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Resumen

Para avanzar en nuevas estrategias de diagnéstico y tratamiento de las enfermeda-
des alérgicas, es esencial profundizar en los mecanismos subyacentes, correlacionando-
los con las observaciones clinicas. La medicina de precision, basada en la utilizacién de
técnicas de alta capacidad (6micas), permite obtener una vision general de la enfermedad
y lo que es mas importante, posibilita el descubrimiento de nuevos biomarcadores y abre
el camino a estrategias de intervencion mas eficaces. El manejo etioldgico de la patologia
alérgica es la pieza esencial sobre la que debe bascular la estrategia de intervencion en
alergia. La estratificacion clinica de los pacientes alérgicos en base a su gravedad es esen-
cial para entender la evolucion de la enfermedad y el disefio de algoritmos de intervencion
adecuados donde cada herramienta terapéutica maximice su valor en el tratamiento de
esta patologia.

Introduccion

Cada vez es mas evidente que los procesos biolégicos subyacentes asociados a la
progresion de la enfermedad alérgica implican multiples sistemas como el endotelio, las
barreras epiteliales, el microbioma, las plaquetas y las respuestas inmunes innatas y ad-
quiridas’®. Esta red esta profundamente influenciada por los polimorfismos genéticos y la
adaptacion epigenética a los cambios ambientales (Figura 1). La naturaleza de la sensibi-
lizacion especifica, la via de exposicién, la intensidad y la duracién desempefian un papel
importante en la adquisicion de diferentes fenotipos alérgicos y, por consiguiente, para
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fijar diferentes estrategias de intervencién. En Espafa, en los ultimos afios, se ha realiza-
do una extensa investigacién en la identificacion de fenotipos graves asociados al polen
(olivo y gramineas), acaros o sensibilizacion mediada por LTPs (Proteinas de transferen-
cia de lipidos)®-8. Estos pacientes graves constituyen un modelo relevante para entender
la progresion de la enfermedad. Existe un panel limitado de biomarcadores que pueden
usarse de manera fiable en la practica clinica diaria®, por lo que se necesita buscar nuevos
biomarcadores y disefiar las mejores estrategias de intervencion para los diferentes feno-
tipos alérgicos. La inmunoterapia especifica, cuando se usa correctamente, ofrece una
posibilidad Unica de modificar la enfermedad a largo plazo y de evitar la progresiéon a una
patologia mas grave'®. Por otro lado, hay un aumento de opciones de nuevos farmacos
biolégicos (Anticuerpos monoclonales) que se dirigen a diferentes dianas Th2 como la IgE,
IL4, IL13 o IL5'". Este hecho, hace que sea vital disefiar estrategias globales que sitlien
el enfoque etiolégico como centro del manejo del paciente alérgico (Figura 2). Nuevas
metodologias, denominadas émicas'® han surgido en los Ultimos afos para estudiar los
procesos bioldgicos. Las estrategias émicas se pueden aplicar para el analisis de geno-
mas, metabolomas, transcriptomas, proteomas o epigenomas en muestras biolégicas que
incluyen, suero, células, biopsias o secreciones. Mas importante aun, los analisis dmicos
estan orientados a la enfermedad y pueden usarse para monitorizar y comparar diferentes
estrategias de intervencién, comparando el inicio del efecto, la intensidad, la duracién y la
persistencia después de la interrupcion, para integrarlos en nuevos algoritmos de interven-
cion, donde el enfoque etioldgico debe ocupar un lugar central. Nuestro objetivo es revisar
aqui los diferentes sistemas involucrados en la progresion de la enfermedad alérgica, el
posible efecto sobre ellos de la intervencion farmacoldgica y los biomarcadores asociados
a la inflamacion alérgica y el asma.
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Figura 1: La enfermedad alérgica y su progresion esta determinada por multiples factores
interconectados. Es preciso disefiar estrategias para entender la influencia de los mismos
en el fenotipo clinico del paciente y asi, disefiar mejores estrategias de intervencion
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Pros y contras de los tratamientos disponibles

