=6) y en DSG (n=7). Contajes absolutos de células FoxP3+ en el
tejido epitelial (Ep) y el tejido conjuntivo (CT) (c). La cuantificacién se expresa
como células contadas por area (mm?) total de mucosa. Porcentaje de FoxP3
en relacién con el total de células CD3+ (d) o CD4+ (e) para el total de la
mucosa. Imagenes tomadas a 200x aumentos. Los graficos de dispersion
expresan la media + DE *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

Los numeros absolutos de células FoxP3+ en toda la mucosa fueron
significativamente mayores en el tejido conjuntivo (Figura 33 ¢) y en el total
de la mucosa de ambos grupos de pacientes celiacos de novo
diagnosticados (+11,54 células/mm2, p < 0,001) y DSG (+9,00%, p < 0,05)

comparado con el grupo control.

Sin embargo, los contajes absolutos no son representativos si no se
relativizan frente al niamero total de linfocitos, por esta razon la poblacion

de Treg fue también evaluada con respecto al total de CD3+ y CD4+. El
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ratio FoxP3+/CD4+ también estaba incrementado en ambos grupos de
pacientes celiacos de novo diagnosticados (+11,00%, p < 0,01) y DSG
(+9,00%, p < 0,05) con respecto al control (jError! No se encuentra el origen
de la referencia. e). El ratio FoxP3+/CD3+ siguid un patron similar al
anterior, encontrandose también incrementado en el grupo de novo (+27,11
+ 4,58%, p < 0,0001) y DSG (+16,01 + 4,58%, p < 0,01) con respecto a los
controles (Figura 33 d). Segun estos resultados, los nUmeros de células T
reguladoras estdn aumentados en la mucosa oral de pacientes celiacos

independientemente de la exposicion a gluten.

4.3. Infiltrado células presentadoras de antigeno, linfocitos

B, neutrofilos y eosinéfilos.

Las muestras se tifieron con anticuerpos frente a los marcadores de
células presentadoras de antigenos CD11c y langerina. Como se habia
observado previamente en el estudio en alergia y segun lo descrito en la
literatura, la mayoria de las células CD11lc+ se concentraron en el
conjuntivo, mientras que la mayoria de las células langerina+ aparecieron
preferentemente en el epitelio (Figura 34 a, c¢). No se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes grupos para ninguna de las

dos poblaciones celulares (Figura 34 b, d).

También se estudiaron otras poblaciones celulares minoritarias en la
mucosa oral. Las tinciones anti-CD19, anti-elastasa de neutrdfilo y la tincion
de Luna revelaron la ausencia de linfocitos B, baja presencia de neutrofilos
y ausencia de eosinofilos, respectivamente, en la mucosa bucal (Figura 32
b-d).
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Figura 34. Cuantificacién de las células presentadoras de antigeno
(CPAs) en la mucosa oral de los pacientes celiacos y sujetos control.
Imagenes representativas de la IHQ frente a (a) CD11c y (c¢) langerina en
secciones de mucosa oral EPFF para los diferentes grupos experimentales.
Contajes de CD11c (c) y langerina (d) en el epitelio (Ep) y lamina propia (CT)
de la mucosa de los sujetos control (n=8), los pacientes celiacos de novo
diagnosticados (n=6) y en DSG (n=7). La cuantificacion se expresa como
numero de células por area total de mucosa (mm?2). Las imagenes fueron

capturadas a 200x aumentos. Los gréaficos de dispersion muestran media
DE.

5. Correlaciones entre infiltrado, dafio tisular y anfirregulina

5.1. Correlacion entre infiltrado y dafio tisular.

Para determinar si el reclutamiento de infiltrado a la mucosa oral
presentaba relacion con el dafo tisular, se evalué la correlacion entre

ambos parametros.

Se encontrd una correlacion positiva significativa entre la expresion de
E-cadherina y langerina en el epitelio oral, es decir, a mayor dafio en el
epitelio (menor expresion de E-cadherina), menor nimero de células de
Langerhans presentes en el epitelio (r = +0,57, p<0,01) para todos los
grupos experimentales (Figura 35 a). Al contrario, la E-cadherina se
correlacion6 negativamente con los contajes de células FoxP3+ (r = -0,65,
p<0,01), es decir, a mayor dafio en el epitelio (menor expresién de E-
cadherina), mayor numero de células Treg infiltradas en la mucosa oral
(Figura 35 b).
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5.2. Correlacion entre Treg y anfirregulina

Al examinar la expresion de ARNm en las células mononucleares de
sangre periférica (poblacién que incluye las Treg periféricas) se observo
que el reclutamiento de Treg en la mucosa oral se correlacionaba
positivamente con la expresion de anfirregulina en las CMSP, es decir, a
mayor presencia de Treg en la mucosa oral, mayor era la expresion de

anfirregulina en sangre periférica (r = 0,61, p<0,05) (Figura 35 c).
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Figura 35. Correlaciones significativas entre el infiltrado, dafio tisular y
CMSPs en pacientes celiacos y sujetos control. Correlacién de Spearman
significativa entre la expresion de la proteina epitelial E-cadherina frente a la
expresion Langerina (a) y frente a la frecuencia de células Treg FoxP3+ (b)
en la mucosa oral (MO). Correlacion de Spearman significativa entre la
frecuencia de células Treg FoxP3+ en la mucosa oral y la expresion de
anfirregulina (Areg) en CMSPs (c). Los puntos rojos representan los pacientes
de novo diagnosticados, los puntos naranjas los pacientes celiacos en DSG y
los puntos negros los sujetos no celiacos (control). *p<0,05, **p<0,01.

