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Advertencia
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Prefacio a la quinta edición


Es un privilegio para los editores presentar la quinta edición de Alergias alimentarias. Reacciones adversas a alimentos y aditivos alimentarios. Como en las cuatro primeras ediciones, hemos intentado crear un libro que, en un solo volumen, cubra las reacciones adversas a los alimentos y a los aditivos alimentarios tanto pediátricas como en adultos, esforzándonos para dotar de una base científica sólida a las reacciones adversas a los alimentos y a los aditivos alimentarios, seleccionar a los autores para presentar los temas basándonos en su experiencia y reconocido prestigio, y aportar rigurosas referencias a cada una de las contribuciones. A Hugh, a Ron y a mí, como coeditores de la quinta edición, nos complace que se haya unido a nosotros el profesor Gideon Lack, jefe del Children’s Allergy Service en el Guy’s and St Thomas’ NHS Foundation Trust y profesor de Alergología Pediátrica en el King’s College de Londres, que aporta una perspectiva única para comprender la evolución del estado alérgico alimentario.


El aumento de los conocimientos en esta área sigue siendo gratificante y queda plasmado en la diversidad de los temas que se tratan en esta edición. Este libro sigue estando dirigido a los médicos, los nutricionistas y los científicos interesados en las reacciones alimentarias, pero también tenemos la esperanza de que sea un recurso valioso para los pacientes y los padres de pacientes interesados en estas reacciones. Los capítulos abordan los puntos de vista básicos y clínicos sobre las reacciones adversas a los antígenos de los alimentos, las reacciones adversas a los aditivos alimentarios y otros temas contemporáneos. La ciencia básica comienza con capítulos generales sobre inmunología, prestando especial atención al sistema digestivo como un órgano diana en las reacciones alérgicas y a las propiedades que rigen las reacciones que en él se inician. Se han incorporado capítulos sobre biotecnología y sobre los umbrales de la reactividad.


A continuación hay capítulos en los que se revisa la ciencia clínica de las reacciones adversas a los antígenos de los alimentos, desde el síndrome de alergia bucal hasta la enfermedad cutánea, y desde la enfermedad gastrointestinal eosinófila hasta la anafilaxia. La sección sobre diagnóstico constituye una revisión de los métodos disponibles para este, y sus puntos fuertes y débiles. Las reacciones adversas a los aditivos alimentarios comprenden capítulos que abordan reacciones clínicas específicas y reacciones a sustancias concretas. En la sección final sobre temas actuales hay discusiones sobre las propiedades farmacológicas de los alimentos, la evolución natural y la prevención de las alergias alimentarias, las dietas y la nutrición, las reacciones neurológicas a los alimentos y a los aditivos alimentarios, las consideraciones psicológicas y las reacciones adversas a las toxinas del marisco.


Todos los capítulos de este libro tienen entidad propia, pero cuando se consideran en conjunto presentan un mosaico de las ideas y las investigaciones actuales sobre las reacciones adversas a los alimentos y a los aditivos alimentarios. La duplicación de algún contenido es inevitable, pero esperamos que sea mínima.


A veces, las ideas de un autor pueden diferir de las de otro, pero en general hay un gran consenso entre los capítulos. Nosotros, los editores, presentamos la quinta edición de un libro que creemos que representa una revisión honesta, equilibrada y defendible de las reacciones adversas a los alimentos y a los aditivos alimentarios.


Dean D. Metcalfe


Hugh A. Sampson


Ronald A. Simon


Gideon Lack


Acerca de la portada: la fotografía de la portada muestra la estructura de la vicilina y el alérgeno principal del cacahuete Ara h 1 (número de acceso 3s7i del Protein Data Bank). Las vicilinas son una gran familia de proteínas de reserva de las semillas que contienen muchos alérgenos importantes de las legumbres, los frutos secos y las semillas. La imagen fue creada por Christian Radauer y Heimo Breiteneder, Department of Pathophysiology and Allergy Research, Medical University of Vienna, Austria.
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Sistema inmunitario de la mucosa
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Conceptos clave



• El tubo digestivo es el mayor órgano linfoide del organismo. El sistema inmunitario de la mucosa es único por su capacidad para suprimir las respuestas contra la microflora comensal y los antígenos de la dieta.



• El sistema inmunitario de la mucosa se caracteriza por poblaciones únicas de células (linfocitos intraepiteliales, linfocitos de la lámina propia) y células presentadoras de antígeno (células epiteliales, macrófagos tolerantes y células dendríticas) que contribuyen al estado general de no respuesta.



• Numerosas barreras químicas (pH extremos, proteasas, ácidos biliares) y físicas (uniones estrechas, membranas epiteliales, mucosidad, factores trébol) impiden el acceso de los antígenos al sistema inmunitario de la mucosa subyacente (exclusión no inmunitaria).



• La IgA secretora actúa como una barrera protectora contra la infección, al impedir la unión de bacterias y virus al epitelio subyacente (exclusión inmunitaria).



• La tolerancia oral es la falta de respuesta activa a un antígeno administrado por vía oral. Los factores que afectan a la inducción de la tolerancia oral a los antígenos comprenden la edad y la genética del huésped; la naturaleza, la forma y la dosis del antígeno, y el estado de la barrera de la mucosa.








Introducción

Se considera que una respuesta alérgica es una respuesta inmunitaria sistémica aberrante, equivocada, frente a un antígeno de otra forma inofensivo. Así, podría pensarse que una respuesta alérgica a un antígeno alimentario es una respuesta inmunitaria anormal de la mucosa. La magnitud de esta reacción se multiplica varias veces cuando se observa en el contexto de las respuestas inmunitarias normales de la mucosa, es decir, las respuestas que se han suprimido o están reguladas negativamente. El punto de vista actual sobre la inmunidad de la mucosa es que es la antítesis de una respuesta inmunitaria sistémica típica. En el entorno relativamente libre de antígenos del sistema inmunitario sistémico, las proteínas extrañas, los hidratos de carbono e incluso los lípidos se ven como patógenos potenciales. Una reacción coordinada pretende descifrar y localizar al invasor extraño y después eliminarlo del huésped. El micro- y el macroentorno del aparato digestivo son bastante diferentes, debido a la exposición continua a las bacterias comensales de la boca, el estómago y el colon, y a componentes de la dieta (proteínas, hidratos de carbono y lípidos) que, si se inyectaran por vía subcutánea, seguramente provocarían una respuesta sistémica. El complejo de la barrera de la mucosa consta de la mucosa, células epiteliales, uniones estrechas y la lámina propia (LP), que contiene las placas de Peyer (PP), linfocitos, macrófagos presentadores de antígeno, células dendríticas (CD) y linfocitos T, con receptores para la presentación de antígenos mediada por el complejo principal de histocompatibilidad (CPH) de las clases I y II. Se han establecido rutas en la mucosa para que puedan tolerarse estos antígenos/microorganismos no nocivos [1,2]. De hecho, se cree que la incapacidad para tolerar los microbios comensales y los antígenos de los alimentos es el núcleo de diversos trastornos intestinales (p. ej., la celiaquía y el gluten [3,4], la enfermedad inflamatoria intestinal y los microbios comensales normales [5-7]). Las células se encuentran cerca de un lumen repleto de enzimas digestivas que se caracteriza por un pH extremo. Si no se mantiene esta barrera pueden producirse alergias alimentarias. Por ejemplo, los estudios en modelos murinos han demostrado que la administración conjunta de antiácidos hace que se rompa la tolerancia oral, lo que implica que la acidez desempeña una función en la prevención de las alergias y la promoción de la tolerancia [8,9]. Por lo tanto, tiene sentido que un defecto de la inmunidad de la mucosa pueda predisponer a una persona a la alergia alimentaria. En este capítulo se establecerán las bases para comprender la inmunidad de la mucosa. Los capítulos siguientes se centrarán en la patología específica que se observa cuando se alteran las rutas inmunorreguladoras normales que participan en este sistema.






