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Resumen: Las enfermedades alérgicas y autoinmune son frecuentes en la poblacion, afectan su calidad de vida y pueden
provocar la muerte. Las enfermedades alérgicas son una respuesta exagerada a antigenos extrafios inocuos y las autoinmune, a
los antigenos propios. La inmunoterapia de antigeno especifico ha logrado disminuir los sintomas, el consumo de medicamentos
y la evolucién a formas més graves de las enfermedades alérgicas. Esta enfermedad tratada con esa inmunoterapia ha sido
estudiada con algunas técnicas farmacogendmicas en muestras de sangre, células mononucleares de sangre periférica y
algunos tejidos con los objetivos de: predecir una respuesta clinica eficaz, en seleccionar a los pacientes que sean posibles
respondedores, en determinar las dosis 0ptimas para esta terapéutica, en buscar combinaciones con otros medicamentos y en
estudiar los mecanismos de accion de las diferentes vias de administracion de antigenos. Sin embargo, esta inmunoterapia en
las enfermedades autoinmune no ha alcanzado buenos resultados a nivel de ensayo clinico como en los estudios preclinicos.
A partir de las diferentes aplicaciones de la farmacogendmica en la inmunoterapia de antigeno especifico principalmente de
las enfermedades alérgicas se hacen algunas consideraciones, que favorezcan una transicion éptima de los candidatos mas
efectivos a ser vacuna en la préctica clinica de las enfermedades autoinmune.

Palabras Claves: gendmica, expresién de genes, vacuna o inmunoterapia antigeno especifica, diagnosticadores, alergia y
autoinmunidad.

Abstract: Allergic and autoimmune diseases are very frequent in the population, affect his life quality and can provoke death.
Allergies are an extraordinary response to undamaged strange antigen and autoimmune diseases, itself antigen. The antigen-
specific immunotherapy has gotten to decrease symptoms, the drug consumes and produces a way less dangerous of allergic
disease. This illness treated with this immunotherapy has been studied with some pharmacogenomic techniques in blood
samples, peripheral blood mononuclear cells, and several tissues for the following objectives: to predict a efficient clinical
response, to select highly probable patients that response to the treatment, to determine the optimum dosage or therapeutic
schedule, to looking for a new combinations with other treatments, and to study the action mechanism of the different ways to
administrate antigens. However, this immunotherapy has not got as good results in the autoimmune-disease clinical trials as
preclinical studies. In this paper, some recommendations and suggestions are written after to explain the different applications
of the pharmacogenomic researches of the antigen-specific immunotherapy in the allergic disease that permit a good transition
of the most effective vaccine candidate to clinical practice of autoimmune diseases.
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|
Introduccion

Las enfermedades alérgicas afectan desde un 10 al 40 %
de la poblacién de los paises industrializados segun la regién
geogréfical y a Cuba’ y las enfermedades autoinmunes, de
76 a 94 % de la poblacion® .En ambas enfermedades ocurre
una respuesta inmune inflamatoria exagerada a antigenos que
son inocuos. En las primeras, esos antigenos son extrafios al
organismo (alérgenos) y en las segundas, contra antigenos propios
del organismo (autoantigenos). Las enfermedades alérgicas son
menos heterogéneas que las enfermedades autoinmunes. En las
primeras, el antigeno diana causante principal de la enfermedad
generalmente es conocido, y en las segundas, no se logra
identificar esa diana. La inmunopatogénesis de las enfermedades
autoinmune estd asociada con una expansion epitdpica y un dafo
tisular mas importante que las enfermedades alérgicas antes
que el diagndstico se haya completado. En ambas enfermedades
estd indicado el tratamiento para aliviar los sintomas y el empleo

de antiinflamatorios inespecificos. Sin embargo, la inmunoterapia
de antigeno especifico (ITAE) juega un papel primordial ya que es
capaz de alterar el curso natural de ambas enfermedades.

La ITAE ha sido efectiva en la alergia a picadura de abejas, al
acaro de polvo doméstico, la caspa de mascotas y al polen por
via de administracién sublingual o subcutanea. La primera via
es mucho mds segura, lo cual favorece la administracion por el
mismo paciente en su domicilio* °. Ese tratamiento ha logrado
en las enfermedades alérgicas mantener su efecto después
de retirado con una remisién larga de los sintomas, previene
de nuevas sensibilizaciones a otros alérgenos y disminuye la
posibilidad de progresion a formas clinicas mas graves de esa
enfermedad. Por ejemplo, los pacientes con rinitis alérgicas no
lleguen a padecer de asma o anafilaxia. Este tratamiento indicado
en los inicios de la enfermedad es mejor para evitar la expansion
epitdpica o polisensibilizacién a varios alérgenos. También puede
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llegar a tener un perfil de seguridad y costo-beneficio mejor
que los farmacos inmunosupresores inespecificos o aliviadores
de sintomas. En este tratamiento es importante identificar el
alérgeno causal clinicamente mds relevante para pacientes
mono- como polisensibilizados por la historia clinica y los
examenes complementarios.

Los objetivos fundamentales de desarrollo de la ITAE es
aumentar la seguridad mediante nuevos esquemas de tratamiento
gue disminuyen el tiempo de escalamiento gradual de la dosis,
consiga una mayor adherencia del paciente al tratamiento y
mejoren la efectividad en la induccion de inmunotolerancia. La
tolerancia clinica es un estado de no respuesta inmune especifica
contra antigenos inocuos extrafios o propios sin desencadenar
sintomas durante largo periodo de tiempo mediante el aumento
del umbral de activacién de las células efectoras y cambios en la
funcion de las células T y B de memoria especificas de antigena®.
La ITAE ha tenido buenos resultados en los estudios preclinicos
con animales modelos de enfermedades autoinmunes, pero no
ha logrado esos éxitos en los ensayos clinicos. A excepcion de
la enfermedad celiaca, que tiene un candidato en ensayo clinico
entre la fase | y Il; cuyo antigeno desencadenante principal es el
gluten’.

La farmacogendmica es una parte de la farmacogenética
que estudia la influencia de muchos genes con un enfoque
sistémico o global en la respuesta al tratamiento farmacoldgico
0 inmunoldgico mediante tecnologias generadoras de gran
cantidad de datos: la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa (RCPc), el microrreglo de &cido desoxirribonucleico
(ADN), la secuenciacion de acido ribonucleico (ARN) y de ADN. Se
ha empleado en el estudio de la ITAE en los modelos preclinicos
y en los ensayos clinicos para predecir una respuesta eficaz, en la
seleccion de los pacientes que sean posibles respondedores, en
realizar una combinacidn sinérgicas o aditivas de varios esquemas
de tratamiento, en determinar las dosis 6ptimas de antigeno para
esta terapéutica y en el estudio de los mecanismos de accion
de las diferentes vias de administracién de antigeno. En esta
revision se expone las diferentes metodologias empleadas en las
anteriores aplicaciones de los estudios farmacogendmicos de la
ITAE principalmente en las enfermedades alérgicas y se realizan
algunas recomendaciones para que esta terapéutica mejore sus
resultados clinicos en las enfermedades autoinmune.

Monitorear la evolucion clinica y predecir la respuesta
eficaz al tratamiento.