6. Expresion génica de marcadores asociados a EC en la

mucosa oral

En las biopsias embebidas en RNALater®, cuyo ARN se extrajo para
RT-cRCP, se estudi6 si los factores tradicionalmente asociados a los LIEs
y a la inflamacion caracteristica de EC en el intestino también eran

relevantes en la mucosa oral de los pacientes celiacos.

Se determinaron los niveles de IL15, IL15RA, IFNy y perforina en las
biopsias orales. En contra de lo esperado, todos estos transcritos tendieron
a disminuir en los pacientes con EC al comparar con los controles (Figura

36 a-d), siendo este descenso estadisticamente significativo para IL-15 en
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el grupo de novo diagnosticado (cambio relativo de ARNm 0,55+ 0,20, p
<0,05) y en DSG (cambio relativo de 0,71 + 0,19, p<0,01) (Figura 36 a) y
para la expresion de IFN-y en los pacientes en DSG (cambio relativo de
ARNm 1,51 + 0,55, p<0,05) al comparar con el grupo de sujetos control
Figura 36 c).
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Figura 36. Expresién ARNm de marcadores de EC en la mucosa oral de
pacientes celiacos. Cambio relativo en los niveles de ARNm en pacientes de
novo diagnosticados (n=6) y en DSG (n=7) para IL-15 (a), IL-15Ra (b), IFNy
(c) y perforina (d) con respecto al grupo control empleando el método 2-AACt.
Los datos fueron normalizados empleando dos genes de expresion
constitutiva (GAPDH y B-actina). Los graficos de barras muestran media + DE
*p<0,05, **p<0,01.

7. Expresion génicade marcadores de remodelado epitelial

en la mucosa oral y a nivel sistémico

Para examinar posibles marcadores de remodelado se determinaron los
niveles de alarminas epiteliales tanto en las biopsias de mucosa oral como

a nivel sistémico en el plasma de los sujetos del estudio.

7.1. Expresion génica de marcadores de remodelado

epitelial en la mucosa oral

En la mucosa oral no se encontraron diferencias significativas en los
niveles de ARNm de ninguna de las alarminas: IL-33, LPET o periostina
(POSTN) entre ninguno de los grupos experimentales (Figura 37 a-c).
Estos genes no se expresan diferencialmente a nivel local en la mucosa

oral.
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Figura 37. Expresion ARNm de marcadores de dafio epitelial en la mucosa
oral de pacientes celiacos. Cambio relativo en los niveles de ARNm en
pacientes de novo diagnosticados (n=6) y en DSG (n=7) para IL-33 (a), LPET
(b) y POSTN (c) con respecto al grupo control empleando el método 2-AACt.
Los datos fueron normalizados empleando dos genes de expresion
constitutiva (GAPDH y B-actina). Los graficos de barras muestran media £ DE.

7.2. Niveles sistémicos de citoquinas asociadas al
remodelado epitelial

Al examinar los niveles plasmaticos mediante EILE si se encontraron

diferencias significativas.

Tanto los pacientes de novo diagnosticados (+26,78 + 10,21 pg/ml,
p<0,05) como los pacientes en DSG (+27,53 = 9,30 pg/ml, p<0,05)
mostraron un incremento en el nivel de IL-33 comparado con los controles
no celiacos (Figura 38 a). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre
los dos grupos de pacientes celiacos.

Para las otras alarminas evaluadas, IL-25 o LPET, no se encontraron
diferencias entre ninguno de los grupos experimentales, aunque se observo
una tendencia al alza para los niveles plasmaticos de LPET en ambos

grupos de pacientes celiacos comparado con el control (p=0,059) (Figura
38 b, c).