Asociación de la inmunidad de la mucosa a la supresión: fenómenos de inflamación controlada y tolerancia oral

Como se ha mencionado en la introducción, la característica distintiva de la inmunidad de la mucosa es la supresión. Dos fenómenos relacionados simbolizan este estado: la inflamación controlada/fisiológica y la tolerancia oral. Los mecanismos que rigen estos fenómenos no se conocen bien, y todavía se están investigando los factores que dirigen la inmunorregulación de la mucosa. Es evidente que los sistemas que participan son complejos y que las normas que regulan la inmunidad sistémica con frecuencia no se aplican en la mucosa. La compartimentación única, los tipos de células y las rutas del transporte de los antígenos se unen para producir el estado de inmunosupresión.




Inflamación controlada/fisiológica

En la anatomía del sistema inmunitario de la mucosa destacan sus características únicas (fig. 1.1). Hay una sola capa de epitelio cilíndrico que separa un lumen repleto de antígenos de la dieta, bacterianos y víricos del entorno rico en linfocitos del estroma del tejido conjuntivo laxo subyacente, que se denomina la lámina propia. La tinción histoquímica de esta región revela una abundancia de plasmocitos, linfocitos T, linfocitos B, macrófagos y CD [2,10-12]. La diferencia entre los ganglios linfáticos periféricos y la LP es que esta no tiene una organización clara y prácticamente todas sus células son células de memoria activadas. Mientras las células permanecen activadas, no causan destrucción del tejido o inflamación grave. Parece que alcanzan una fase de activación, pero nunca llegan más allá de esta etapa. Este fenómeno se ha denominado inflamación controlada/fisiológica. Los antígenos impulsan la entrada de las células en la LP y su activación. Los ratones libres de gérmenes tienen pocas células en su LP. Sin embargo, unas horas o días después de la colonización con microflora intestinal normal (no patógena), se produce una afluencia masiva de células [13-16]. A pesar de la persistencia de una unidad antigénica (bacterias luminales), las células no se convierten en linfocitos y macrófagos agresivos, que producen inflamación. Curiosamente, muchos grupos han observado que las células activadas en el sistema inmunitario sistémico tienden a migrar al intestino. Se ha postulado que esto se produce debido a la probabilidad de reexposición a un antígeno específico en una mucosa, en lugar de en un sitio sistémico. Los linfocitos T y B activados expresan la integrina α4β7 de la mucosa que reconoce su ligando, MadCAM [13-20], en las vénulas endoteliales altas (VEA) de la LP. Salen de las vénulas en el estroma y permanecen activados en el tejido. Las bacterias o sus productos desempeñan una función en este estado de persistente activación. Los ratones transgénicos para ovoalbúmina-receptor de linfocitos T (OVA-TCR) convencional tienen linfocitos T activados en la LP, incluso en ausencia del antígeno (OVA), mientras que los ratones transgénicos OVA-TCR cruzados sobre un fondo de deficiencia de RAG-2 no tienen linfocitos T activados en la LP [21]. En el primer caso, los TCR endógenos pueden reorganizarse o asociarse a receptores TCR transgénicos y generar receptores que reconocen las bacterias luminales. Esto indica que la unidad para reconocer bacterias es bastante sólida. En el último caso, el único TCR que se expresa es el que reconoce OVA, e incluso en presencia de bacterias no se produce activación. Si se administra OVA por vía oral a estos ratones, aparecen linfocitos T activados en la LP. Así, la unidad antigénica es claramente el mediador principal. Que no se produzca una patología a pesar del estado activado de los linfocitos es la consecuencia de los mecanismos supresores que están actuando. Actualmente se está investigando si en estos procesos participan células reguladoras, citocinas u otros sistemas, aún sin definir, que se están estudiando. También puede reflejar una combinación de eventos. Es bien conocido que los linfocitos de la LP (LLP) responden mal cuando se activan a través del TCR [22,23]. No pueden proliferar, aunque todavía producen citocinas. Este fenómeno también puede contribuir a la inflamación controlada (es decir, las poblaciones celulares no pueden expandirse, pero las células puede activarse). En los ratones transgénicos OVA-TCR que se han mencionado anteriormente, la alimentación con OVA produce afluencia de células. Sin embargo, no se observa inflamación incluso cuando el antígeno se expresa en el epitelio superpuesto [24]. Los linfocitos T citolíticos convencionales (restringidos a la clase I) no se identifican fácilmente en la mucosa, y los macrófagos responden poco a los productos bacterianos, como los lipopolisacáridos (LPS), porque regulan negativamente un componente crítico del receptor de LPS, CD14, que se asocia al receptor de tipo toll-4 (TLR-4) y a MD2 [25]. Los estudios que analizan los mecanismos celulares que regulan el reclutamiento de células mononucleares en la mucosa intestinal inflamada y no inflamada demuestran que los macrófagos intestinales expresan receptores de quimiocinas, pero no migran a través de los ligandos. Por el contrario, los monocitos de sangre autóloga que expresan los mismos receptores migran a través de los ligandos y las quimiocinas derivadas de la matriz extracelular de la LP [26]. Estos hallazgos implican que los monocitos son necesarios para mantener la población de macrófagos en la mucosa no inflamada y son el origen de los macrófagos en la mucosa inflamada. Todas estas observaciones apoyan la existencia de mecanismos de control que regulan estrechamente la respuesta inmunitaria de la mucosa.
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Figura 1.1 Tinción con hematoxilina-eosina de una sección normal del intestino delgado (× 20). Se muestran las vellosidades recubiertas con epitelio de absorción normal. El estroma de tejido conjuntivo laxo (lámina propia) está lleno de linfocitos, macrófagos y células dendríticas. Este aspecto se ha denominado inflamación controlada o fisiológica.








Claramente, hay situaciones en las que la reacción inflamatoria es intensa, como en las enfermedades infecciosas o la isquemia. Sin embargo, incluso en el contexto de un patógeno invasivo, como Shigella o Salmonella, la respuesta inflamatoria es limitada, y el estado controlado se recupera rápidamente cuando se restaura la barrera mucosa tras la erradicación del patógeno. Se cree que los mecanismos supresores también son un componente clave de este proceso.