El diagndstico subrogado de la ITAE con el objetivo de
monitorear la respuesta al tratamiento y mostrar indicios pre-
coces de su eficacia clinica ha sido investigada en las células
dendriticas y células T. En uno de los estudios de las células
dendriticas se emplearon 2 estrategias complementarias para
comparar los proteomas totales de las células dendriticas
efectoras con las células dendriticas tolerogénicas derivada
de monocitos in vitro: electroforesis bidimensional y espectro-
metria libre de marcaje®. Los genes diferencialmente expresa-
dos fueron confirmados como diagnosticadores posibles en la
RCPc en sangre periférica y en Western Blot en una muestra
de 79 pacientes. Se identificaron 6 genes relacionados con las
células dendriticas efectoras tipo 1 (DC1, favorece la diferen-
ciacion de las células T auxiliadoras de tipo 1) y DC17 (favore-
ce la diferenciacidn de las células T auxiliadoras de tipo 17), y
8 genes relacionados con las células dendriticas regulatorias
(DCreg). De los primeros tipos de células no se descubrid nin-
gun gen relacionado con la eficacia clinica. Sin embargo, del
segundo grupo de células se descubrieron dos genes: C1Q (gen
del componente 1 del complemento) y STAB1 (gen del recep-

tor de lipoproteina de baja densidad). La expresion de esos dos
genes aumento en los pacientes respondedores clinicos y no
asf, en los pacientes no respondedores o tratados como place-
bo. En el andlisis de curva ROC (siglas del inglés, caracteristi-
cas operacionales del receptor) de esos dos genes se obtuvo
un drea bajo la curva entre 0,71 a 0,77 (p<0.05) para el gen
C1Q (gen de las subunidades A, B, C del subcomponente Clq
del complemento) y 0,71 para el gen STAB1 (p=0,0187).

En otro ensayo similar se compardé el perfil transcripto-
mico y el protedmico de células dendriticas derivadas de mo-
nocitos y polarizadas in vitro hacia las DCL, hacia las células
dendriticas tipo 2 (DC2, favorece la diferenciacion de células T
auxiliadoras tipo 2) y hacia DCreg mediante microarreglo am-
plio del genoma a partir de ADN complementario y proteémica
cuantitativa libre de etiquetado, respectivamente®. Los genes
diferencialmente regulados en DC2 y DCreg fueron evaluados
por medio de la RCPc en células mononucleares de sangre pe-
riférica de 80 pacientes con alergia al polen de hierba antes y
después de 2 a 4 meses de ITAE sublingual, en paralelo con el
indice de sintomas de la rinoconjuntivitis. Los genes asociados
con DC2: CD141 (gen de la trombomodulina, THBD), GATA3
(gen de la proteina 3 de union GATA), y RIPK4 (gen de la pro-
tefna quinasa serina /treonina 4 de interaccion con el receptor)
fueron infraexpresado concomitantemente con una sobreex-
presién de los genes asociados a las células DCreg: C1QA y
FCGR3A [gen del receptor IlIA del fragmento Fc de la inmu-
noglobulina (Ig) G] en sangre de respondedores clinicos y no
ocurrié asi en los no respondedores. Esos cambios genéticos
fueron mejor correlacionados con un beneficio clinico que las
alteraciones de las células T CD4+ especifica de alérgeno o la
respuesta de IgG. La combinacion de esos 5 genes expresa-
dos en células dendriticas sanguineas: C1Q, CD141, FCGR3A,
GATA3, y RIPK4 (estos tres ultimos existentes también en las
células linfoides) y conjuntamente con el gen de STABL del
estudio anterior son posibles diagnosticadores; que reflejan
los cambios en el balance regulatorio proalérgico en sangre
periférica, permiten monitorear temprano (2 meses) el inicio
de la eficacia de ITAE y ser predictivos de la tolerancia clinica.
De estos dos estudios independientes sélo el gen C1QA ha sido
reproducible.

La busqueda de diagnosticadores subrogados de eficacia
clinica se harealizado en las células T auxiliares (CD4+) perifé-
ricas especificas de polen de hierba (alérgenos Phlp 1y Phip 5)
provenientes de células mononucleares de sangre periféricas
antes, alos 2 meses y a los 4 meses de tratamiento.10 Aunque
se logré un mejoramiento de los sintomas en un 29,2 % de los
pacientes que recibieron tabletas de ITAE, la disminucién de la
expresion de los genes de las citoquinas interleucina-4 o IL-4
(IL4) e IL-10 (IL10) mediante la RCPc y de la secrecion de la
citoquina IL-10 en los pacientes (p<0.001) fue sin correlacién
con un beneficio clinico. Se concluyd que los cambios detecta-
dos en esas células T auxiliadoras no son diagnosticadores de
eficacia temprana del mejoramiento clinico de los pacientes.
Sin embargo, en otro estudio los niveles de expresién de los
genes de IL17 y RORC (gen del receptor C huérfano del re-
ceptor de 4cido retinoico) fueron determinados por la RCPc de
ARN total extraido de las células mononucleares periféricas in
vivo y ex vivo'. Los niveles de expresion de esos genes fueron
altos en los pacientes alérgicos no tratados con respecto a los
sanos voluntarios y disminuyeron con la ITAE aunque no llega-
ron a los niveles de los individuos sanos. Esa disminucién fue
detectada también en las proteinas de los genes de IL17 y sus
genes asociados (IL6 e IL23) en un inmunoensayo enzimatico
en plasma. También se observd una correlacion positiva entre
los niveles de ARN mensajero y las proteinas del gen de IL17
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con el puntaje de sintomas alérgicos™ 2. Las frecuencias de
células T auxiliares de tipo 17 disminuyeron y de las células
T auxiliares secretoras de la citoquina IL-10 aumentaron des-
pués de la ITAE con respecto antes de recibir tratamiento. Por
todo lo anterior, se concluyd que la ITAE inhibe la inflamacion
mediada por las células T auxiliares tipo 17 en la rinitis alér-
gica a &caros de polvo doméstico y que la determinacion de la
expresion génica de la IL17 es un diagnosticador posible de la
severidad de la enfermedad y del efecto de la ITAE a los dos
afos de tratamiento.

Seleccidn de pacientes posibles respondedores

Los diagnosticadores predictivos son aquellos que permi-
ten incluir aquellos pacientes que responderan al tratamiento
o0 excluir aquellos que no se beneficiaran de la ITAE. Se ha em-
pleado en las enfermedades alérgicas alimentarias de aquellos
individuos que comparten los antigenos leucocitarios de histo-
compatibilidad tipo Il (HLA, de sus siglas en inglés): HLA DR4+
y HLA DR15+, Ese diagnéstico también se ha aplicado en las
enfermedades celiacas y en la esclerosis multiple. Estas dos
enfermedades autoinmunes tienen una causa poligénica mul-
tifactorial con un riesgo genético altamente relacionado con los
genes de HLA tipo II. Los individuos celiacos del ensayo con el
candidato inmunoterapéutico Nervax 2 (Immusan T, Massachu-
setts, Estados Unidos de Ameérica) fueron incluidos en una de
las tres cohortes de acuerdo si son homocigotos o no para los
genes codificantes DQA1*05 y DQB1*02*. Los alelos DQAL y
DQBLI codifican la proteina heterodimérica alfa beta que reside
en las células presentadoras de antigeno y facilita la interaccion
con el receptor de las células T CD4+ y el péptido de gluten.
Estos genes representan entre el 80 y 90 % de los pacientes
celiacos en la poblacién de Australia, Nueva Zelandia y Estados
Unidos y también de Cuba'®. Ese genotipaje es realizado en la
RCP mediante el empleo de cebadores especificos de cada uno
de las secuencias de esos alelos. Ademas de ese genotipaje se
realizé la determinacion in vitro de la actividad de células T es-
pecificas de los pacientes mediante un inmunoensayo enzima-
tico de interferon gamma en sangre después de un desafio con
los péptidos constituyentes de la vacuna'®.