También se determinaron los niveles de FAP, ya que como se ha
discutido previamente, es capaz de inducir la liberacién de IL-33. No se
hallaron diferencias significativas entre ninguno de los grupos
experimentales (p=0.09), aunque estos niveles de FAP tendieron a ser mas

elevados en el grupo de novo diagnosticado cuando se compar6 con el
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grupo en DGS (p=0.09) (Figura 38 d).
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Figura 38. Niveles de alarminas epiteliales en plasma medidos por EILE
en pacientes con EC y sujetos control. Niveles proteicos de IL-33 (a), IL-
25 (b), LPET (c) y FAP (d) en el plasma de sujetos no celiacos (n=8), celiacos
de novo diagnosticados (n=6) y pacientes en DSG (n=7). Los graficos de
dispersion se expresan como media £ DE. *p<0.05.
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Discusion

En esta tesis se describe la alteracion de la barrera epitelial bucal en
pacientes con alergia respiratoria grave a polen de olivo y a acaros sin
alergia alimentaria concomitante, y en pacientes celiacos. En ambas
enfermedades el remodelado epitelial se produce en ausencia de un
incremento notable del infiltrado inmune, exceptuando un aumento
significativo de la poblacion de células Treg. Al mismo tiempo, estos
pacientes presentan altos niveles de alarminas epiteliales a nivel sistémico,

las cuales podrian explicar el remodelado observado en la mucosa.

La alergia respiratoria es la mas comuan a nivel mundial. Los estudios en
Europa demuestran que en torno a un 30% de la poblacion sufre de
rinoconjuntivitis alérgica. De este porcentaje, el 20% de ellos padece
ademas asma. Este grupo de enfermedades alérgicas esta caracterizado
por la respuesta inmune aberrante a aeroalérgenos inhalados (175). La
prevalencia de los aeroalérgenos varia en diferentes regiones dependiendo
del exposoma de cada zona. Los pacientes alérgicos al polen de gramineas
residentes en areas de alta exposicion estan frecuentemente sensibilizados
al pan-alérgeno profilina, el cual induce un sindrome de alergia oral,
conocido como el sindrome polen-frutas (176). Estos pacientes presentan
un importante remodelado de la mucosa oral (128) asociado a una huella
metabdlica y transcriptomica particular (177). Este remodelado podria ser
consecuencia de la alergia respiratoria a gramineas, y podria, por tanto,
observarse en otro tipo de alergias respiratorias graves a otro tipos de

aeroalérgenos como el polen de olivo o los acaros.

Si el remodelado o alteracion de la barrera epitelial es un proceso
comun, no soélo en enfermedades alérgicas, sino también en otros procesos
inflamatorios (178-181), la mucosa oral podria experimentar remodelado
en otras enfermedades inflamatorias cronicas como la EC. La enfermedad
celiaca se manifiesta como una enteropatia autoinmune cronica

desencadenada por la ingesta de gluten. Como tal, la respuesta inmune en
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la mucosa intestinal ha sido profundamente investigada (182,183). Sin
embargo, es bien sabido que la EC puede presentarse en formas atipicas
con manifestaciones extraintestinales, incluyendo aquellas que afectan a la
mucosa oral (153,154). Sin embargo, la mayoria de los estudios que
examinan la histopatologia de la mucosa oral en pacientes celiacos no han
obtenido resultados consensuados (155). De la misma forma que ocurre un
dafio en la mucosa del intestino (184), este remodelado se podria extender
a otros tejidos.

Una barrera oral intacta y funcional es crucial para mantener la
homeostasis ya que protege al sistema inmune de la mucosa oral de la
exposicion persistente a estimulos nocivos activadores de la respuesta
inmune (90). En el presente estudio, hemos encontrado que la expresion
de proteinas de las uniones intercelulares epiteliales, tales como la e-
cadherina, la ocludinay la claudina-1, se encuentra disminuida en el epitelio
bucal de los pacientes alérgicos y celiacos, incluso cuando los alérgicos no
presentan alergia alimentaria concomitante y los celiacos mantienen al

menos 1 afio de tratamiento siguiendo una DSG (Tabla 8).

Este es el primer estudio que describe una mucosa oral alterada en
pacientes con alergia respiratoria en ausencia de alergia alimentaria. Una
barrera oral dafiada podria ser indicativa de un dafio sistémico de las
barreras epiteliales y ser responsable de la progresion a alergia alimentaria
observada en los pacientes con alergia respiratoria grave, cuando la
mucosa oral afectada entra en contacto directo con un alérgeno alimentario
(128). De hecho, en el modelo de alérgicos a gramineas con alergia
concomitante a profilinas, los pacientes con reacciones alérgicas graves
presentaron basofilos reactivos a una concentracion de alérgeno
significativamente menor a la de aquellos con menor remodelado y
reacciones alérgicas moderadas. Ademas, se observdé una correlacion
significativa entre el descenso en la expresion de ocludina en el epitelio oral
y el aumento de sensibilidad de los baséfilos a profilina (128). Este podria
ser el caso para otras alergias alimentarias asociadas con sensibilizaciones

respiratorias previas (sindrome polen-frutas: profilina, PR10 o PTLs) (185).
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Los dafios observados en la barrera oral de los pacientes celiacos
podrian ser responsables de la aparicion de las ya mencionadas
manifestaciones extraintestinales en la cavidad oral, como las Ulceras
aftosas, incluso tras la DSG (186). El dafio en la mucosa oral de pacientes
en DSG ha sido anteriormente establecido (153,187). Se ha especulado
gue el remodelado de la mucosa en pacientes que siguen una DSG no es
necesariamente consecuencia de la falta de adherencia a la dieta, sino una
respuesta tardia consecuencia de una estimulacion inmunolégica cronica y
de la generaciéon de linfocitos T de memoria (187). Sin embargo, tras la
evitacion del gluten, los niveles de ARNm para ocludina 'y PPL (una proteina
expresada en los desmosomas) (188) aparecen aumentados. Estos
resultados sugieren que la eliminacion del gluten de la dieta si tiene un

poder reparador en la mucosa oral.