Tolerancia oral

Quizás el fenómeno más reconocido asociado a la inmunidad de la mucosa y que se equipara a la supresión es la tolerancia oral (fig. 1.2) [27-32]. Puede definirse como la falta de respuesta activa específica de antígeno frente a los antígenos administrados por vía oral, que se caracteriza por la secreción de interleucina (IL)-10 y el factor de crecimiento transformante β (TGF-β) por los linfocitos T. Hay muchos factores que desempeñan una función en la inducción de la tolerancia, y puede haber varias formas de tolerancia provocadas por diferentes factores. El concepto de tolerancia oral surgió del reconocimiento de que no solemos generar respuestas inmunitarias a los alimentos que comemos, a pesar de que pueden ser bastante extraños para el huésped. La alteración de la tolerancia oral produce alergias e intolerancias alimentarias, como la celiaquía. Parte de la explicación de esta observación es trivial y se relaciona con las propiedades de la digestión. Estos procesos afectan a grandes macromoléculas y, a través de la proteólisis intensiva y la degradación de los hidratos de carbono y los lípidos, hacen que las sustancias potencialmente inmunógenas se conviertan en no inmunógenas. En el caso de las proteínas, las enzimas digestivas descomponen los polipéptidos grandes en di- y tripéptidos no inmunógenos, demasiado pequeños para unirse a las moléculas del CPH. Sin embargo, varios grupos han observado que más del 2% de las proteínas de la dieta entran en la vasculatura entérica de drenaje intactas [33]. El 2% no es una cantidad insignificante ya que, por ejemplo, los estadounidenses consumen 40-120 g de proteínas al día en forma de carne de ternera, pollo o pescado.
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Figura 1.2 Comparación de las respuestas inmunitarias provocadas por el cambio de la vía de administración del antígeno proteico soluble ovoalbúmina. (a) Resultado de la inmunización sistémica. Los ratones generan respuestas tanto de linfocitos T como de anticuerpos. (b) Si los ratones se alimentan con OVA inicialmente, la inmunización sistémica no genera respuestas de linfocitos T o B. (c) Cuando los linfocitos T se transfieren de ratones alimentados inicialmente con el antígeno OVA a ratones que no se han alimentado con este antígeno, la inmunización sistémica no puede generar una respuesta de linfocitos T o B. La tolerancia es un proceso activo, ya que puede ser transferida por linfocitos T CD4+ de las PP (Strober, Weiner) o por linfocitos T CD8+ esplénicos (Waksman). Estos últimos hallazgos indican que existen múltiples mecanismos que participan en la inducción de la tolerancia. Adaptado de Chehade M, Mayer L. Oral tolerance and its relation to food hypersensitivities. J Allergy Clin Immunol 2005; 115:3–12; quiz 13.








La pregunta clave es: ¿cómo se regula la respuesta a los antígenos que han superado la digestión completa? La respuesta es la tolerancia oral. Sus mecanismos son complejos (cuadro 1.1) y dependen de la edad; la genética; la naturaleza, la forma y la dosis del antígeno, y el estado de la barrera de la mucosa.



Cuadro 1.1   Factores que afectan a la inducción de la tolerancia oral.


Edad de huésped (tolerancia reducida en el recién nacido)


Genética del huésped


Naturaleza del antígeno (proteínas → hidratos de carbono → lípidos)


Forma del antígeno (soluble → particulado)


Dosis del antígeno (dosis baja → linfocitos T reguladores; dosis alta → deleción clonal o anergia)


Estado de la barrera (disminución de la barrera → disminución de la tolerancia)





Varios grupos han observado que es difícil conseguir la tolerancia oral en los recién nacidos [34]. Esto puede estar relacionado con que la barrera es más permeable en el recién nacido y/o con la inmadurez del sistema inmunitario de la mucosa. Limitar la dieta en el recién nacido puede servir para protegerle de una respuesta vigorosa a los antígenos de los alimentos. Sin embargo, varios estudios epidemiológicos han indicado que la introducción tardía puede contribuir a las alergias alimentarias [35,36], aunque estos estudios fueron retrospectivos y difíciles de controlar. Por lo tanto, las últimas directrices sobre la introducción de alimentos sólidos alérgenos se revisaron para que reflejaran que no existen evidencias suficientes que apoyen prolongar el amamantamiento como una estrategia para prevenir las alergias [37]. Por el contrario, quizá la introducción temprana tampoco sea la solución para evitar las alergias alimentarias, porque es posible que la regulación inmunitaria madure en un momento concreto. Curiosamente, en los seres humanos, a pesar de su introducción relativamente temprana (en comparación con otros alimentos), la leche de vaca sigue siendo uno de los alérgenos alimentarios más frecuentes en los niños [38]. En un estudio realizado por Strobel se demostró un aumento del cebado inmunológico en ratones neonatos alimentados con un antígeno en la primera semana de vida, mientras que cuando se esperó 10 días para introducir el antígeno, se desarrolló tolerancia [39].


El siguiente factor implicado en la inducción de la tolerancia es la genética del huésped. Berin et al. analizaron la sensibilización alérgica en ratones TLR4+ y TLR4– de dos orígenes genéticos, C3H y Balb/c, y descubrieron un sesgo de Th2 en los ratones C3H con deficiencia de TLR4 en comparación con los ratones C3H con TLR4 suficiente. Este patrón del sesgo de Th2 no se observó en los ratones con deficiencia de TLR4 de origen Balb/c [40]. Lamont et al. [41] publicaron un informe detallado sobre la inducción de la tolerancia en varias cepas de ratones utilizando el mismo protocolo. En los ratones Balb/c se indujo la tolerancia fácilmente, mientras que en otros no se pudo inducir tolerancia en absoluto. Por otra parte, algunos de los fracasos para inducir la tolerancia fueron específicos del antígeno; con la alimentación oral, un ratón podía volverse tolerante a un antígeno, pero no a otro. Este hallazgo indica que la naturaleza y la forma del antígeno también desempeñan una función importante en la inducción de la tolerancia.


Los antígenos de las proteínas son los más tolerógenos, mientras que los hidratos de carbono y los lípidos son mucho menos eficaces en la inducción de la tolerancia [42]. La forma del antígeno es crítica; por ejemplo, una proteína que se administra en forma soluble (p. ej., OVA) es bastante tolerógena, mientras que una vez agregada pierde su potencial para inducir la tolerancia. No se han definido del todo los mecanismos en los que se basan estas observaciones, pero parece que reflejan la naturaleza de la célula presentadora de antígeno (CPA) y la forma en que el antígeno se transporta hasta el tejido linfoide de la mucosa subyacente. La insolubilidad o la agregación también pueden impedir que se muestree un antígeno luminal [2]. En este entorno, la exclusión no inmunitaria del antígeno conduciría a la ignorancia, debido a la falta de exposición del tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) al antígeno en cuestión. En un estudio en el que se analizaron las características de los alérgenos de la leche que participan en la sensibilización y la provocación de la respuesta alérgica, se demostró que la pasteurización produce la agregación de las proteínas del suero, pero no de la caseína, y que la formación de agregados cambió la ruta de captación de antígenos, alejándolos de los enterocitos de absorción de las PP. Como consecuencia, la β-lactoglobulina pasteurizada hace que aumente la IgE, así como las respuestas de las citocinas de Th2 en la etapa inicial de sensibilización, y solo las proteínas solubles de la leche desencadenaron la anafilaxia en ratones, ya que la captación transepitelial a través del epitelio del intestino delgado no se vio afectada [43].


Por último, la sensibilización previa a un antígeno a través de rutas extraintestinales afecta al desarrollo de una respuesta de hipersensibilidad. Por ejemplo, se ha demostrado la sensibilización a la proteína del cacahuete aplicando sustancias tópicas que contienen aceite de cacahuete en la piel inflamada en los niños [44]. El grupo de Hsieh obtuvo resultados similares en ratones sensibilizados de forma epidérmica a la proteína del huevo, la ovoalbúmina [45].