Los enfermos de esclerosis multiple secundaria progresiva
seleccionados en un ensayo con ITAE intradérmica de una mez-
cla de 4 péptidos de la proteina basica de mielina ATX-MS-1467
(Bubendorf, Suiza) tienen los alelos DRB1*01, 04, 07,11, 13, 14,
y 15%, Esos alelos constituyen un 77% de frecuencia del haplo-
tipo caucasiano y tienen una asociacion de susceptibilidad con
esta enfermedad. Los alelos de HLA-DRB1 fueron diagnosti-
cados por el genotipaje de baja resolucion mediante la RCP de
polimorfismo de conformacion de cadena simple estandar en
ADN extraido de leucocitos sanguineos periféricos. En el caso de
Cuba, se ha logrado identificar una susceptibilidad a esta enfer-
medad en los alelos DRB1*15y 14 y DQA1*01 y DQB1*06 y una
asociacion de proteccion en el alelo DRB1*11 con la esclerosis
multiple'®. Se concluyd que esos dos candidatos a vacunas son
seguros y que el primero fue efectivo en reprogramar las células
T CD4+ al evitar la inflamacidén de las células intestinales des-
pués de varios desafios de los pacientes al gluten.

Favorecer el estudio de la combinacion de medicamentos

Se evalud el efecto de las células B sobre las células den-
driticas a través de la expresion del gen tromboespondina-1
(TSP1) en producir tolerancia en un modelo animal de alergia
alimentaria a ovoalbdmina y como la ITAE se puede combi-
nar con un tratamiento antilL-13 para mejorar ese proceso'.
EL ARN total fue aislado de las células del intestino, bazo y

nédulos mesentéricos de los ratones sometidos al tratamiento
por via oraly a lainyeccién 48 horas después del inicio del ITAE
con un antagonistas antilL-13. Se obtuvo ADN complementa-
rio donde se analizd la expresion de TSP1 en la RCPc. También,
se realizd Western Blot y la RCP especifica de metilacién de
ese gen. La exposicidn a la citoquina IL-13 inhibiod la expresién
de TSP1 en células B, y mejord la metilacién de ADN del gen
TSP1. El tratamiento de los ratones con alergia alimentaria
con la combinacién de ITAE y antagonistas antilL-13 restaurd
la generacidn de células dendriticas tolerogénicas y mejord el
efecto terapéutico de la inmunoterapia. Las células B fueron
requeridas en la generacién de células dendriticas productoras
del factor de crecimiento transformante beta o TGF beta. La
TSP1 derivada de células B convirtié el TGF beta latente en
activo en las células dendriticas por una reaccion proteolitica.

Estudio de las dosis dptimas de la inmunoterapia de
antigeno especifico.

A los nifios con rinitis alérgica de un ensayo clinico se
dividieron en tres grupos de dosis acumulativa semanal: 200
000 SQ-U, 24 000 SQ-U y 0 SQ-U (placebo) de una mezcla
glicerinada de polen de abedul, avellana y aliso (ALK-Abello,
Hersholm, Dinamarca) por via sublingual*?. De su sangre pe-
riférica se le extrajo las células mononucleares antes, al afio
y a los 2 afios de tratamiento que fueron estimuladas in vitro
con derivados de las proteinas purificadas del Mycobacterium
tuberculosis, con el alérgeno y otro grupo no fue estimulada.
De esas células se extrajo el ARN mensajero en lo que se estu-
diaron los genes siguientes en la RCPc: IL17, IL23, IL27, FOXP3
(factor de transcripcion regulador de desarrollo de las células
T regulatoria), IL10 y TGFB1 (gen del factor de crecimiento
transformante beta). La expresion del gen de IL17 inducida por
el alérgeno fue significativamente aumentada en los pacien-
tes con una alta puntuacién combinada de sintomas y medi-
camentos (pardmetro que se incrementa por cada sintoma y
su intensidad y tipos de medicamentos administrados) de dos
afos. También, existio correlacién positiva entre los niveles de
expresion del gen de IL17 y esa puntuacién en el grupo total
de estudio y fundamentalmente con el grupo tratado con ma-
yor dosis al cabo de 2 afios (r=0,74; p=0,027). La expresion del
gen FOXP3 inducida por el alérgeno fue significativamente au-
mentada en el grupo tratado con la méxima dosis acumulativa
semanal después de 2 afios de estudios cuando se compara
con antes de recibir tratamiento (p=0,016) y con el grupo pla-
cebo (p=0,028). Se encontrd una correlacion en la expresion de
los genes IL10 y TGFBI1 con el gen FOXP3 en el estudio total.
Este ultimo gen esté relacionado con las células T regulatorias
especificas de alérgeno que también aumentaron durante el
tratamiento.

En un estudio preclinico en ratones transgénicos con en-
cefalitis autoinmune experimental que constituye un modelo
de estudio de la esclerosis multiple se evaliio como el escala-
do de las dosis de la ITAE subcuténea (0,08; 0,8; 8; 80 y 800 ug
de proteina basica de mielina) influye en los perfiles transcrip-
cionales e inmunoldgicos de las células T auxiliares®. Se rea-
lizd microarreglos de ADN a las células T auxiliares aisladas y
luego, se confirmaron sus hallazgos con la RCPc. También se
realizo andlisis de citometria de flujo y de proliferacion celular.
A partir de 8 ug de antigeno se produce anergia proliferativa y
disminuyen las citoquinas asociadas con las células T auxilia-
doras de tipo 2 (IL-2 e interferén gamma). Mediante un andlisis
multivariado de datos para agrupamientos de genes, visualiza-
cion y analisis de componentes principales se reveld una pro-
gresiva supresion de transcriptos que regulan positivamente
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las funciones efectoras inflamatorias y reprimen las vias del
ciclo celular. Los genes de los factores de transcripcion: CMIP
(gen de la proteina inductora de c-maf) y NFIL3 (gen del factor
nuclear regulado de la proteina IL-3) aumentaron su expresion
al igual que los genes de las moléculas coestimulatorias ne-
gativas: LAG3 (gen 3 de activacion de linfocitos), TIGIT (gen del
inmunoreceptor de células T con dominio de Ig y mativo inhibi-
torio basado en tirosina), y HAVCR? (gen del receptor celular 2
del virus de hepatitis A) a nivel de ARN mensajero y proteina.
Esas moléculas caracterizan a las células T auxiliares regula-
torias y su expresion correlaciona con la citoquina inmunore-
gulatoria IL-10. Estos patrones de expresion de transcriptos
coordinados y especificos de estadios evolutivos suministran
una racionalidad en el escalado de dosis del ITAE que permita
minimizar los riesgos asociados con la administracion tanto
profildctica como terapéutica de esa vacuna y lograr una mo-
dulacién sostenida de esas células T auxiliares especificas de
antigeno.