La inmunoterapia especifica con alérgenos (AIT), cuando se usa correctamente, tiene
el potencial de modificar el curso de la enfermedad alérgica. En una publicacion reciente que
analiza la secuencia de los mecanismos inmunoldgicos involucrados'®, se ha demostrado
que la fase inicial de la IT sublingual a dosis altas se rige por mecanismos de desensibili-
zacion, por interaccion inmunoldgica directa en la mucosa oral'*. El efecto sostenido esta
conectado a un tiempo de administracién mas largo (al menos tres afos) y esta directamente
vinculado a la adquisicion del fenotipo amTreg'®. Curiosamente, durante el primer afio de te-
rapia no hay una mejora periférica perceptible a nivel celular. Estos datos estan respaldados
por las nueva evidencias clinicas proporcionadas por el estudio Grazax Asthma Prevention
(GAP)'S donde no se observan mejorias en los sintomas del asma invernal en nifios alérgi-
cos a polen de gramineas hasta el tercer invierno del tratamiento. Asimismo, en un ensayo
clinico reciente se demuestra que la inmunoterapia alérgeno especifica a dosis alta, bien sea
subcutanea o sublingual es incapaz de proporcionar un efecto sostenido si solo se admi-
nistra durante un periodo de dos afios. De hecho, numerosos ensayos clinicos que utilizan
enfoques dirigidos a células T (dosis baja, péptidos, fragmentos o alérgenos modificados
genéticamente) administrados durante menos de un afio han demostrado ser ineficaces'®
7 lo que apoya la relevancia de la desensibilizacion para el efecto a corto plazo. Teniendo
esto en cuenta, encontrar biomarcadores sistémicos durante la primera fase de IT (1-2 afios)
podrian no ser un objetivo facil, y la bisqueda deberia centrarse mas en biomarcadores de
prediccién antes de la intervencion o para demostrar el efecto en el tercer afio de interven-
cion y / o después de la interrupcion. Podria esperarse un comportamiento inverso de la
intervencion con productos bioldgicos, que deberian demostrar un efecto sistémico tempra-
no, que desapareceria progresivamente después del cese de la terapia. Obeso et al, 201818,
han demostrado que los pacientes con inflamacion alérgica mediada por la exposicién al
polen de las gramineas y estratificados clinicamente por la respuesta de provocacién oral
de profilina, presentan firmas metabdlicas y transcriptémicas diferenciales relacionadas con
el metabolismo energético y de lipidos o la funcion plaquetaria. En este estudio, el fenotipo
mas grave no responde o no tolera la IT alérgeno especifica y podria ser candidato a la in-
tervencion con productos biolégicos, y después de la estabilizacion o reversion del fenotipo
inflamatorio, podria tratarse con vacunas especificas.
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Figura 2: El manejo etioldgico de la alergia es una opcién presionada por aproximaciones terapéuticas orientadas
al control de sintomas. Necesitamos biomarcadores que permitan demostrar el valor dnico de la aproximacion
eiolégica, y situarla como centro del control del paciente alérgico
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Estéa claro que un mejor manejo de las enfermedades alérgicas requiere un conoci-
miento profundo de la heterogeneidad de la enfermedad y los mecanismos subyacentes.
Las enfermedades alérgicas y respiratorias cronicas tienen un importante impacto socioe-
condmico. La medicina de precision podria representar un nuevo enfoque capaz de resol-
ver, o al menos reducir, este impacto. Las nuevas estrategias terapéuticas con biolégicos
apuntan a mediadores especificos de la respuesta de tipo 2. Tanto el anti-IgE (omalizumab)
como el anti-IL5 (mepolizumab, reslizumab) son terapias dirigidas a vias inmunoldgicas
implicadas en la evolucién de la respuesta inmune de tipo 2'". La anti-IgE (omalizumab) fue
el primer tratamiento biolégico utilizado con éxito en pacientes con asma alérgica grave
mediada por IgE. Ejerce su accion impidiendo la desgranulacion de mastocitos y baséfilos
y bloguea la unién IgE-FceRI'®. Se ha demostrado que puede mejorar los sintomas, reducir
la tasa de exacerbaciones y permitir una reduccion en el tratamiento de los corticosteroi-
des orales en pacientes con asma alérgica grave®. Sin embargo, los datos clinicos mues-
tran que no todos los pacientes tratados responden por igual, y en la actualidad no hay
biomarcadores para predecir qué pacientes son los mas adecuados para este tratamiento
y en los que sera mas eficaz. De hecho, estudios recientes demuestran que el tratamiento
anti-IgE también es eficaz en pacientes asmaticos sin niveles detectables de IgE a los alér-
genos comunes. A pesar de la experiencia con este tratamiento en la practica clinica, no
se conocen los mecanismos precisos de accién, ni la duracién éptima o las consecuencias
de un tratamiento de larga duracion. En este sentido, hay evidencias que sugieren que 5
anos de tratamiento reducen las exacerbaciones, aunque algunos estudios muestran que
una vez que se retira el tratamiento, los pacientes pierden el efecto terapéutico?!.