La dosis del antígeno que se administra durante un período significativo al principio de la vida también es fundamental para la forma de la tolerancia oral que se genera. Además, la exposición frecuente o continua a dosis relativamente bajas generalmente produce una inducción potente de la tolerancia oral. En modelos murinos, la exposición a altas dosis de un antígeno al principio de la vida puede producir anergia de los linfocitos, mientras que parece que los antígenos en bajas dosis activan los linfocitos T reguladores/supresores [38,46,47], tanto de los linajes CD4 como CD8. Los linfocitos Th3 fueron las primeras células reguladoras/supresoras que se describieron en la tolerancia oral [47-49]. Parece que estas células se activan en las PP y secretan TGF-β. Esta citocina desempeña una función doble en la inmunidad de la mucosa: es un potente supresor de las respuestas de los linfocitos T y B, a la vez que fomenta la producción de IgA (es el factor interruptor de la IgA) [34,50-52]. En una investigación sobre la respuesta inmunitaria adaptativa a la subunidad B de la toxina del cólera y el lipopéptido-2 activador de los macrófagos en modelos de ratones que carecían del TGF-βR en los linfocitos B (TGFβRII-B), se demostró la presencia de cantidades indetectables de células secretoras de IgA específica de antígeno, IgA sérica e IgA secretora (IgAs) [53]. Estos resultados demuestran la función fundamental del TGF-βR en la estimulación dirigida por antígeno de las respuestas de la IgAs in vivo. La producción de TGF-β por los linfocitos Th3 provocada por la administración de dosis bajas del antígeno ayuda a explicar un fenómeno asociado a la tolerancia oral, la supresión del espectador. Como se ha mencionado anteriormente, la tolerancia oral es específica de antígeno pero, si se administra a la vez un segundo antígeno sistémicamente con el tolerógeno, también se suprimen las respuestas de los linfocitos T y B a ese antígeno. La participación de otros linfocitos T reguladores en la tolerancia oral está peor definida. Los linfocitos Tr1 producen IL-10 y parece que participan en la supresión de la enfermedad injerto contra huésped (EICH) y en la colitis en modelos de ratones, pero su activación durante la administración oral de antígenos no está tan clara [54-56]. Frossard et al. demostraron un aumento de las células que producen IL-10 inducida por antígeno en las PP de ratones tolerantes después de la alimentación con β-lactoglobulina, pero no en ratones anafilácticos, lo que indica que la disminución de la producción de IL-10 en las PP puede apoyar las alergias alimentarias [57]. Existe cierta evidencia de la activación de los linfocitos T reguladores CD4+CD25+ durante los protocolos de inducción de la tolerancia oral, pero todavía se está estudiando cuál es su función en el proceso [58-61]. Los experimentos en ratones transgénicos que expresan TCR para OVA han demostrado un aumento del número de linfocitos T CD4+CD25+ que expresan el antígeno citotóxico 4 (CTLA-4) de los linfocitos T y las citocinas TGF-β e IL-10 después de la alimentación con OVA. La transferencia adoptiva de linfocitos CD4+CD25+ de ratones alimentados suprimió in vivo las respuestas de hipersensibilidad retardada en los ratones receptores [62]. Además, en los estudios de tolerancia realizados en ratones con depleción de los linfocitos T CD25+ junto con neutralización del TGF-β, no se pudo inducir tolerancia oral con dosis altas y bajas orales de OVA, lo que indica que los linfocitos T CD4+CD25+ y el TGF-β participan juntos en la inducción de la tolerancia oral, en parte a través de la regulación de la expansión de linfocitos T CD4+ específicos de antígeno [63]. Se ha demostrado que los linfocitos T reguladores (Treg) CD4+CD25+ expresan marcadores como el receptor de TNF inducido por glucocorticoides y el factor de transcripción FoxP3, cuya deficiencia genética produce un síndrome autoinmunitario e inflamatorio [64,65]. Por último, los primeros estudios indicaban que los linfocitos T CD8+ específicos de antígeno participaban en la inducción de la tolerancia, ya que la transferencia de linfocitos T CD8+ esplénicos después de la alimentación con antígenos proteicos podía transferir el estado de tolerancia a ratones no expuestos previamente [66-69]. Como en las diversas formas de tolerancia descritas, es probable que los distintos linfocitos T reguladores definidos puedan actuar solos en función de la naturaleza del tolerógeno, o juntos para orquestar la supresión asociada a la tolerancia oral y, más globalmente, a la inmunidad de la mucosa.


Como se ha mencionado, dosis más altas del antígeno producen una respuesta diferente, ya sea inducción de anergia o deleción clonal. La anergia puede producirse a través del enlace del receptor de linfocitos T en ausencia de señales coestimuladoras proporcionadas por la IL-2 o por las interacciones entre los receptores de los linfocitos T (CD28) y los contrarreceptores en las CPA (CD80 y CD86) [70]. La deleción clonal que se produce a través de la apoptosis mediada por FAS [71] puede ser un mecanismo frecuente, dada la enorme carga de antígeno en el aparato digestivo.


El último factor que afecta a la inducción de la tolerancia es el estado de la barrera. Varios estados de disfunción de la barrera se han asociado a inflamación intensa y falta de tolerancia. En modelos murinos, la permeabilidad de la barrera se ve afectada por la exposición a microbios patógenos (como virus), alcohol y fármacos antiinflamatorios no esteroideos, que pueden producir cambios en la expresión génica y la fosforilación de las proteínas de la unión estrecha, como las ocludinas, las claudinas y la JAM-ZO1, que se han asociado a cambios de los mastocitos intestinales y la sensibilización alérgica [72,73]. Se ha demostrado un aumento de la permeabilidad de todo el intestino en modelos animales de la anafilaxia por la interrupción de las uniones estrechas, donde los antígenos pueden pasar a través de espacios paracelulares [74-76]. Más recientemente, las mutaciones en el gen que codifica la filagrina se han relacionado con la disfunción de la barrera en pacientes con dermatitis atópica, que se ha asociado al aumento de la prevalencia de la alergia alimentaria. Del mismo modo, se han demostrado defectos de la barrera asociados a la disminución de la expresión de la filagrina en pacientes con esofagitis eosinófila [77]. Se ha especulado que la alteración de la barrera conduce a rutas alteradas de la captación de antígenos y al fracaso del muestreo convencional de la mucosa y de las rutas reguladoras. Por ejemplo, el tratamiento de ratones con el interferón γ (IFN-γ) puede alterar las uniones estrechas interepiteliales, lo que permite el acceso paracelular de los antígenos alimentarios. Estos ratones no desarrollan tolerancia alimentaria a la OVA [78,79]. Sin embargo, como el IFN-γ influye en muchos tipos diferentes de células, la alteración de la barrera de la mucosa puede ser solo uno de los distintos defectos provocados por este tratamiento.


¿Estos fenómenos se relacionan con la alergia alimentaria? No hay una respuesta clara todavía, aunque se están realizando estudios clínicos de técnicas, tanto específicas de alérgeno como inespecíficas, para inducir tolerancia en pacientes con alergia alimentaria [80-83]. Aunque estos estudios son intervencionistas y es posible que no puedan proporcionar información sobre los mecanismos que participan en la tolerancia de la mucosa que se produce de forma natural, son útiles para determinar los métodos de tratamiento con éxito para los pacientes con alergia alimentaria.