En el caso de los pacientes alérgicos, también se estudi6 la fibrosis
subepitelial del tejido oral, ya que la aparicion de fibrosis ha sido
previamente asociada a dafio en el tejido oral y de la via respiratoria
(127,128). De la misma manera que ocurria en pacientes alérgicos graves
a gramineas (128), observamos un aumento de la deposicion de fibras de
coldgeno en ambos grupos de pacientes alérgicos al polen de olivo y a
acaros (Tabla 8). Una afeccidn de la barrera epitelial acompafiada de una
fibrosis subepitelial sugiere que se estd produciendo un remodelado
extensivo en los fenotipos de alergia grave asociada a olivo y a acaros y
que este remodelado se produce en ausencia de exposicion local.

En la literatura, se ha descrito un aumento de la angiogénesis en la
mucosa oral de pacientes con patologias inflamatorias (128,189). En
contraste con lo observado en pacientes alérgicos graves a gramineas y
profilina (128), no se encontré un aumento significativo del FCEVa en los
pacientes alérgicos a olivo y a acaros a nivel local (Tabla 8); sin embargo,
si se encontr6 un aumento significativo de FCEVa a nivel sistémico.
Ademas, al cuantificar la densidad de capilares sanguineos en la mucosa,
se observé un aumento del nimero de capilares en los pacientes alérgicos

a acaros (Tabla 8). La exploracion de la angiogénesis en los pacientes
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celiacos puede tener menor importancia. Esto es debido a que en estos
pacientes se ha observado que la vasculatura de las mucosas se encuentra
desorganizada (132), y es que aparecen en esta enfermedad determinadas
proteinas como los anticuerpos anti-TG2 que son capaces de interrumpir la

angiogénesis al afectar multiples pasos del proceso angiogénico (132,133).

En esta tesis también se analizo el infiltrado inmune en la mucosa oral
en todos los grupos. No encontramos un incremento significativo en el
contaje absoluto de ninguno de los principales grupos de linfocitos T o

CPAs ni en los pacientes alérgicos, ni en los pacientes celiacos (Tabla 9).

A diferencia de lo observado en los alérgicos a gramineas con alergia
alimentaria a profilina, en lugar de un incremento en las células CD11c+
(128), se observé un descenso en los contajes CD11c+ en los pacientes
alérgicos a olivo. Ademas, en los pacientes alérgicos a &caros se hallé un
descenso en los contajes CD4+. Los pacientes sensibilizados a profilina
presentan una exposicion local continua a profilina en la mucosa oral debida
a la infesta de alimentos vegetales (161), la cual podria ser responsable de
los cambios observados en el infiltrado inflamatorio y de la co-localizacion
CPA-CD4 observada en estos pacientes (128). Sin embargo, en el caso de
los pacientes alérgicos a olivo y a acaros no se produce una exposicion
local, o esta se produce de manera esporadica en el caso de los pacientes
alérgicos a acaros. La exposicion a estos aeroalérgenos se produce por via
respiratoria, donde se localizaran preferentemente estos tipos celulares
(190).

En pacientes celiacos, aunque se ha demostrado que la mucosa oral de
estos pacientes es capaz de reaccionar a la provocacion con gliadina
incrementando el numero de linfocitos (191), no hay estudios
consensuados que caractericen los cambios en el infiltrado en la mucosa
oral (153,155,160,192). El estudio llevado a cabo por Bardellini et al.
describe un aumento en el nimero de CD3 en las papilas estromales de
pacientes celiacos con enfermedad activa que disminuye tras evitar el

gluten (153). Aunque nosotros no pudimos observar cambio en el contaje
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absoluto de células, si encontramos que la evitacion del gluten, ademas de
aumentar la produccién de ocludina y PPL, reduce la abundancia relativa
de linfocitos en el epitelio (Tabla 9). Esto podria contribuir a disminuir el
avance del dafio en el epitelio. Ademas, de acuerdo con lo observado por
Lahteenoja et al. (187), nuestro estudio ha ayudado a confirmar que la
mayoria de los LIEs encontrados en el epitelio oral carecen del RCTyd.
Aunque sean importantes en la mucosa intestinal, este estudio descarta un
papel relevante de los linfocitos T y® en la patogénesis oral de la
enfermedad celiaca. Sin embargo, la mucosa de la encia parece
comportarse diferente, Krishnan S et al. (193) si encontraron una alta
presencia de linfocitos yd en la encia de un modelo de ratén de EP (193).
Estas células, ademas, producian anfirregulina para garantizar la

homeostasis tisular (193).