Otro farmaco bioldgico comercializado para el tratamiento de los fenotipos alérgi-
cos graves y el asma es el anti-IL5 (Mepolizumab). La IL-5 media la diferenciacién, prolife-
racion y activacion de los eosindfilos. El tratamiento con anti-IL5, promueve la apoptosis
de los eosindfilos eliminandolos de la circulacién sistémica y de los tejidos. Estudios
recientes muestran que este tratamiento es eficaz en el caso de asma eosinofilica grave,
especialmente en pacientes que también tienen poliposis nasal®?. Los datos indican una
reduccion significativa de las exacerbaciones, siendo mas efectivos cuanto mayor es el
recuento eosinofilico y el nUmero de exacerbaciones. Como ocurre con la anti-IgE, no se
conoce el periodo 6ptimo de tratamiento, pero hay estudios clinicos que muestran que
después de 6 meses de tratamiento, su interrupcién provoca un aumento significativo de
la eosinofilia en sangre y exacerbaciones similares a las presentadas al inicio del trata-
miento?" 23, El uso de medicamentos bioldgicos ha supuesto una mejora en la calidad de
vida de los pacientes con fenotipos graves. Sin embargo, hasta hoy hay muchas incogni-
tas sobre este tipo de tratamientos. No hay biomarcadores que identifiquen a los pacien-
tes mas apropiados para este tratamiento, ni el tiempo requerido para la administracion
ni se conocen las consecuencias de un tratamiento prolongado. La posibilidad de utilizar
estos farmacos bioldégicos como estabilizadores de la respuesta inmunitaria previa a la
administracion posterior de otros tratamientos capaces de modificar definitivamente la
respuesta inmunitaria del paciente (inmunoterapia) constituye una aproximacién novedo-
sa de gran impacto clinico.
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Nuevos mecanismos asociados a la progresioén alérgica:
remodelado de la mucosa, microbiota y agotamiento
plaquetario

Recientemente se han sugerido nuevos enfoques con respecto a los mecanismos
involucrados en la inflamacién alérgica que podrian explicar la adquisicion de un fenotipo
grave. Entre ellos, se encuentra el remodelado de la mucosa, la alteraciéon del microbiomay
el agotamiento de las plaquetas durante la inflamacion alérgica. La mucosa es la primera li-
nea defensiva en mamiferos. Recubre las partes internas del cuerpo expuestas a antigenos
y esté constituida por una barrera epitelial y un tejido conectivo altamente vascularizado,
llamado lamina propia. La barrera epitelial se somete a un proceso de remodelado debido a
condiciones inflamatorias mantenidas, como se ha demostrado en la alergia a los alimentos
inducida por polen de gramineas’* o en el asma persistente?4. Ademas de ser una barrera
fisica, las mucosas contienen células inmunes que ayudan a mantener su homeostasis. La
homeostasis de la mucosa es crucial para el desarrollo de tolerancia a los antigenos y para
prevenir la entrada de patégenos. En este sentido la comunicacién entre el huésped y su
microbiota es importante para lograr y mantener la homeostasis. Cuando se pierde este
equilibrio (disbiosis), es mas probable que se desarrollen patologias?®. Las alteraciones
en la composicién y diversidad de las bacterias presentes en el intestino grueso, pueden
romper la tolerancia inmunolégica de la mucosa y provocar la aparicion de alergia alimen-
taria®® e incluso de asma?®’. Ademas, la microbiota intestinal puede producir metabolitos,
como 4cidos grasos de cadena corta (SCFA), o alterar la disponibilidad de micronutrientes
y moléculas de sefializacién, como los esfingolipidos, que pueden actuar de manera distal
y modificar el crecimiento de patégenos en otros érganos y su inmunidad.