Tipos de respuestas de los anticuerpos en el tejido linfoide asociado al intestino

La IgE es, en gran medida, el anticuerpo responsable de la alergia alimentaria. En los individuos predispuestos genéticamente se establece un entorno que favorece la producción de IgE en respuesta a un alérgeno. Se han descrito respuestas de los linfocitos T que promueven un cambio de clase de los linfocitos B a IgE (es decir, linfocitos Th2 que secretan IL-4). Por lo tanto, la siguiente pregunta es si existe un entorno de este tipo en el tejido linfoide asociado al intestino (GALT) y qué tipos de respuestas de anticuerpos predominan en este sistema.


Los anticuerpos proporcionan la primera línea de protección en la superficie de la mucosa, y la IgA es el isotipo de anticuerpo más abundante en las secreciones mucosas. De hecho, dada la superficie del tubo digestivo (el tamaño de una pista de tenis), la densidad celular y la cantidad abrumadora de plasmocitos en el GALT, la cantidad de IgA producida por el sistema inmunitario de la mucosa es muy superior a la de cualquier otro anticuerpo del organismo. La IgA se divide en dos subclases, IgA1 e IgA2, y la IgA2 es la forma predominante en la superficie de las mucosas. La producción de una IgAs de un isotipo de anticuerpo único fue la primera diferencia que se observó entre la inmunidad sistémica y de la mucosa. La IgAs es una forma dimérica de IgA que se produce en la LP y se transporta a la luz intestinal a través del epitelio intestinal por una ruta especializada (fig. 1.3; v. figs. 1.1 y 1.2) [84]. La IgAs es única por su naturaleza antiinflamatoria. No se une a los componentes del complemento clásicos, sino a antígenos luminales, evitando su adhesión al epitelio o fomentando la aglutinación y la eliminación posterior del antígeno en la capa de moco que recubre el epitelio. Estos dos últimos eventos reflejan «exclusión inmunitaria», en oposición a los mecanismos de exclusión inespecíficos que se han mencionado anteriormente (el epitelio, la barrera de la mucosa, la digestión proteolítica, etc.). La IgAs tiene otra característica única: su capacidad para unirse a una glucoproteína derivada de las células epiteliales que se denomina componente secretor (CS), el receptor de la Ig polimérica (pIgR) [85-88]. El CS tiene dos funciones: promueve la transcitosis de la IgAs desde la LP hacia la luz intestinal a través del epitelio y, una vez en la luz, protege a los anticuerpos contra la degradación proteolítica. Esta función es muy importante, porque las enzimas que se utilizan para la digestión de las proteínas son igual de eficaces en la degradación de las moléculas de anticuerpos. Por ejemplo, la pepsina y la papaína del estómago digieren la IgG en los fragmentos F(ab’)2 y Fab. Una protección adicional contra la tripsina y la quimotripsina en la luz permite que las IgAs existan en un entorno bastante hostil.
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Figura 1.3 Representación del transporte de la IgA secretora (IgAs) y la IgMs. Los plasmocitos producen IgA o IgM monoméricas que se polimerizan después de unirse a la cadena J. Las inmunoglobulinas poliméricas se secretan en la lámina propia y son captadas por el receptor de Ig polimérica (pIgR) o por el componente secretor (CS) producido por las células epiteliales intestinales y que se expresa en la superficie basolateral. La IgAs o la IgMs ligadas se internalizan y se transcitosan en vesículas a través del epitelio, y se liberan con el CS en la luz intestinal. El CS protege a la IgAs de la degradación una vez que está en la luz.








La IgM es otro anticuerpo capaz de unirse al CS (pIgR). Como la IgA, la IgM utiliza la cadena J producida por los plasmocitos para formar polímeros (en el caso de la IgM, un pentámero). El CS se une a las porciones Fc del anticuerpo formadas por la polimerización. La capacidad de la IgM para unirse al CS puede ser importante en los pacientes con deficiencia de IgA. Aunque no se ha demostrado directamente, la IgM secretora (IgMs) puede compensar la ausencia de IgA en la luz intestinal.


¿Qué pasa con otros isotipos de las Ig? Durante años, el enfoque en la inmunidad de la mucosa fue la IgAs. Se estimó que más del 95% de los anticuerpos que se producen en las superficies mucosas eran IgA. Los informes iniciales ignoraron el hecho de que la IgG no solo estaba presente en la LP, sino también en las secreciones [89,90]. Estas últimas observaciones se atribuyeron a la filtración a través de la barrera de la IgG del plasma. Sin embargo, últimamente, la atención se ha centrado en la función potencial del receptor Fc neonatal, FcRn, que podría servir como un transportador bidireccional de IgG [91,92]. El FcRn es una molécula del CPH de clase I que actúa para proteger la IgG y la albúmina del catabolismo, media el transporte de la IgG a través de las células epiteliales y participa en la presentación de antígenos por las CPA profesionales. El FcRn se expresa desde el principio, posiblemente como un mecanismo para el transporte de IgG de la madre al feto y al recién nacido para la inmunidad pasiva [93-95]. Se pensó que su expresión se regula descendentemente después del destete, pero los estudios indican que puede seguir expresándose en el pulmón, el riñón y, posiblemente, el epitelio intestinal en los adultos. En estudios recientes se ha explorado la posibilidad de utilizar estas propiedades únicas del FcRn en el desarrollo de tratamientos basados en anticuerpos para las enfermedades autoinmunitariass [96-98].



Entonces queda la IgE. Debido a las pequeñas cantidades presentes en el suero, ha sido aún más difícil detectar la IgE en los tejidos o las secreciones mucosas. Los mastocitos de la mucosa se han descrito bien en el tejido intestinal. El receptor de Fc de la IgE, FcɛRI, está presente, y se ha observado desgranulación de los mastocitos (aunque no relacionada necesariamente con la IgE). El FcɛRI no se expresa por el epitelio intestinal, por lo que es poco probable que esta molécula tenga una función de transporte. Sin embargo, el CD23 (FcɛRII) se ha descrito en las células epiteliales del intestino, y un modelo ha indicado que puede desempeñar una función en la captación de antígenos facilitada y en la desgranulación consiguiente de los mastocitos [99-101]. En este entorno, la desgranulación se asocia a la pérdida de líquidos y electrólitos en el lado luminal del epitelio, un evento claramente asociado a una reacción alérgica en el pulmón y el intestino.


Así, el concepto inicial de que la IgA es el principio y el final de todo en el intestino puede ser parcial, y hay que estudiar más las funciones de otros isotipos en la salud y en los procesos patológicos.