Aunque en los pacientes celiacos tampoco encontramos cambios en las
CPAs, las células de Langerhans se correlacionaron inversamente con el
dafio epitelial. Este resultado apoya al ya descrito papel tolerogénico de las

células de Langerhans en la mucosa oral (194).

Curiosamente, la poblaciéon de linfocitos T reguladores estaba
notablemente aumentada en la mucosa oral de los pacientes alérgicos a
acaros y de los pacientes celiacos (Tabla 9). En el caso de los pacientes
alérgicos, Morita et al. han descrito que los mastocitos estimulados por IL-
33 son capaces de aumentar la expansion de Treg en un modelo de ratén
de alergia a papaina (118). En este modelo, la IL-2 producida por los
mastocitos estimulados por IL-33 indujo la expansion de los linfocitos Treg
suprimiendo la inflamacion de la via aérea estimulada por la papaina. Los
linfocitos Treg contribuyen a la homeostasis tisular al promover procesos
de cura y reparacion. Los estudios sobre Treg en pacientes celiacos han
demostrado que pueden tener su funcién supresora dafiada (195,196). La
IL-15, una citoquina clave en la EC (197) parece tener un papel relevante
en la supresion de las Treg (197-199). En la presente tesis, no
encontramos un aumento de la expresion de IL-15 en la mucosa oral, pero

si observamos que la cantidad de Treg en la mucosa oral se correlacionaba
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inversamente con la expresion de E-cadherina, es decir, cuanta menor
expresion de E-cadherina (sefial de dafo epitelial), mayor nimero de Treg
en la mucosa. Por todo esto, la hipotesis planteada es que los linfocitos
Treg observados en pacientes alérgicos a acaros y celiacos tienen un
fenotipo “reparador” y son reclutados para proteger frente a un mayor dafo
de la barrera y asi mantener la integridad (119). De hecho, en pacientes
celiacos, hemos descrito una correlacion positiva entre el nimero de Treg
y la expresion de anfirregulina, un factor reparador, en sangre periférica. La
expresion de anfirregulina periférica ha sido previamente asociada a
caracteristicas reparadoras o de remodelado en otras enfermedades como
la bronquiolitis virica (200). Los linfocitos Th2 de memoria en las vias aéreas
productoras de anfirregulina eran capaces de controlar la fibrosis de la via
respiratoria inducida por la estimulacion inflamatoria cronica (201). Ademas,
en modelos murinos de enfermedad de injerto contra huésped, se ha
descrito que la anfirregulina restablece la integridad de la mucosa intestinal
(202). En este estudio Holtan S et al. reclasificaron los pacientes dentro de
los grupos de riesgo segun sus niveles de anfirregulina circulante, asi
consiguieron refinar su asociacion con el riesgo clinico (202). Nosotros
proponemos que la anfirregulina circulante también puede ser atil en el
diagnostico de la EC y puede ayudar a establecer una clasificacion
alternativa al Marsh, que podria evitar la toma de una biopsia intestinal. Sin
embargo, la determinacién de anfirregulina y de los fenotipos Treg en la

mucosa oral requieren mayor estudio para obtener conclusiones sélidas.

Moutsopoulos et al., han descrito a los neutréfilos como los “porteros”
de la inmunidad oral. Pueden encontrarse en la cavidad oral con distintos
niveles de activacion y funcionalidad en funcion de la presencia de
inflamacion local. En pacientes con defectos en los neutréfilos, una
respuesta IL-17/Th17 desregulada puede conducir a una inmunopatologia
(77). Sin embargo, aunque la infiltracion de neutréfilos puede tener un papel
muy importante en la encia, nosotros no encontramos presencia de
neutrofilos extravasados en el tejido, ni en controles sanos, ni en los

pacientes alérgicos, ni en los pacientes celiacos (Tabla 9). Apoyandonos
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en éstos y en otros resultados (85), podemos concluir que su papel en la
mucosa bucal es limitado. En cuanto a los eosinofilos, existe evidencia
limitada de que residan en la cavidad oral (77,85), y nosotros tampoco
encontramos presencia de éstos en ninguno de los grupos experimentales,
ni siquiera en pacientes alérgicos donde la presencia de eosinodfilos en las

vias respiratorias es de notable importancia (203).

Las células plasméticas han sido identificadas como las células
mayoritarias que expresan ALH unido al gluten en el intestino de pacientes
con enfermedad celiaca (204). Por esta razdén nosotros investigamos si los
linfocitos B eran abundantes en la mucosa oral de los pacientes celiacos.
Sorprendentemente, nuestro estudio reveld ausencia de linfocitos B en la

mucosa oral de cualquiera de los grupos estudiados.