Los esfingolipidos (SL) modulan una variedad de vias de sefializacion eucarioticas
implicadas en la proliferacién, apoptosis, diferenciacion y migracion. Se han identificado
como dianas terapéuticas prometedoras para controlar las patologias inflamatorias®® 29,
Aunque los SL son ubicuos entre los eucariotas, pocas bacterias los producen. Se ha des-
crito que algunas especies de Bacteroides, que a menudo comprenden mas del 50% de
la comunidad intestinal, son capaces de producir SL. De hecho, del 40% al 70% de los
fosfolipidos de membrana de estas bacterias son SLs®°. Los metabolitos de esfingolipidos,
como la esfingosina-1-fosfato (S1P), producidos por la fosforilacién de la esfingosina por
las esfingosina quinasas (SphKs) se asocian con procesos fisioldgicos en el huésped, como
la angiogénesis y las respuestas inmunitarias®!. De hecho, es un importante regulador de
la funcion inmune, implicado en el desarrollo de células inmunes, la diferenciacion, el tra-
fico de linfocitos y el reclutamiento de células efectoras durante la inflamacion aguda y
cronica® 33, Ademas, se describié una asociacion inversa de SLs derivadas de microbios
intestinales con el inicio de alergias alimentarias infantiles. Dado que se ha descrito que los
Bacteriodes se reducen en pacientes alérgicos®* 3%, podemos suponer que esta reduccion
podria deberse al estrés de la esfingosina en el huésped. Sin embargo, la capacidad de los
lipidos bacterianos para actuar como moléculas de sefalizacién que median el metabolis-
mo del huésped debe estudiarse mas a fondo. Nuestro grupo ha descrito recientemente
alteraciones en el metabolismo de los esfingolipidos en pacientes de fenotipo grave'®.
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Otro mecanismo potencialmente importante en la progresion de la inflamacion alér-
gica es el agotamiento de las plaquetas. Las anomalias plaquetarias en pacientes con
asma alérgica han sido descritas en la literatura hace de 40 afios® 37. Ademas, los datos
metabolémicos y transcriptdmicos sugieren que los pacientes con fenotipo alérgico gra-
ve presentan un comportamiento alterado de las respuestas plaquetarias que reflejaria
las caracteristicas del agotamiento funcional®. Un estudio reciente ha revelado que las
plaguetas se liberan en el pulmén de progenitores residentes. Si los pulmones son un
reservorio para los megacariocitos®®, surgen las preguntas sobre su funcién en el pulmon
y su papel en la defensa del huésped, ya que los megacariocitos y las plaguetas son una
fuente rica de mediadores de sefalizaciéon que potencialmente modulan las enfermedades
inflamatorias o fibréticas en los pulmones. Un mediador descrito como constitutivamente
expresado por plaguetas y megacariocitos en un modelo murino de eosinofilia de la via
aérea es la proteina IL-33°%°. La IL-33 es una citoquina de la familia IL-1, critica en el desa-
rrollo de enfermedades alérgicas debido a su capacidad para inducir respuestas inmunes
de tipo 2 en diversas células inflamatorias, incluidas las células linfoides innatas del grupo
2 (ILC2), células Th2, eosindfilos, basdfilos, células dendriticas y mastocitos. La IL-33 se
expresa de forma constitutiva en células epiteliales y endoteliales, y es liberada por las
células necréticas después de la lesion tisular®®. Por tanto, se considera una molécula de
sefalizacion de dano tisular (DAMP) y causa inflamacion local. Takeda et al demostraron
la localizacion citoplasmica de la proteina IL-33 en megacariocitos. Estas observaciones
tienen sentido porque las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos de megacariocitos.
También encontraron que la proteina IL-33 se expresaba predominantemente en plaquetas
humanas como su forma de longitud completa (31 kDa), y que las plaquetas activadas
pueden liberar la proteina IL-33 activa, lo que sugiere que las plaguetas podrian ser una
diana terapéutica util en asma.