Descubrir el mecanismo de accion de la inmunoterapia
de antigeno especifico

El mecanismo clave de esta inmunoterapia es lograr la
tolerancia periférica sostenida mediante la presentacién an-
tigénica en un contexto no inflamatorio. Las células T CD4+
requiere de tres sefiales cuando interactua con las células pre-
sentadoras de antigenos: 1) una sefial de especificidad para la
union del receptor de célula T CD4+con un péptido antigénico
corto presentado por el complejo mayor de histocompatibilidad
tipo 2 (MHCII), 2) una sefal de coestimulacién negativa sumi-
nistrada por un numero diferente de pares de ligando-receptor
sobreexpresado en un ambiente no inflamatorio y 3) una sefial
de regulacién mediante citoquinas inhibitorias®.Esas tres se-
fales genera células T anérgicas, apoptosis de células T CD4+
efectoras o la generacidn de células T regulatorias. Si la ITAE
actua a nivel de las células T virgen de contacto con el anti-
geno se favorece la apoptosis de aquellas que son especificas
para los péptidos de la vacuna o induce la diferenciacion de las
células T regulatorias. Esas células T regulatorias inhiben las
células T memorias efectoras patogénicas y ademas, supri-
men la diferenciacién de otras células T virgen que reconocen
otros antigenos propios liberados como resultados de un dafio
tisular y evitan asi, la expansion epitdpica. Si la vacuna influye
directamente a nivel de las células T de memoria promueve
la apoptosis y su anergia®’. También, es importante la dosis de
antigeno para inducir tolerancia. A bajas dosis se favorece la
anergia mientras la exposicidn crénica y repetida a altas dosis
de ese antigeno se favorece la conversion de células T efec-
toras altamente diferenciadas en células T regulatorias se-
cretoras de la citoquina IL-10 de cada fenotipo (T auxiliadoras
de tipo 1, 2 y 17). Por eso se recomienda realizar esquema de
incremento gradual de dosis. Primero, se comienza con bajas
dosis de antigeno y se incrementa hasta llegar a una alta dosis
de mantenimiento donde se logra la inmunosupresion sin la
posibilidad de efectos colaterales peligrosos. Con ese estimulo
inicial de alta dosis antigénica pudiera ocurrir la activacion y
proliferacion de células T CD4+ y la concomitante liberacién
excesiva de citoquinas.

El fendmeno de tolerancia periférica es un proceso multi-
paso donde participan érganos linfoides y tejidos periféricos?.
Primero, ocurre la migracién de las células dendriticas carga-
das de antigenos de la ldmina propia hacia los nédulos linfa-
ticos locales. En estos nddulos las células estromales y las
células dendriticas inducen la expresion de los receptores de
localizacién en las células T especificas a antigenos y, ademas,
favorecen su diferenciacion en células T regulatorias FOXP3+

inducida y dependiente TGF beta. Estas células regulatorias
inducidas regresan a la ldmina propia periférica donde se ex-
panden bajo la influencia de los macréfagos secretores de la
citoquina IL-10. Algunas de esas células T regulatorias pasan
de ese tejido periférico por via linfatica o sanguinea a disemi-
narse a través del sistema inmune y promueven la tolerancia
local a nivel sistémico.

Todos los genes mencionados en esta revision fueron con-
firmados por otra técnica independiente a la que se obtuvo su
descubrimiento y pueden ser recogidos en cinco mecanismos
por el orden de aparicion una vez comenzada la administracion
de este tratamiento: a) la existencia de un ambiente protole-
rogénico y adyuvante en el sitio de administracion de la ITAE,
b) los efectos de desensibilizacion muy temprano (de horas a
dias) relacionados con células efectoras: los basdfilos y las
células B, ¢) los efectos de desensibilizacion temprano (a los
pocos meses) relacionados con las células presentadoras de
antigeno, d) los efectos intermedios de induccion de tolerancia
(de meses a 2 afios) en las células T periféricas, e) los efectos
tardios de induccion de tolerancia ( de 2 a 4 afios) en la gene-
racion de células B regulatorias (tabla 1y figura 1). De esos
procesos principales en el mecanismo de la ITAE se explicaran
a continuacion la existencia de un ambiente tolerogénico en
la via de administracion y la desensibilizacion mediada por los
basdfilos, las células Ty las células B.

Con el objetivo de estudiar el microambiente de citoquinas y
la expresion de estructuras dianas para adyuvantes en la regién
sublingual, tejido gingival y bucovestibular de la mucosa oral con
respecto a la piel se recogiéd muestras de hiopsias y raspado oral
de 20 individuos antes de las 24 horas después de muerto®. Se
evalud laexpresion de genes en la RCPc de las células T auxiliado-
ras tipo 1 (TBX21 o gen del factor de transcripcion de diferencia-
cién de este tipo de células T e IFNG o gen del interferéon gamma);
tipo 2 (GATAS e IL4); tipo 17 (IL17A, IL17F, IL22, IL6, IL16, CCL20
o0 gen del ligando 20 de quemoquina tipo CC y RORC) y tipo regu-
latoria (FOXP3, IL10 y TGFB1) y las células dendriticas (TLR2 y
TLR4,0 genes de los receptores 2 y 4 parecidos a Toll). También
se analizd las proteinas expresadas de esos genes en citometria
de flujo e inmunohistoquimica. Descubrieron que la region vesti-
bular y sublingual de la mucosa oral tienen propiedades protole-
rogénicas. Ambas regiones forman un microambiente de células
T auxiliadoras tipo 1 predominante con respecto a la presencia de
células T auxiliadoras tipo 2 que no fue detectada en ninguno de
los sitios estudiados. También existe un microambiente de célu-
las T auxiliadoras tipo 17 de proteccion contra la actividad micro-
biana. Existe gran nimero de células dendriticas en la mucosa
oral donde se detecta una gran expresion de receptores de esas
células (TLR2 y TLR4), més en la regidn vestibular que en la re-
gion sublingual; que pueden emplearse como estructuras dianas
de adyuvantes. Por tanto, la regién vestibular puede ser un sitio
de administracién alternativo y atractivo de vacunas que usen la
mucosa oral.

En dos estudios se mejora la comprension de los basofilos
sanguineos en el mecanismo temprano de desensibilizacion alér-
gica de la ITAE subcuténea. De los pacientes con rinitis alérgica
tratados con la ITAE de extracto alergoide Der p1 Depigoid (Leti,
Madrid, Espafia) y los controles enlazados por edad y sexo se
recogié muestra de sangre periférica antes del tratamiento y 4
horas después?®. Se realizd la RCPc de los genes de la histamina
N-metiltranferasa (HNMT) y la triptasa alfa/beta 1 (TSPABL) que
estan relacionados con mediadores alérgicos. Los basdfilos san-
guineos de los pacientes bajo tratamiento tienen un aumento de
la expresion de IgE unida a receptor, el cual estd correlacionado
con la IgE total sérica y una disminucion en la expresion génica
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de HNMT y la TSPABLI cuando se compara con los alérgicos sin
esta inmunoterapia. Existe una correlacion negativa significativa
entre la expresion del gen HNMT y el tiempo bajo tratamiento.
También, en otro estudio de los basdfilos purificados de sangre
periféricas de pacientes tratados con ITAE de veneno de avispa y
sujetos controles, se investigd la influencia de la expresién de los
genes de los receptores de histamina 1, 2 y 4 (HIR, H2R y H4R)
sobre el receptor de alta afinidad de IgE y la liberacion de histami-
nay de leucotrieno mediante la RCPc, la citometria de flujo y el
inmunoensayo enzimatico®. Se determind una répida regulacion
positiva del gen H2R dentro de las primeras 6 horas en la fase de
induccion de la ITAE. Ese gen suprimio selectivamente la activa-
cién inducida del receptor de alta afinidad de IgE v la liberacion
de los mediadores quimicos y también la produccidn de citoquina
in vitro.