Al tener acceso a ARN de biopsias de mucosa oral en el caso de los
pacientes celiacos, fuimos capaces de determinar los niveles de distintos
marcadores inflamatorios en el tejido oral. Una pregunta importante que
quisimos contestar era si los mecanismos de inmunopatogénesis
observados en la mucosa intestinal de los pacientes celiacos también
aparecian en la mucosa oral de estos pacientes. Esto puede ser relevante
ya que dos estudios han sido capaces de determinar la capacidad de la
mucosa oral de los pacientes celiacos sin tratamiento para producir
autoanticuerpos asociados a EC (205,206). En nuestro estudio,
determinamos la expresibn de algunos factores inflamatorios
caracteristicos de la fisiopatologia de la enfermedad celiaca en el intestino,
como IL-15, la subunidad alfa del receptor para interleucina 15 (IL-15Ra),
IFNy o perforina, (51,197). Como ocurria con los linfocitos yd, estos
marcadores caracteristicos de la enfermedad celiaca en el intestino no se
vieron incrementados en la mucosa bucal. Sorprendentemente, la
expresion de IL-15, IFNy y perforina aparecié disminuida. Por esta razon,
concluimos que los mecanismos inmunopatologicos subyacentes en la

mucosa oral no parecen ser equivalentes a los del intestino.

En los pacientes alérgicos se estudié también la expresion del receptor
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FceRI. Los mastocitos frecuentemente responden a concentraciones muy
bajas de antigenos in vivo, por lo que el nivel de expresion del FceRl en la
superficie de estas células es un factor importante en la determinacion de
respuesta de estas células al antigeno (207). En el tejido conectivo, los
mastocitos representaron el 100% de las células que expresaban FceRI en
el tejido conjuntivo de los pacientes sanos, pero en los pacientes alérgicos
tanto a olivo como a acaros otros tipos celulares también expresaban este
receptor. Esto puede indicar que las CPAs expresan también este receptor.
Tal y como se ha descrito en la literatura, la expresion de FceRI en CPAs
aungue inicialmente se penso6 que tenia un papel pro-inflamatorio, parece
ejercer un papel importante en la homeostasis inmune y la regulacion
(208,209).

Segun todo lo observado, el remodelado epitelial se produce en
ausencia de infiltrado inflamatorio celular, que es presumiblemente enviado
a las mucosas respiratoria 0 intestinal. Por esta razon, nosotros
hipotetizamos que los dafios observados son consecuencia de una serie de
cambios a nivel sistémico. De hecho, ya se ha especulado previamente que
la desregulacion inmune a nivel sistémico se puede reflejar en la funcion de

las barreras (210), incluso en la barrera oral (90).

Los estudios sistémicos se llevaron a cabo en 107 sujetos en el caso de
la alergia y 21 sujetos en el estudio de la EC. Estos estudios revelaron un
incremento significativo en los niveles de distintas alarminas epiteliales
tanto en los sujetos alérgicos graves como en los pacientes celiacos (Tabla
10).

En el estudio llevado a cabo por Rosace et al. (128), los pacientes
alérgicos al polen de gramineas con alergia concomitante a profilina
mostraron niveles elevados de IL-33 en la mucosa oral. Cuando el epitelio
esta danado, las células epiteliales liberan IL-33. Esta alarmina, a su vez,
contribuye a un mayor dafo de la barrera epitelial y activa las respuestas
de las células linfoides innatas de tipo 2. Las citoquinas Th2, como IL-4 e

IL-13, inducen un mayor deterioro de la funcion de barrera de las células
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epiteliales del bronquio (211). En un estudio llevado a cabo por Sugita el al
(211), la IL-33 parece ser un efector clave en la induccion de “fugas”
epiteliales en el bronquio. Esta citoquina tiene la capacidad de dafar las
proteinas de las uniones estrechas y es capaz de inducir la produccion de
IgE. En nuestro estudio de alergia, no pudimos determinar los niveles
locales de IL-33 en la mucosa oral. En el estudio de EC, al determinar los
niveles de esta alarmina, en contra de lo esperado, no observamos

diferencias significativas entre los grupos experimentales.

En los pacientes alérgicos a acaros encontramos un incremento
significativo en los niveles séricos de IL-25. La IL-25 es una proteina
asociada al remodelado tisular (212). En un modelo murino de asma
asociada a alergia a &caros, la IL-25 se relacion6 con la deposicion
subepitelial de colageno, la hiperplasia del musculo liso y la hiperreactividad
(213). Ademas, la IL-25 es capaz de actuar directamente en los fibroblastos
humanos para inducir la secrecion de colageno (214). El reclutamiento de
células progenitoras endoteliales y la neovascularizacion en el pulmon
también es dependiente de IL-25, lo que demuestra que la IL-25 tiene un

papel relevante en la angiogénesis in vivo (213).