Anatomía del tejido linfoide asociado al intestino: patrones de transporte de antígenos

Probablemente, la última pieza del rompecabezas es la más crítica para la regulación de las respuestas inmunitarias de la mucosa: las células que participan en la captación y la presentación de antígenos (fig. 1.4). Como se ha mencionado anteriormente, los antígenos se tratan de manera muy diferente en el tubo digestivo que en el sistema inmunitario sistémico. Hay que superar obstáculos adicionales. Las enzimas, los detergentes (sales biliares) y el pH extremo pueden alterar la naturaleza del antígeno antes de que entre en contacto con el GALT. Si el antígeno sobrevive a estos ataques, tiene que hacer frente a una barrera mucosa gruesa, una densa membrana epitelial y las uniones estrechas intercelulares. La mucina que producen las células caliciformes y los factores trébol producidos por las células epiteliales crean una barrera viscosa al paso de los antígenos. Sin embargo, a pesar de estos obstáculos, los antígenos encuentran su camino a través del epitelio y provocan la respuesta inmunitaria.
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Figura 1.4 Sitios de captación de antígenos en el intestino. Los antígenos absorbidos por las células M viajan hasta las placas de Peyer subyacentes, donde los linfocitos T Th3 (que secretan TGF-β) se activan y se produce el cambio del isotipo a IgA (linfocitos B). Esta vía favorece a los antígenos particulados o agregados. Los antígenos absorbidos por las células epiteliales intestinales pueden activar los linfocitos T CD8+, que suprimen las respuestas locales (y posiblemente la tolerancia sistémica). Esta ruta favorece a los antígenos solubles.








Probablemente, la ruta mejor definida del trasporte de antígenos se encuentra en el tubo digestivo, a través del epitelio especializado que recubre el tejido linfoide organizado del GALT, las placas de Peyer (PP). Las PP constan de centros germinales que contienen linfocitos B IgA que expresan IgA. La superficie epitelial especializada que recubre las PP y los folículos linfoides se denomina epitelio asociado a folículos (EAF). En el EAF residen células M especializadas (micropliegues) derivadas de los enterocitos bajo la influencia de las rutas de señalización Notch. Las células M, en contraste con el epitelio de absorción adyacente, tienen pocas microvellosidades, una capa superior de mucina limitada, un citoplasma alargado y fino, y una forma que constituye un bolsillo alrededor de los linfocitos subepiteliales, los macrófagos y las CD. En la descripción inicial de las células M no solo se documentó su estructura única, sino también su capacidad de absorber antígenos de partículas grandes desde la luz hasta el espacio subepitelial [102-105]. Las células M contienen pocos lisosomas, por lo que puede producirse poco o ningún procesamiento de los antígenos [106]. Sobresalen en la luz, empujadas por las PP subyacentes. Esto proporciona un área mayor de contacto con el contenido luminal. La superficie de las células M es especial, porque expresa un número de moléculas similares a la lectina, que ayudan a promover la unión a patógenos específicos [107,108]. Por ejemplo, los poliovirus se unen a la superficie de las células M a través de una serie de interacciones glucoconjugadas [109]. Curiosamente, los antígenos que se unen a las células M y se transportan a las PP subyacentes por lo general provocan una respuesta positiva (IgAs). Las vacunas orales con éxito se unen a las células M y no al epitelio. Por lo tanto, parece que esta parte del GALT es crítica para los aspectos positivos de la inmunidad de la mucosa.


Las células M son un conducto para las PP. Los antígenos transcitosados cruzan las células M y son absorbidos dentro del bolsillo subepitelial por macrófagos y CD, y se transportan a las PP. Una vez en las placas, los linfocitos T que secretan TGF-β promueven el cambio del isotipo linfocito B a IgA [52]. Estas células abandonan las placas y migran a los ganglios linfáticos mesentéricos, y después a otros sitios de la mucosa, donde se someten a la maduración terminal para convertirse en plasmocitos que producen IgA dimérica. En relación con la alergia alimentaria y los mecanismos de tolerancia, Frossard et al. compararon células secretoras de IgA específica de antígeno de las PP de ratones sensibilizados a la β-lactoglobulina que producía anafilaxia y de ratones tolerantes. Observaron que los ratones tolerantes tenían un mayor número de células secretoras de IgA específica de la β-lactoglobulina en las PP, además de títulos fecales más altos de IgA específica de la β-lactoglobulina, en comparación con los ratones anafilácticos. El aumento de la IgAs específica de antígeno está inducido por la producción de IL-10 y TGF-β por los linfocitos T de las PP [110].


Varios grupos han indicado que las células M también participan en la inducción de la tolerancia. Las mismas células que producen TGF-β activadas en las PP que promueven la conmutación de la IgA también suprimen la producción de IgG e IgM y la proliferación de linfocitos T. Estos son los linfocitos Th3 descritos inicialmente por el grupo de Weiner [46]. Sin embargo, también deben considerarse otras observaciones. En primer lugar, las células M son más limitadas en cuanto a su distribución, de modo que el muestreo del antígeno por estas células puede ser modesto en el contexto de todo el intestino. En segundo lugar, las células M son poco eficaces para absorber proteínas solubles. Como se dijo anteriormente, las proteínas solubles son los mejores tolerógenos. Estos dos factores juntos indican que otros sitios, distintos de las PP, son importantes para la inducción de la tolerancia.


Los estudios han tratado de definir claramente la función de las células M y las PP en la inducción de la tolerancia [111-113]. El trabajo realizado inicialmente por Kerneis et al. documentó la necesidad de las PP para el desarrollo de las células M [114]. La inducción de la diferenciación de las células M depende del contacto directo entre el epitelio y los linfocitos de las PP (linfocitos B). En ausencia de PP, no hay células M. En los animales deficientes en linfocitos B (que no tienen PP) no se han identificado células M [115]. Varios grupos han observado la inducción de la tolerancia en animales manipulados para evaluar la necesidad de células M en este proceso. En la mayoría de los casos, parece que hay una correlación directa entre la presencia de PP y la tolerancia; sin embargo, cada manipulación (LTβ–/–, LTβR–/–, tratamiento intrauterino con la proteína de fusión LTβ-Fc) [116-118] también se asocia a alteraciones de la inmunidad sistémica (p. ej., sin bazo, alteración de los ganglios linfáticos mesentéricos), lo que ensombrece la interpretación de estos datos. Además, en comparación con los ratones con las PP intactas, se descubrió que los ratones sin PP tenían las mismas frecuencias de las CPA en los órganos linfoides secundarios después de la administración oral de un antígeno soluble [113]. Los datos más recientes demuestran que puede producirse tolerancia en ausencia de células M y de PP. Kraus et al. crearon un modelo en ratones de asas del intestino delgado aisladas quirúrgicamente (totalmente vascularizadas y con el drenaje linfático intacto) que contenían o tenían deficiencias de células M y PP. Pudieron generar una tolerancia comparable a la de los péptidos OVA en presencia o ausencia de PP. Estos datos apoyan firmemente el concepto de que otras células, aparte de las células M, participan en la inducción de la tolerancia [111-113].