En varios estudios con respecto al efecto de desensibiliza-
cion de las células T por la ITAE se sugiere que la respuesta in-
mune de células T auxiliadoras tipo 2 es poco modificada o es
inhibida transcripcionalmente por una respuesta aumentada de
células T auxiliadoras tipo 1y la existencia de un efecto regulato-
rio mutuo con un equilibrio dindmico entre células T regulatorias
y las células T gamma delta con la cadena variable gamma lll en
la rinitis alérgica antes y después de una inmunoterapia efectiva
de 1 afo. También se analizé el efecto de esa inmunoterapia so-
bre la via de sefializacion de la citoquina IL-4, sobre las vias de
apoptosis de esas células y la poblacidn de células T de memo-
ria anérgicas y tolerogénicas. En el primer estudio se estudio el
efecto de las dosis sobre la expresién de los genes IL18, SLAMF1
(gen de la molécula de activacion linfocitica de sefalizacion) y
GATA3%. La expresion de ARN mensajero de IL18 fue aumenta-
da en el grupo de alta dosis en comparacion al placebo después
de 1 afio de terapia (p=0.028) y tuvo una correlacion inversa con
la reaccion cutdnea de fase tardia en el segundo afio (r= -0,41;
p=0,04). La expresion del gen de SLAMF1 aumentd en el grupo
de dosis alta desde la linea base a 1 afio (p=0,028) y correlaciond
con los ARN mensajeros de IL10 (r=0,096, p<0,0001) y de TGFB1
(r=0,8; p=0,0037). No hubo cambios significativos en el ARN men-
sajero de GATA3. En otro ensayo clinico se estudia la expresion
del gen FOXP3y de la subfamilia de genes de la regién variable
del receptor de células Tgamma-delta (TRVGL, TRVG2 y TRVG3)
a partir de la RCPc de ARN total purificado de las células T de
sangre periférica?®. Los niveles de expresion del gen FOXP3 'y de
los genes de la subfamilia de la cadena variable gamma de los
receptores de células T en los pacientes con rinitis alérgica fue-
ron significativamente menores que en los sujetos saludables. La
expresion de los genes TRVG1 y TRVG? fue similar antes y des-
pués de la ITAE. Sin embargo, los genes FOXP3 y TRVG3 fueron
significativamente mayores después de la ITAE que antes de ese
tratamiento. Esos dos genes correlacionaron negativamente con
la puntuacion analoga visual de sintomas alérgicos (escala de O
a 10: de minimo a méximo malestar). Los niveles de expresién de
los genes TRVG1 y TRVG2 correlacionaron positivamente con los
niveles de expresion de FOXP3 antes de la ITAE. Sin embargo, los
niveles de expresion de TRVG3 correlacionaron significativamen-
te con FOXP3 antes y después de la ITAE.

Se analizé el efecto sobre los niveles de expresién de los ge-
nes del receptor soluble (sIL4R) y del receptor unido a membrana
de IL4 (IL4R) en pacientes tratados con ITAE mediante la RCPc a
partir de células mononucleares de sangre periférica in vivo y ex
vivo®, Ademés, se revisaron los datos almacenados digitalmente
de un microarreglo de los diferentes tipos de células T auxiliado-
ras 1,2, 17 y regulatoria para evaluar la expresion de ese receptor.
ELITAE produce una disminucion del gen IL4R y de la citoquina IL-

4. Este receptor se encuentra representado en todas las células T
auxiliadoras, pero es mas abundante en las células T auxiliadoras
tipo 2. Es decir, que su disminucion en la expresion por el trata-
miento no sélo representa una disminucion a nivel molecular sino
también a nivel celular. El gen sIL4R aumenta su expresion por
el ITAE. Estos cambios de los genes de sIL4R e IL4R concuerdan
con los obtenidos a nivel de sus respectivas proteinas en el suero
de los pacientes en un inmunoensayo. El efecto inhibitorio del re-
ceptor soluble y el efecto potenciador del receptor unido a mem-
brana en la sefializacion de la citoquina IL-4 es una explicacion
inmunoldgica a nivel basico y clinico novedosa del mecanismo de
la ITAE en los pacientes tratados.

Se tomd células mononucleares de sangre periférica en
descanso de nifios con alergia alimentaria al mani tratados con
ITAE oral y se aislaron las células T con moléculas de superficie
CD3+. Se realizd microarreglo de ADN de esas células Ty se de-
tectd una expresion disminuida de los genes de apoptosis a los 6
meses con respecto antes de tratamiento®. Esos genes fueron:
BCL2L11, GADD45A, TNFSF8 y RELA. EL primero corresponde
a la regulacién de apoptosis mediante proteinas mitocondriales;
el segundo, a la apoptosis dependiente de p53 y el tercero y el
cuarto, a la via antiapoptdtica TNFs/NF-kappaB/IAP. Este resul-
tado refleja lo que sucede para la poblacién general de células T,
pero no es lo esperado para la células T auxiliadoras tipo 2 efec-
toras especificas del antigeno en donde debe estar aumentada
su apoptosis. Los autores sugieren que primero se realice una
separacion de esas células mediante complejos de tetrdmeros de
MHCII con los péptidos de ese alérgeno en citometria de flujo y
luego, la determinacién de expresion de genes.

Se realiz6 un perfil transcripcional con alrededor de 22 ge-
nes en RCPc de alto flujo basada en la tecnologia de microfluido
Fluidigm Biomark System® (Fluidigm Corporation, California, Es-
tados Unidos de América) a nivel de una simple célula separa-
das de monocitos de sangre periféricas de individuos alérgicos al
mani por reactivos de dextrameros de moléculas del MHCII con
los péptidos del alérgeno Ara h 2 en citometria de flujo activada
por fluorescencia'®* Mediante un anélisis multivariado de los da-
tos de los genes se descubrid que las células T auxiliadoras de
los clones de receptores de células T diverso se expandieron en
frecuencia y cambiaron de un fenotipo alérgico (IL4+/IL13+) y re-
gulatorio (FOXP3+/CD25+/IL10+) a un fenotipo anérgico (CD28-/
CD38-/IFNG-/IL3-/IL4-/IL10-) y no alérgico (IFNG+). Estos cam-
bios fueron asociados con una disminucion de los sintomas alér-
gicos vy al desarrollo de una tolerancia inmune operacional. La
administracién de antigeno de manera repetida fue critico en lo-
grar que ese fenotipo anérgico de memoria de larga vida (CD28-/
MKIG7-/CDGS- o con baja expresion/CD45RA con baja expresién)
aumentara gradualmente sobre los demads subtipos de células T
auxiliadoras y se favorezca una memoria anérgica y un ambiente
tolerogénico.

La generacion de células B regulatorias se producen en pa-
cientes alérgicos tratados con la ITAE de fosfolipasa A2 (alérgeno
principal de veneno de abeja) y tiene una potente supresion de la
proliferacidn de células T CD4+ de antigeno especifico y un au-
mento de la expresion de la IgG4®. En un ensayo preclinico de
un modelo de ratdn de alergia alimentaria con ovoalbimina®2.Se
estudié que efecto provocaba la ITAE con ese antigeno y con el
agente probidtico Clostridium butyricum sobre la inflamacion in-
testinal del ratén. Se aplicd la RCPc para determinar la expresion
de los genes de IL10, BCLG (gen de la proteina 6 del linfoma de
células B) y IGHE (gen de la IgE) y también se realizd Western
Blot y citometria de flujo. Se comprobd in vitro que la células B
antigeno especifica del bazo del raton tratada con la combinacion
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accion