En el caso de los pacientes alérgicos graves a olivo se hall6 elevada la
concentracion sérica de LPET con respecto a los pacientes alérgicos
moderados. La LPET, al igual que la IL-25, juega un papel importante en la
inflamacion y el remodelado de varias enfermedades de la via aérea (215—
217). Atenuar la liberacion de LPET contribuye a disminuir los efectos de
retroalimentacion entre la inflamacién aérea alérgica y el dafo epitelial
(218). En este contexto, es relevante que la expresion de este marcador
este asociada a la de otro marcador de remodelado en pacientes alérgicos,
el FCT-B, especialmente en los pacientes alérgicos graves. Ambos son
factores capaces de inducir remodelado (219,220) y, recientemente, se ha
descrito una via comun para la generacion de fibrosis por ambos factores
(221). De hecho, disminuir la produccién de LPET en el pulmén de ratones

con asma asociada a acaros atenua el nivel del factor asociado a fibrosis
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FCT-B1 (215).

Ademas, los niveles de IL-25 y LPET en los pacientes alérgicos vy,
especialmente en los alérgicos graves, presentaron una correlacion
positiva: cuanto mayor es la expresion de IL-25, mayor es la expresion de
LPET, lo cual indica que ambos se expresan en respuesta a la alergia para
fomentar la respuesta Th2, pudiendo ejercer acciones sinérgicas (212) vy,
ademas, su expresion aumenta cuanto mas grave es el paciente. La terapia
frente a estas tres alarminas, por tanto, podria mejorar el pronéstico de la
enfermedad (222).

En un estudio reciente llevado a cabo por Obeso et al. (177), también
se ha descrito la asociacion de distintos marcadores sistémicos de
inflamacion (niveles elevados de esfingosina 1 fosfato, sintesis de
lipofosfolipidos, o la alteracion de la funcién plaquetaria) a la gravedad del
paciente alérgico. Todos estos resultados apoyan la teoria de que los
cambios sistémicos pueden reflejar los estados de “fuga” epitelial descritos

en el presente estudio.

El acceso a ARN de las biopsias de pacientes celiacos permitio
determinar los niveles de alarminas epiteliales a nivel local, en la mucosa,
los cuales no estaban elevados; sin embargo, si se detecté un aumento
notable de IL-33 y un incremento no significativo de FAP en el suero de
estos pacientes. La inflamacion sistémica asociada a la enfermedad celiaca
puede ser, por tanto, responsable del remodelado local observado. El
incremento de IL-33 ha sido descrito previamente en pacientes celiacos.
Lopez-casado et al. (223) midieron los niveles séricos y determinaron la
expresion intestinal de IL-33 y su receptor ST2 en pacientes con celiaquia
activa, aunque no incluyeron pacientes en DSG. En este estudio se
encontraron niveles aumentados de IL-33 y su receptor (la interleucina 1
tipo receptor 1) en el intestino y el suero de los pacientes, lo cual fue
indicativo de un estado inflamatorio activo. Estos autores sugirieron, por
tanto, que la IL-33 puede ser considerada como un biomarcador potencial

para la enfermedad celiaca. En esta misma linea, Perez F et al. (224),
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encontraron una expresion aumentada de IL-33 en la mucosa duodenal de
los pacientes celiacos. Estos resultados subrayan la potencial contribucion
de IL-33 en la exacerbacion de la inflamacion en la patologia celiaca. La
adherencia a la DSG no siempre es conseguida, y los niveles sistémicos de
determinadas citoquinas como la IL-2 o la IL-8 se elevan de forma rapida y
dramatica ante una reexposicion al gluten en estos pacientes (225). Una
inflamacion sistémica prolongada puede contribuir a las complicaciones a
largo plazo de la EC (226).

Sin embargo, un cierto grado de remodelado de la mucosa oral puede
ser clave en la IT para ganar acceso a las capas subepiteliales y al sistema
inmune asociado a la mucosa subyacente (128,227). Durante el proceso de
vacunacion con IT se promueve el reclutamiento de linfocitos Treg CD4+,
lo cual es responsable de la eficacia del tratamiento (228—-230). Una barrera
epitelial dafada y un incremento en el reclutamiento de linfocitos Treg
hacen, por tanto, que la mucosa oral sea una potencial diana para la IT. De
esta manera, la terapia para la EC podria beneficiarse del desarrollo de una
IT, de la misma manera que la alergia se beneficia de la ITSL (230). El
potencial de la mucosa oral como sistema de administracién de farmacos
es conocido (231) y se han empezado ensayos para el desarrollo de IT para
EC (232,233).

Todos estos hallazgos subrayan la necesidad de comprender como los
mediadores sistémicos derivados de una inflamacion mantenida afectan a
la integridad de las barreras, ademas, de la necesidad de investigar huellas
metaboldmicas y transcriptdmicas comunes para estas patologias que
puedan ser utiles en la identificaciébn de nuevas dianas para prevenir la
progresion alérgica o encontrar posibles tratamientos o diagnosticos en

enfermedad celiaca.
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Tabla 8. Resumen de los resultados para el remodelado epitelial, la
fibrosis y la angiogénesis en la mucosa oral de los distintos grupos de
pacientes alérgicos y celiacos comparados con su respectivo grupo.