Las CD desempeñan una función importante en la tolerancia y la inmunidad del intestino. Actúan como CPA, y muestrean directamente el antígeno de la luz a través de proyecciones transepiteliales; ayudan a mantener la integridad del intestino mediante la expresión de proteínas de la unión estrecha; y organizan las respuestas inmunitarias. Las CD migran continuamente dentro de los tejidos linfoides, incluso en ausencia de inflamación, y presentan autoantígenos, probablemente las células apoptóticas que mueren, para mantener la autotolerancia [119]. Las CD procesan los antígenos internalizados más despacio que los macrófagos, lo que permite la acumulación adecuada, el procesamiento y, posteriormente, la presentación de los antígenos [120]. Se han encontrado dentro de la LP y su presencia depende del receptor de quimiocinas CX3CR1 para formar dendritas transepiteliales, lo que permite el muestreo directo del antígeno en la luz [121,122]. Se están realizando estudios para determinar las quimiocinas responsables de la migración de las CD a la LP. Sin embargo, lo que se ha encontrado es que la CCL25 expresada por las células epiteliales, el ligando de CCR9 y CCR10, puede ser una quimiocina de las CD en el intestino delgado, y la CCL28, el ligando para CCR3 y CCR10, puede ser una quimiocina de las CD en el colon [123-125]. Se descubrió que las CD de la LP absorben la mayoría de las proteínas administradas por vía oral, lo que indica que pueden ser tolerógenas [126]. Mowat, Viney et al. expandieron las CD en la LP mediante el tratamiento de ratones con el ligando Flt-3. El aumento de CD en el intestino se relaciona directamente con una mayor tolerancia [127]. Se cree que el muestreo continuo y la migración por las CD son responsables de la tolerancia de los linfocitos T a los antígenos alimentarios [128]. En varios estudios se han analizado las rutas por las que las CD pueden ser tolerógenas, como su estado de maduración en el momento de la presentación de los antígenos a los linfocitos T; la regulación negativa de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86; la producción de citocinas supresoras IL-10, TGF-β e IFN-α, y la interacción con moléculas coestimuladoras CD200 [122,129,130]. Man et al. analizaron la interferencia CD-linfocitos T en relación con las reacciones alérgicas alimentarias mediadas por IgE, investigando específicamente la apoptosis mediada por linfocitos T de las CD mieloides del bazo y las PP de ratones con alergia a la leche de vaca. En las CD de los ratones con alergia a la leche se observó una disminución de la apoptosis en comparación con las CD de donantes de control no alérgicos. Esto indica que la desregulación de las CD, tanto sistémicas como derivadas del intestino, influye en el desarrollo de la alergia alimentaria y es necesaria para el control de la respuesta inmunitaria [131].


El otro tipo de células que potencialmente participan en el muestreo de antígenos es el epitelio de absorción (células epiteliales intestinales, CEI) basado en su ubicación entre la luz intestinal y una amplia gama de los linfocitos de la mucosa. Aún se está investigando la función exacta de las CEI en las respuestas inmunitarias adaptativa e innata de las mucosas, aunque es probable que el epitelio mantenga la homeostasis regulando la activación de los linfocitos y controlando la inflamación local a través de más de un mecanismo y de productos secretados. Estas células no solo absorben proteínas solubles, sino que también expresan el CPH de las clases I y II, así como moléculas de clase I no clásicas que actúan como elementos de restricción para las poblaciones de linfocitos T locales (fig. 1.5). De hecho, varios grupos han documentado la capacidad de las CEI para actuar como CPA, tanto para los linfocitos T CD4+ como CD8+, reconocer y responder a motivos bacterianos y víricos mediante la expresión del dominio de oligomerización de unión a nucleótidos y el TLR, y, a su vez, producir citocinas y quimiocinas, que influyen en la respuesta inmunitaria [132-140]. Además, los estudios han demostrado que las células epiteliales intestinales pueden influir en la expansión de los linfocitos T reguladores en el intestino [141]. En los seres humanos, los estudios in vitro indican que las CEI normales utilizadas como CPA activan selectivamente los linfocitos T supresores CD8+ [137]. La activación de estas células podría participar en la inflamación controlada y, posiblemente, en la tolerancia oral. Los estudios realizados por Kraus et al. que se han descrito anteriormente (modelo del asa) apoyan firmemente una función de las CEI en la inducción de la tolerancia. Sin embargo, la función de las CEI en la regulación de la inmunidad de la mucosa se demuestra mejor en los estudios de la enfermedad inflamatoria intestinal [142,143]. En experimentos in vitro de cocultivos con CEI de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, los enterocitos normales activaron los linfocitos T CD4+ estimulados, en vez de las células supresoras CD8+ [142]. Además, Kraus et al. demostraron que la administración oral de antígenos no produce tolerancia en pacientes con inflamación intestinal, sino que más bien da lugar a la inmunidad activa [144].
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Figura 1.5 Captación de antígenos por las células epiteliales intestinales. Las proteínas solubles son absorbidas mediante endocitosis en fase líquida y siguen una ruta transcelular (vía endolisosomal). Los antígenos particulados y de los hidratos de carbono no se absorben o se absorben con una cinética más lenta. El transporte paracelular está bloqueado por la presencia de las uniones estrechas. En el caso de la presentación de antígenos por las células epiteliales intestinales, una subpoblación de linfocitos T reconoce un complejo de una molécula de clase I no clásica (CD1d) y un ligando de CD8, gp180, en la lámina propia (y posiblemente también en el espacio intraepitelial). La interacción de las CEI con los LLP se produce por los pedicelos extruidos por las CEI en la lámina propia a través de fenestraciones de la membrana basal. Los antígenos también pueden ser absorbidos selectivamente por una serie de receptores de Fc expresados por las CEI (FcγR neonatal para la IgG o CD23 para la IgE). Las consecuencias de esta absorción pueden afectar a la respuesta a los antígenos alimentarios (alergia alimentaria).








Una vez más, ¿cómo encaja esto en el proceso de la alergia alimentaria? ¿El transporte de alérgenos es diferente en los individuos predispuestos? ¿Hay un entorno de Th2 dominante en el GALT de los pacientes con alergia alimentaria? La verdadera clave es cómo se produce la IgE inicial y qué rutas participan en su dominio. Las respuestas a estas preguntas proporcionarán datos importantes sobre la patogenia y tratamiento de la alergia alimentaria.
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Conceptos clave



• La sensibilización a los alérgenos alimentarios que dan lugar a la síntesis de IgE específica contra los alimentos se produce a través del tubo digestivo (alérgenos alimentarios verdaderos) o través de la vía pulmonar (aeroalérgenos de reacción cruzada).



• Los alérgenos de los alimentos no se hidrolizan completamente en el estómago, y pueden atravesar la barrera de la mucosa y ser transportados a través del organismo en una forma inmunológicamente intacta que puede unirse a la IgE específica de antígeno.



• Una respuesta inmunitaria mal regulada a los alérgenos alimentarios, que consiste en una respuesta intensa de los Th2 y la IgE y una respuesta reducida de los linfocitos T reguladores y las IgG/IgA, estimula el desarrollo de reacciones alérgicas alimentarias dependientes de la IgE.



• Los factores genéticos, epigenéticos y ambientales influyen en la reacción inmunitaria particular a un alérgeno alimentario.



• Después del entrecruzamiento de la IgE con los mastocitos tisulares se liberan mediadores proinflamatorios y se inician la reacción de fase aguda y el reclutamiento de eosinófilos, basófilos y linfocitos.








Introducción

La alergia alimentaria, que se define como intolerancia alimentaria inmunomediada, puede dividirse en trastornos «mediados por IgE» (hipersensibilidad digestiva de tipo inmediato, síndrome de alergia oral, urticaria aguda y angioedema, rinitis alérgica, broncoespasmo agudo, anafilaxia) y trastornos «no mediados por IgE» (enterocolitis y proctitis provocadas por proteínas de la dieta, celiaquía y dermatitis herpetiforme). Esta clasificación se ha extendido para incluir un tercer subgrupo de trastornos «mixtos mediados y no mediados por IgE», como la gastroenteritis y la esofagitis eosinófila alérgica, la dermatitis atópica y el asma alérgica [1,2].