Ademas, se ha descrito la contribucion de las plaquetas en la poliposis nasal, una
patologia inflamatoria frecuente de etiologia desconocida pero que comparte caracteris-
ticas histologicas y bioquimicas con la inflamacion alérgica. El infiltrado eosinofilico es el
rasgo mas caracteristico de los pdlipos nasales, particularmente en pacientes con asma
sensible a la aspirina (AAS). El factor activador de plaquetas (PAF) es un potente activador
de los eosindfilos humanos. Varios estudios han sefialado niveles alterados de PAF en
polipos nasales de pacientes con sinusitis crénica y pacientes con AAS*0 41,

Aunque los mecanismos precisos de como las plaquetas regulan la inflamacion alér-
gica auin no se conocen, estos hallazgos abren nuevas lineas de investigacion para avan-
zar en nuestra comprension y enfoque para tratar las enfermedades alérgicas.
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Analisis multi-oOmicos en el estudio de la inflamacion
alérgica grave

En las Ultimas décadas, el estudio de sistemas biolégicos mediante ciencias 6micas
como la gendémica, transcriptémica, epigenética, protedmica y metabolémica ha tenido un
gran impacto en la comprension de la fisiopatologia en las enfermedades alérgicas. Estas
ciencias se han utilizado para medir genes, subtipos de ARN, modificaciones de ADN,
proteinas y metabolitos, respectivamente. Las ciencias 6émicas han abierto la oportunidad
de tener una imagen global de los procesos biolégicos que se ven afectados en una pato-
logia. La aplicacion de esta aproximacion al estudio de la inflamacion alérgica, requiere un
fenotipado preciso de los pacientes, lo cual ha limitado su uso ya que la identificacién de
fenotipos graves es dificil de definir.

Un ejemplo de la importancia de incluir el fenotipo grave es el “modelo de gravedad”
para la alergia a los alimentos en pacientes con alergia respiratoria por polen de grami-
neas'8. En un primer estudio, se descubrid que mas de la mitad de los pacientes alérgicos
al polen de las gramineas que viven en zonas geograficas de alta exposicion al alérgeno
también estaban sensibilizados a la profilina, un alérgeno alimentario. Sobre todo, algunos
de estos pacientes alérgicos a la profilina mostraron reacciones sistémicas graves des-
pués de la prueba de provocacion oral*?. Este tipo de reacciones a la profilina apenas se
observa en otras areas de exposicion al polen de gramineas. En este contexto, el estudio
de este modelo fue critico para comprender los mecanismos moleculares que podrian ex-
plicar por qué estos pacientes que han tolerado la ingesta de profilina, de repente comen-
zaban a estar sensibilizados y desarrollan alergia alimentaria posteriormente, identificando
el remodelado progresivo de la mucosa oral como factor clave en dichas reacciones.