Alergia Celiaquia

Profilina® Olivo HDM De novo DSG
Ocludina - -- — = =
Claudina = = B - -
E-cadherina - - - - -
Masson + + ++ Nd Nd
FCEVa ++ = = Nd Nd
Capilares Nd = ++ Nd Nd*

T Alergia grave a polen de gramineas con alergia alimentaria a profilina
concomitante, Rosace et al. (128). * Aumentado en RT-cRCP con respecto a
de novo.

Tabla 9. Resumen de los resultados para el infiltrado celular en la mucosa
oral de los distintos grupos de pacientes alérgicos y celiacos
comparados con su respectivo grupo control.

Alergia Celiaquia

Profilina® Olivo Acaros De novo DSG
CD3 = = = = *
CD4 = = - = ¥
CD8 Nd Nd Nd = =
CD11c + - = = =
Langerhans Nd = = = =
Nwdtes ng -0 0 w0
FoxP3/CD3 = = ++ 4 +
™ = = = Nd Nd
FcERITM Nd + + Nd Nd
Linfocto v5 Nd Ng No -0 0

1 Alergia grave a polen de gramineas con alergia alimentaria a profilina
concomitante, Rosace et al. (128). *% situados preferentemente en el epitelio.
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Tabla 10. Resumen de los resultados para el nivel de alarminas a nivel
sistémico de los distintos grupos de pacientes alérgicos y celiacos
comparados con su respectivo grupo control.

Alergia Celiaquia
Profilina® Olivo Acaros De novo DSG
IL-33 +2 = = + +
IL-25 Nd = + = =
LPET Nd +* = = =
FAP Nd = = =b =

1 Alergia grave a polen de gramineas con alergia alimentaria a profilina
concomitante, Rosace et al. (128). * Con respecto a los moderados. 2 A nivel
local en la mucosa oral. b p-valor=0,056.
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Conclusiones

e Alergia

1. La barrera epitelial oral esta dafiada en pacientes con alergia

respiratoria grave a polen de olivo y a &caros.

2. Los pacientes alérgicos de fenotipo grave al polen de olivo y a acaros

presentan un incremento en la fibrosis subepitelial del tejido oral.

3. Los pacientes alérgicos a acaros presentan un incremento en el nimero

de capilares sanguineos en la lamina propia.

4. El remodelado observado en la mucosa oral ocurre en ausencia de

alergia alimentaria e independientemente del alérgeno involucrado.

5. El dafio observado en la mucosa oral de los pacientes alérgicos ocurre

sin reclutamiento significativo de células inmunes.

6. Los neutrofilos y eosindfilos no tienen un papel relevante en la mucosa

bucal, ni si quiera en los pacientes alérgicos.

7. Enla ldmina propia del tejido oral de los pacientes alérgicos, a parte de

los mastocitos, otros tipos celulares también expresan el receptor FceRlI.

8. Los pacientes con alergia respiratoria grave a acaros presentan una

poblacién de células Treg incrementada.

9. Los pacientes alérgicos graves al polen de olivo presentan niveles

sistémicos incrementados de LPET.

10.Los pacientes alérgicos a acaros presentan niveles sistémicos

incrementados de IL-25.

11.Los niveles de IL-25 y LPET se correlacionan en los pacientes alérgicos,

especialmente en los pacientes alérgicos graves.

12.Los pacientes alérgicos graves presentan niveles incrementados de

FCEV-a en suero.
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13.Los niveles de alarminas epiteliales se correlacionan positivamente
entre ellas y con los niveles de otra citoquina asociada a remodelado en
alergia, el FCT-f3.

e Celiaguia

1. La barrera epitelial oral estd dafiada en pacientes con enfermedad

celiaca.

2. El dafo epitelial observado en la mucosa oral se mantiene incluso tras

un afo de tratamiento con DSG.

3. La evitacion del gluten en la dieta tiene efectos reparadores, ya que
disminuye la migracién preferente de los linfocitos al epitelio, y aumenta

la expresion de ARN de las uniones intercelulares.

4. El dafo observado en la mucosa oral de los pacientes celiacos ocurre

sin reclutamiento significativo de células inmunes.

5. Los mecanismos moleculares y celulares de la histopatologia oral no

son equivalentes a los del intestino.

6. Los pacientes con EC presentan una presentan una poblaciéon de

células Treg incrementada.

7. Elincremento de células Treg en los pacientes celiacos es proporcional
al dafio en el epitelio, y se correlaciona positivamente con la presencia

de anfirregulina periférica.

8. Los pacientes celiacos presentan niveles sistémicos incrementados de

IL-33 en el plasma.
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