Células Ty Aumento de los siguientes genes de citoquinas y factores de | Los genes IL10, TGFB1 y FOXP3 estan asociados a una
Existencia de un dendriticas de la | transcripcién de la mucosa oral con respecto a la piel: a) gen | respuesta T auxiliadora regulatoria.
ambiente regién de la Interleucina 10 o IL-10 (IL10), gen del factor de Los genes IFNG y TBX21 estan asociados a una
adyuvante y blingual crecimiento transformante beta (TGFB1) y gen del factor de | respuesta T auxiliadora tipo 1. El genTBX21 codifica un
protolerogénico gingival y transcripcién regulador del desarrollo y funcién de las células | factor de transcripcidn de diferenciacion de células T
en el sitio de vestibular de la T reg orias (FOXP3); b) gen de interfer6n gamma (IFNG) | auxiliadora tipo 1.
administracion. mucosa oral y v gen de la proteina 21 de la caja T (TBX21); ¢) genes de los | Los genes IL17 y RORC estan asociados con una

piel receptores 2 y 4 parecido a Toll (TLR2 y TLR4):; d) gen de respuesta auxiliadora tipo 17. El gen RORC codifica el
IL-17 (IL17) y gen del receptor C huérfano del receptor de factor de transcripcién de diferenciacién de células T
acido retinoico (RORC). auxiliadora tipo 17.
No se detectaron los genes de IL-4 (IL4) ni de la proteina 3 Los genes IL4 y GATAS3 estan asociados a una respuesta
de unién GATA (GATA3). T auxiliadora tipo 2. El gen GATA3 codifica un factor
de transcripcion de diferenciacion de células T
) auxiliadora tipo 2.
Disminucién de la | Baséfilos. Disminucién del gen de la histamina N- metil transferasa, El gen HNMT codifica para una enzima del catabolismo

cantidad y funcién
de células
inflamatorias.

Estudio in virro.

Células B
intestinales,
bazo y nédulos
mesentéricos.
Estudio in vitro.

(HNMT) y del gen de la Triptasa AB1 (TSPABI),
Aumento del gen receptor de histamina 2 (H2R)

Aumento del gen de la tromboespondina 1 (TSP1 o THBS1).

de la histamina. El gen TSPABI1 codifica para un
mediador proteolitico de la alergia. El gen H2R codifica
para un receptor con actividad inmunosupresora sobre el
receptor de alta afinidad de inmunoglobulina (Ig) E.

El genTSP1 codifica para una glicoproteina que favorece
la conversién del factor de crecimiento transformante
beta de una proteina inactiva en activa por medio de la
protedlisis.

Generacion de
células dendriticas
tolerogénicas.

Presencia o
generacion de
células T
tolerogénicas o
anérgicas o
regulatorias.

Células
dendriticas
Regulatorias.
Estudio in vivo.

Células
mononucleares
periféricas.
Estudio ex vivo.

Células T
gamma delta.

Células T
anérgicas
especificas de
antigeno.

Estudio in vitro.

Aumento de los genes del componente 1 del complemento
(CQ1), del gen del receptor de lipoproteina de baja densidad
acetilada (STAB1) y del receptor IIIA para la IgG
(FCGR3A).

Aumento de los genes IL10, TGFB1 y FOXP3.
Disminucién del gen IL17

Aumento del gen de la regién variable tipo III de la cadena
gamma del receptor de células T (TRVG3).

Disminucién del gen marcador de célula de memoria inactiva

de largo plazo CD45RA (PTPRC, gen del receptor tipo C de
1a proteina tirosin fosfatasa), del gen marcador de

proliferacién Ki-67 (MKI67), del gen marcador de activaciéon

linfocitaria temprana (CD69), del gen de la glicoproteina de

superficie CD28 especifica de células T (CD28) y del gen de

1a enzima bifuncional adenosin difosfato ribosa ciclasa y
adenosin difosfato ribosa ciclico hidrolasa 1 (CD38).

El gen CQ1 participa en la inmunidad innata y favorece
el desarrollo de células dendriticas tolerogénicas.

El gen FCGR3A codifica para ese receptor de IgG que
participa en la citotoxicidad dependiente de anticuerpo y
en la fagocitosis.

| La citoquina codificada por el gen IL10 disminuye la

expresion de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo 2 (MHCII) y las moléculas
coestimulatorias e inhibe la capacidad presentadora de
antigenos de los monocitos y de los macréfagos
activados. La citoquina del gen TGFB1 induce la
expresion de FOXP3 y la conversion de las células T en
regulatorias y su proliferacién, favorece el cambio de
subclase de IgG4 en las células B y la remodelacion del
tejido residente, disminuye la expresion de IgE especifica
de antigeno e inhibe los mastocitos, los baséfilos y los
eosinéfilos. La citoquina del gen IL17 activa las células
no inmunes como las células endoteliales para que
secreten quemoquinas facilitadoras de la migracién de los

| monocitos al sitio de infeccién.

El gen TRVGS3 codifica un polipéptido que forma parte
de la estructura del receptor de las células T gamma delta
que une un péptido antigénico con la MHCII.

| El gen CD38 codifica una glicoproteina transmembrana

que es receptor de células de sistema inmune y participa
en la transduccién de sefial a través de calcio y en la
adhesién celular. El gen CD69 codifica un receptor
participante en la proliferacion celular y transductor de la
sefial en linfocitos, células NK y plaquetas. La
glicoproteina de membrana codificada por el gen CD28
participa en las sefiales de coestimulacion de las células
i

Desviacién de la
respuesta inmune
de un patréon de
células T
auxiliadoras tipo 2
acélulas T
auxiliadoras tipo
1.

Influencia sobre la
apoptosis de
células T

Presencia de
células B
regulatorias

Macréfagos y
Células T

Aumento del gen de IL18 y del gen de la molécula de
activacién linfocitica de sefializaciéon (SLAMF1).

El gen IL8 codifica una citoquina que favorece la
diferenciacién de células T auxiliadoras tipo 1.

El gen SLAMF1 codifica un receptor que favorece la
proliferaciéon de células activadas independiente de IL-2
durante la respuesta inmune e induce la produccién de
interferén

Células T
periféricas.
Estudio ex vivo.

Disminucion del gen de la citoquina IL-4 (IL4) y del gen
receptor de membrana de la IL-4 (IL4R) vy aumento del gen
del receptor soluble de la IL-4 (SIL4R).

Esos genes participan en la via de sefializacién de la
citoquina IL-4 que estimula la secrecién de IgE por la
células B y estimula la activacién y migracién de
eosinofilos, basoéfilos y mastocitos.

Células
dendriticas tipo
2 ycélulas T.
Estudio in vivo

Células T
periféricas.
Estudio in vitro.

Células B
especificas de
antigeno.
Células de la
lamina propia
intestinal y del
bazo.

Disminucién del gen GATA3, del gen de la proteina quinasa
serina/treonina 4 con interaccién al receptor (RIPK4) y del
gen de la trombomodulina o CD141 (THBD).

Disminucién del gen facilitador de la apoptosis 11 parecido a

BCL2 (BCL2L11), del gen alfa inducible de dafio del 4dcido
desoxirribonucleico y parada del crecimiento (GADDA45A),
del gen miembro 8 de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral (TNFSFS8) y del proto-oncogen homélogo A de
reticuloendoteliosis viral (RELA).

Aumento del gen IL10, del gen de la proteina 6 de linfoma B
(BCL6) y del gen de la regién constante de la cadena pesada
de la Ig gamma 4 (IGHG4).

El factor de transcripcién codificado por el gen GATA3
favorece la diferenciacién de células T auxiliadoras tipo
2z

El gen THBD codifica para una proteina que favorece
una respuesta de citoquina T auxiliadora de tipo 2.

El gen RIPK4 es codificante de una proteina que activa el

| factor de transcripcién NF-kappa B.

Esos genes participan en las vias sefializacién de la
apoptosis.

El gen BCL6 codifica un factor de transcripcion con
actividad tolerogénica.

El gen IGHGH4 codifica anticuerpos de la subclase IgG4
con actividad antiinflamatoria.

Nota: *Comuité de nomenclatura de genes del proyecto de genoma humano (HUGO Gene Nomenclature Committee) tomado de

https://www.

http://www.genecards.org/ que pertenece a la base de datos de Genes Humanos.