Con respecto a la aplicacién de 6émicas, después del andlisis de plasma por meta-
bolémica utilizando diferentes técnicas analiticas, se obtuvieron 844 sefiales quimicas por
muestra y se midieron hasta 48,000 transcritos de ARN de las células sanguineas (PB-
MCs), lo que llevé a una caracterizacion completa de la muestra de sangre. Siguiendo este
enfoque, se obtuvo una vista mas completa del fenotipo del paciente'8. En este estudio,
se incluyeron sujetos no alérgicos y pacientes alérgicos al polen de gramineas con dife-
rentes tipos de reacciones clinicas a una prueba de provocacion oral a profilina utilizando
concentraciones crecientes hasta simular la cantidad contenida en una racion de melon. El
éxito del estudio se basé en el desarrollo de un modelo predictivo multivariante (OPLSDA)
que utiliza sujetos no alérgicos y aquellos pacientes alérgicos con una clara respuesta gra-
ve a la profilina. EIl OPLSDA presenté un buen valor predictivo (Q2 = 75%) de los pacientes
alérgicos intermedios, en los que la prueba de provocacion oral no era concluyente. El
resultado permitié estratificar los pacientes en “no alérgicos”, “pacientes con alergia leve”,
“pacientes con alergia moderada” y “pacientes con alergia grave”. Curiosamente, los da-
tos clinicos, la metabolémica y el perfil transcriptomico se correlacionaron y confirmaron
esta estratificacion. Se determiné que los sujetos alérgicos graves presentaban perfiles
metabdlicos y transcriptémicos especificos. Se observd una alteracién del metabolismo
de los esfingolipidos, mostrando por un lado una disminucién de los niveles de esfingolipi-
dos derivados del intestino, tales como (esfinganina C17 y su analogo) y en por otro lado,
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un aumento de la esfinganina-1P derivada del ser humano, la esfingosina-1P y la esfingo-
sina (esta Ultima, con niveles disminuidos en el grupo grave en comparacién con otros gru-
pos alérgicos). Ademas, la esfingosina-1P es un metabolito producido principalmente por
plaguetas activadas, que tiene la funcién de sefalizar la activacién de otras plaquetas, cé-
lulas endoteliales, macréfagos, linfocitos Ty neutréfilos para movilizar y reparar el sitio del
endotelio afectado*4-46. Por otro lado, la mayoria de las funciones transcriptéomicas de las
plaguetas, como la adhesion de las plaquetas, la activacion, los receptores, la agregacion
de complejos, la sintesis de HETE-12 y el tromboxano A2, y tanto la induccién del cambio
de forma como los procesos de secrecién de granulos se encontraban disminuidas en los
pacientes de fenotipo grave. Estos hechos en conjunto sugieren que en pacientes “gra-
ves” el sistema de reparacion-inflamacién endotelial estd comprometido, probablemente
causado por un agotamiento o una autolimitacién de las funciones plaquetarias. Ademas,
se observé una alteracion del metabolismo de los lisofosfolipidos (LP), donde la mayoria
de los metabolitos se incrementaron en el grupo grave. En una publicacién anterior en la
enfermedad de las vias respiratorias alérgicas, una inyeccion intranasal de una mezcla
de LPC marcada (16: 0), LPC (18: 0) y LPC (18: 1) en un modelo de ratéon encontré un
aumento estadisticamente significativo de la inflamacién del tejido pulmonar y Niveles de
IL-447. Ademas, los LP estan implicados en distintas rutas bioldgicas pro inflamatorias:
tales como la produccion de factor de activacién plaquetaria (PAF), como sustrato para
la sintesis de acido araquidénico y como fuente de palmitico para producir esfingosina,
que las plaquetas capturan para producir esfingosina-1P. Finalmente, el tercer cambio
metabolico fue la alteracion del metabolismo energético. La disminucion de azucares y
carnitina y el aumento de &cido lactico indica un cambio en el metabolismo energético
conocido como “metabolismo de Warburg”. Este tipo de metabolismo en condiciones de
oxigeno es caracteristico para la activacion de las células T*8. Este cambio podria explicar
la fatiga y el dolor muscular en pacientes con “alergia severa”. Este enfoque muestra que
la combinacién de transcripciones y analisis metabdlicos en modelos clinicos bien dise-
flados que utilizan el grupo severo de pacientes arrojé algo de luz sobre la progresion de
la inflamacién alérgica.

Observaciones finales

En resumen, hemos revisado los tratamientos disponibles para las enfermedades
alérgicas y los pacientes con asma, con especial atencién a los pacientes de fenotipo
grave dificiles de tratar. La IT es el Unico tratamiento que modifica de forma permanente la
respuesta inmune, el uso de medicamentos biolégicos ha abierto la posibilidad de disefiar
nuevas estrategias de intervencion para utilizarlas como estabilizador antes de los trata-
mientos de IT (Figura 3). El principal problema para disefiar nuevas estrategias de interven-
cion es la falta de biomarcadores utiles para estratificar y monitorizar a los pacientes previa
o durante la intervencion. Proponemos el uso de herramientas dmicas y el desarrollo de
métodos de integracion para identificar biomarcadores de gravedad y sugerimos nuevos
mecanismos que expliquen la progresion de la inflamacion alérgica.
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