Tabla 1. Los genes de los diferentes mecanismos propuestos para la accion de la inmunoterapia de antigeno especifico en las

enfermedades alérgicas.

mes.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:9955. ** Funcién enriquecida con la informacién del sitio:
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Basdfilo
JHNMT
J TSPAB1
THR2

Células dendriticas

tipo 2
JCD141
JGATA3
JRIRK4

Células T auxiliares tipo 2
JGATA3,
JIL4R

Células dendriticas tipo

regulatoria
1c1Q
TSTABL
1" FCGR3A

Células T auxiliares
regulatorias.

PIL-10

Células B

TTSP

Células T auxiliares
tipo 1.

T8

Células T auxiliares
tipo 17.

L7

JiL4,
s IL4R

Células B especifica
efectora

JIGHE

Células plasmatica
secretora de IgE
especifica

Células B regulatoria
TBCL6
TIL-10

TFOXP3
TTGFB1

Células plasmatica
secretora de IgG4

especifica

Figura 1. Diagrama de circuitos que muestra el efecto de la inmunoterapia de antigeno especifico (ITAE) sobre la expresion de
los genes en los diferentes compartimentos celulares (rectangulos) segun el tiempo de aparicién: A corresponde a los cambios
muy rapidos; B, a los cambios tempranos; C, a los cambios intermedios y D, a los cambios tardios. Se observa el eje central que
forman las células dendriticas regulatorias, T regulatorias y B regulatorias y sus genes en inhibir la actividad de las células T
auxiliadores tipo 2 y tipo 17, las células B efectoras y las células plasméticas generadoras de inmunoglobulina E especifica y
por otro lado, estimular las células T auxiliadoras tipo 1y favorecer la diferenciacidn de células plasmaticas secretoras de IlgG4
especifica con actividad antiinflamatoria. Las flechas hacia arriba al lado de la nomenclatura de los genes significa aumento de
la expresion; las flechas hacia abajo, disminucion de la expresion de los genes. Las lineas con saetas son sefiales estimulatorias

y las lineas sin saetas son sefiales inhibitorias.

ITAE y butirato de sodio se convierten en células B regulatorias
secretora de la citoquina IL-10 con aumento de la expresion de
los genes BCL6 e IL10 y disminucién de la expresién de IGHE.
Mientras esas células fueron tratadas con el antigeno generaron
células plasmaticas (CD138+) con disminucion de BCLG e IL10y
aumento de la expresion de IGHE. Esa accién del butirato de sodio
fue dependiente de la via de sefializacion del receptor de células
B porque se pierde cuando se emplea un bloqueador de esa via
de sefializacion. La ITAE combinada con el agente probidtico dis-
minuyd mas la inflamacion intestinal de los ratones que la ITAE
sin ese agente.

Consideraciones sobre esos estudios de expresién de
genes en la inmunoterapia de antigeno especifico y su
aplicacidn en las enfermedades autoinmune.

El desarrollo de la ITAE para enfermedades alérgicas y

autoinmune requiere un enfoque multidisciplinario y es un
camino largo de investigacién donde se definan algunas par-
tes claves como son: la configuracion exacta de los epitopos
0 antigenos; los métodos de obtencidn y purificacién de esos
componentes; las dosis, las vias y frecuencia de su administra-
cion; el uso de adyuvantes adecuados; la identificacion de pa-
rdmetros inmunoldgicos efectivos para el monitoreo evolutivo
de cada enfermedad y su posible correlacién con la desensibi-
lizacién o induccion de tolerancia; la combinacion adecuada de
esta inmunoterapia con otras como la antiinflamatoria no es-
pecifica; un diagndstico mas temprano de la enfermedad para
un inicio mas precoz del tratamiento y una mayor efectividad;
definir la poblacién de pacientes respondedores y un disefio
adecuado de los estudios preclinicos y clinicos que determinen
su implementacion final en el registro de salud publica. 33 En
ese proceso de desarrollo de la ITAE para las enfermedades
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alérgicas se ha empleado la farmacogendmica en varias de
sus partes importantes.

La seleccion de pacientes respondedores a la ITAE a tra-
vés de la farmacogendmica no ha tenido un impacto en las
alergias y si parece tenerlo en las enfermedades autoinmu-
nes. La utilizacion de las pruebas genéticas en la ITAE de estas
enfermedades va a depender del grado de penetrancia de los
genes en sus inmunopatogénesis, la frecuencia de estos genes
predisponentes en la poblacion afectada y por otro lado, en
la no existencia de otras alternativas de tratamiento lo sufi-
cientemente eficaces. En el desarrollo de la ITAE de Nervax2
para la enfermedad celiaca no sélo se mide la presencia de
los alelos HLA DQ2 sino también como los péptidos de la va-
cuna madifican la actividad de los linfocitos T de sangre pe-
riférica de estos pacientes. Estas pruebas garantizan con un
alto valor predictivo el beneficio de esta inmunoterapia cuando
el tratamiento de restriccion dietética existente no es efecti-
vo en todos los casos y es dificil lograr la adherencia de los
pacientes a llevarlo a cabo. Algo parecido ocurre con las en-
fermedades alérgicas donde la ITAE subcuténea estd indicada
solo en los pacientes con sintomatologia de moderada a grave
controlada y tienen altos titulos de IgE especifica o una prueba
reactiva cuténea especifica al alérgeno. Se administra la ITAE
para aumentar el beneficio sobre el riesgo que puede existir al
someterlo a la exposicion antigénica y la posibilidad de desen-
cadenar una reaccion de anafilaxia. Sin embargo, con la ITAE
sublingual- donde no se ha reportado ningun evento adverso
grave- algunos autores abogan para que sea utilizado como
tratamiento de primera linea. Sobre todo, porque después de
la primera consulta el paciente puede hacer el tratamiento en
su casa.

En la busqueda de diagnosticadores de eficacia clinica a la
ITAE se empleo las ventajas de las técnicas farmacogendmi-
cas conjuntamente con otras tecnologias como son: el Elispot,
la citometria de flujo, el inmunoensayo enzimatico y la pro-
tedmica. Con la farmacogendmica se reconocié una propiedad
emergente como la existencia de un ambiente protolerogénico
y inmunoadyuvante en la regién vestibular mayor que en la su-
blingual de la mucosa oral y esta a su vez mayor que en la piel
después del estudio de varios grupos de genes con diferencias
funcionales y de localizacidn celular. También, se descubrid
nuevos genes expresados diferencialmente entre varias con-
diciones experimentales in vitro en células dendriticas deriva-
das de monocitos, y luego se realizd el anélisis de muestras de
sangre in vivo de esos genes mediante la RCPc. Donde se apro-
vechd su alta sensibilidad para consumir pequefios volumenes
de sangre, poca cantidad de células y sin realizar expansién
celular in vitro®. De este modo, la RCPc estudia la respuesta
inmune periférica con una disminucion del consumo de tiem-
po al no aislarse las células mononucleares de la sangre y se
evita activar las células inmunes o modular los niveles de ARN
mensajero de citoquinas no relacionada con el objetivo de es-
tudio (algo que sucede con las células purificadas).

Esos cambios en genes asociados con la DCreg y DC2
pueden ser usados para detectar temprano el inicio de la res-
puesta clinica por la ITAE y constituye un perfil temprano den-
tro del sistema inmune innato de la orientacion ulterior de la
respuesta inmune adaptativa como es la transicion de una res-
puesta de células T auxiliadoras tipo 2 y tipo 17 a las células T
auxiliadoras regulatorias y de tipo 1. Esos posibles diagnosti-
cadores deben ser confirmados en la practica clinica mediante
su validacién en estudios prospectivos con una mayor cantidad
de pacientes que reaccionan a diferentes alérgenos (polen de
hierba y arboles, y dcaro del polvo doméstico) y su correlacion
con la respuesta terapéutica favorable. En el estudio de los ge-

nes de las citoquinas y de las quemoquinas de los linfocitos T
a nivel sistémico con la RCPc se pudo observar asociacion con
la respuesta clinica al tratamiento, pero no se encontrd asocia-
cién con el beneficio clinico como si sucedié con los genes de
las células dendriticas.

Esas alteraciones del perfil de expresion de genes de célu-
las T o B, basofilos y células dendriticas pueden ser diagnosti-
cadores subrogados de lainmunoterapia y tienen la desventaja
de su evaluacion tras un procesamiento y ejecucion compleja,
lo cual puede hacer dificil su uso clinico rutinario. Sin embargo,
pueden formar parte en las pruebas de concepto de vacunas
para estas enfermedades a nivel de ensayos preclinicos y cli-
nicos y participar en la decisién de que candidatos preventi-
vos o terapéuticos de ITAE puedan pasar a la siguiente fase de
desarrollo. También algunos investigadores han desarrollado
protocolos de laboratorio que favorecen la utilizacién de estas
tecnologias a partir de varias fuentes de sangre o tejido con
estimulacién antigénica (respuesta ex vivo) o sin ella en los es-
tudios clinicos multicéntricos® %637,

Estas tecnologfas farmacogendmicas se han empleado en
la profundizacion de los mecanismos de la inmunoterapia para
aumentar su eficacia y acortar el tiempo para lograr un benefi-
cio precoz en la salud de los pacientes. La alta sensibilidad de
estas tecnologfas logra determinar las bajas concentraciones
relativas de los genes de citoquinas y quemoquinas en los si-
tios locales de inflamacidn, lo cual puede ser mas indicativo
de los efectos inmunoldgicos de la ITAE que a nivel sistémi-
co®. Cuando la frecuencia de las células inmune especificas
sanguineas es baja, la deteccién de las citoquinas y las que-
moquinas de esas células es mas dificil porque se diluyen en
la mezcla de las moléculas secretadas por las células T o B
con otras especificidades. El éxito de la ITAE depende de discri-
minar las células T reguladoras o efectoras autoantigénicas o
alergénicas especificas periféricas o de memoria de las células
T observadoras o expectantes. Por lo que, tener una informa-
cién complementaria del balance fino del nimero de tipos y
subtipos de células efectoras y regulatorias de la inmunidad
innata y adquirida mediante citometria de flujo o Elispot es
importante. También, se sugiere realizar una cinética en la de-
terminacion de las respuestas porque la supresién de algunos
subtipos de células puede ser transitoria como ocurre con las
células T auxiliadoras tipo 2 efectoras que se relocalizan en los
érganos linfaticos centrales o porque ocurre infecciones vira-
les en el paciente que pueden alterar el cuadro de la tolerancia
inmune durante la ITAE*®. Se debe identificar aquellos genes
expresados que no sean correlacionados o corregulados entre
si (como la existente entre los genes LAG3, TIGIT y HAVCR2
con el gen IL10) para definir los factores genéticos esenciales
y no redundantes que influyen en el éxito de la ITAE en modu-
lar mejor la respuesta inmune (figura 1).

Para estudiar la influencia de la ITAE sublingual de &caro
de polvo sobre el sistema neuroendocrino de los nifios alérgi-
cos se determind las concentraciones de prolactina y la hor-
mona adenocorticotropina o ACTH“. Las concentraciones de
prolactina, de proteina catidnica de eosindfilos y de la citoqui-
na IL-13 fueron disminuidas. Las concentraciones de ACTH no
variaron. Se interpretd que la prolactina secretada por los lin-
focitos representa una disminucion de la actividad de células
T auxiliadoras tipo 2 y tiene poco efecto su funcién endocrina
en la ITAE. El efecto de esa inmunoterapia sobre el sistema
neuroendocrino se ha estudiado mediante la farmacogenomi-
ca cuando las hormonas y los neuropéptidos liberados por ese
sistema modifican la expresién de los genes de sus recepto-
res y sus factores de transcripcion asociados en los linfocitos
0 como estos Ultimos modifican la expresién de los genes de
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esas moléculas al ponerse en contacto con los antigenos de
la inmunoterapia y estimulan el sistema nervioso. En las en-
fermedades alérgicas existe un gran efecto placebo cuando
los pacientes son tratados con algun medicamento, por los
que la Organizacién Mundial de Alergia recomienda reportar
la eficacia minima relevante de la ITAE sublingual en el grupo
tratado de un 20 — 30 % mayor que el grupo no tratado®. En
las enfermedades autoinmune se espera ese efecto, asi como
la influencia hormonal que puede existir por ser mas frecuente
en el sexo femenino y los cambios que ocurren en su evolucién
durante el embarazo y el climaterio.

Los mecanismos genéticos antes mencionados de la ITAE
en las enfermedades alérgicas deben ser tenido también en
cuenta en las enfermedades autoinmune porque en ambos
casos se afiaden al efecto patogénico inmunoregulatorio y
ambiental. Los estudios farmacogendmicos aplicados a esta
inmunoterapia en seres humanos con enfermedades alérgi-
cas es mucho mayor que en las enfermedades autoinmune y
han servido para ganar en la comprension de los procesos de
induccién de tolerancia de una manera mejorada y refinada,
minimizar los riesgos asociados con el tratamiento y buscar
estrategias de intervencion inmune dirigida a moléculas dia-
nas relacionadas con el mecanismo molecular de células Ty B
efectoras y regulatorias (figura 1). Estos mecanismos de des-
ensibilizacién o induccion de tolerancia también pueden evitar
o disminuir la respuesta inmune indeseada de agentes polipep-
tidicos en el tratamiento de otras enfermedades.

|
Conclusiones

La farmacogendmica se ha empleado en el estudio de va-
rias partes criticas del desarrollo de ITAE de autoantigenos y
alérgenos. Se busca detectar lo mas temprano posible con la
farmacogendmica y otras tecnologias afines el aumento en el
umbral de activacion de las células efectoras y cambios en las
células T y B que denoten disminucién de sus poblaciones de
memoria antigeno especifico efectora y aumento de sus po-
blaciones antigeno especifico regulatoria o anérgica de larga
duracion producto de la ITAE. Los cambios mas temprano del
efecto de las ITAE ocurre a nivel de las células inflamatorias
efectoras y de las células dendriticas.

El estudio de los mecanismos de accidn de la ITAE me-
diante la farmacogendmica facilita mejorar el proceso de in-
duccion de tolerancia o desensibilizacion con esquemas mas
cortos y vias de administracion mas eficientes y segura en
combinacién o no con otros medicamentos, lo cual favorece la
adherencia del paciente al tratamiento. Las enfermedades con
una gran influencia del factor genético en la evolucidn y en el
tratamiento favorece que las tecnologias farmacogendmicas
sean empleadas para seleccionar a los pacientes que respon-
deran a la ITAE.

La tendencia de las tecnologias farmacogendmicas en el
desarrollo de la ITAE consiste en su utilizacion conjunta con
otras pruebas para estudiar el sistema inmune, favorecer el
desarrollo de diagnosticadores predictivos y subrogados y a
los estudios de los mecanismo de accion de esta inmunote-
rapia, identificar nuevas dianas moleculares para desarrollar
medicamentos y propiciar la generacion de modelos animales
con estas enfermedades lo mas similar a las humanas que
permitan un mejor examen de las células inmunotolerantes.

|
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