En este capítulo se analizan los mecanismos inmunitarios subyacentes de las reacciones alérgicas mediadas por IgE, y se presta especial atención a la alergia alimentaria y a las reacciones digestivas. El desarrollo de la alergia alimentaria es un proceso en varias etapas que requiere la exposición repetida a un antígeno alimentario en particular, en contraste con las reacciones no inmunomediadas, que pueden causar síntomas después de una única exposición al alimento. La enfermedad está precedida por una fase de sensibilización sin síntomas, en la que se preparan los linfocitos T y B específicos de alérgeno y se produce IgE. La provocación recurrente con el alérgeno en los individuos sensibilizados da lugar al enlace entrecruzado de la IgE con los mastocitos tisulares, que posteriormente produce la liberación de mediadores proinflamatorios y perpetúa la inflamación alérgica, y afecta a otras células, como los basófilos, eosinófilos y linfocitos T.





Ruta de sensibilización

La alergia alimentaria puede ser consecuencia de la sensibilización a proteínas de los alimentos ingeridos o a aeroalérgenos a través de las vías respiratorias. Varios alérgenos del polen pueden tener reactividad cruzada con proteínas homólogas de alimentos vegetales. Se ha observado que la sensibilización oral solo se produce cuando los alérgenos son muy resistentes a la digestión en el aparato digestivo, mientras que las proteínas de los alimentos y el polen con reactividad cruzada son lábiles [2]. Por lo tanto, parece que la vía de sensibilización influye en la respuesta alérgena a nivel molecular y en las manifestaciones clínicas después de la provocación. Esta relación ha sido confirmada por un estudio multicéntrico realizado en toda Europa [3]. En los Países Bajos, Austria y el norte de Italia, la alergia a la manzana es leve (el 90% presenta síntomas exclusivamente orales) y precede a la alergia al polen de abedul. La alergia a la manzana es un resultado de la reactividad cruzada entre el alérgeno del polen de abedul Bet v 1 y el alérgeno de la manzana Mal d 1. En España, prácticamente no se produce exposición al polen de abedul y el alérgeno principal de la manzana es Mal d 3. Los autores consideran que en este país la alergia a la manzana se debe a una sensibilización primaria al melocotón y su principal alérgeno, Pru p 3, que tiene reactividad cruzada con Mal d 3. Ambas proteínas pertenecen a las proteínas de transferencia de lípidos no específicas, que son resistentes a la proteólisis y responsables de reacciones anafilácticas graves. En consecuencia, alrededor del 35% de los pacientes españoles tienen reacciones sistémicas después de la provocación alimentaria doble ciega, controlada con placebo, con manzana [3].





Captación de alérgenos en el intestino

El epitelio intestinal forma una barrera firme para el enorme volumen de alimentos y microbios nativos presentes en el lumen. Se han desarrollado mecanismos innatos y adaptativos para controlar el equilibrio inmunitario de los alimentos y los comensales, y para defenderse de los patógenos. El ácido gástrico, el moco, una capa epitelial intacta, las enzimas digestivas y el peristaltismo intestinal constituyen la barrera «no inmunológica». Los mecanismos de defensa inmunológicos constan de mecanismos innatos (péptidos antimicrobianos, células inmunitarias que expresan moléculas de reconocimiento de patrones, etc.) y adaptativos (linfocitos, IgA) [4]. Sin embargo, los antígenos, como las proteínas de los alimentos no digeridas o parcialmente digeridas y los productos bacterianos (p. ej., peptidoglucanos), así como todas las bacterias, pueden detectarse en la mucosa y los ganglios linfáticos de drenaje, mientras que los antígenos solubles también pueden encontrarse en la sangre y pueden llegar a otros tejidos. Cuando el estado del intestino es estable, esta captación de antígenos está estrechamente regulada y puede producirse por diferentes rutas, como el paso a través de las células epiteliales intestinales y las células M, o mediante la captación directa por las dendritas transepiteliales de las células dendríticas [4-6].


La alteración de la barrera intestinal se asocia al desarrollo de alergia alimentaria [7]. La neutralización del ácido gástrico hace que aumente el transporte de la mucosa de las proteínas ingeridas y la sensibilización a los alérgenos [8]. La permeabilidad intestinal es mayor en los pacientes que tienen alergia alimentaria [9]. Curiosamente, en un estudio se observó que la permeabilidad intestinal aumenta en los pacientes con asma bronquial, lo que apoya la hipótesis de que un defecto general del sistema de la mucosa puede facilitar el desarrollo de enfermedades alérgicas [10]. Otra evidencia de que una disfunción de la barrera es un factor de riesgo para el desarrollo de alergia alimentaria proviene de la idea de que la deficiencia de IgA o el desarrollo retardado de la IgA en los lactantes [7,11,12] se asocia a un mayor riesgo de atopia.


Muchos alérgenos alimentarios son bastante estables al calor, los ácidos y las proteasas, lo que los hace resistentes a la digestión y les permite interactuar con el sistema inmunitario intestinal. Se ha demostrado que las proteínas de los alimentos ingeridos pueden transportarse a través del organismo de una forma inmunológicamente intacta [2,13]. Esto puede explicar por qué los síntomas de las alergias alimentarias no se limitan al aparato digestivo, sino que suelen causar síntomas extraintestinales adicionales o incluso exclusivos.





Respuesta de los linfocitos T en la alergia mediada por IgE

Una característica distintiva de los trastornos alérgicos mediados por IgE es que se producen linfocitos T colaboradores (Th) 2 CD4+ específicos del alérgeno. Estas células producen un perfil característico de citocinas Th2, que consiste en IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. La IL-4 y la IL-13 inducen un cambio de clase de la IgE en los linfocitos B; la IL-4 y la IL-9 son factores de crecimiento y activación importantes para los mastocitos, y la IL-5 estimula el desarrollo y el reclutamiento de los eosinófilos. La IL-13 también estimula la secreción de moco en los pulmones y provoca hipersensibilidad de las vías respiratorias [14,15]. En los años noventa, la sensibilización alérgica a las proteínas ambientales (alérgenos) se atribuyó a una mala regulación del equilibrio Th1/Th2. Sin embargo, se ha cuestionado la simple dicotomía del sistema de Th1/Th2 debido al descubrimiento de una gran cantidad de nuevos subconjuntos de linfocitos T colaboradores, como los linfocitos Th9, Th17, Th22, los linfocitos T CD4+ colaboradores foliculares (TFH), los linfocitos T no clásicos, como los linfocitos Tγδ y NKT, diferentes subconjuntos de linfocitos T CD8+, y los linfocitos T reguladores (Treg) [16,17]. Los estudios también muestran ahora una alta variabilidad en los perfiles de las citocinas de subtipos distintos y plasticidad fenotípica [16]. Por ejemplo, los linfocitos Th2 pueden convertirse en «linfocitos Th2 no inflamatorios» que producen la citocina antiinflamatoria IL-10 [17]. En un estudio en seres humanos, se describieron distintos subtipos de Th2 específicos del cacahuete en pacientes con reacciones anafilácticas a los cacahuetes dependientes de la IgE que expresaban IL-4, pero no IL-5, y en pacientes con gastroenteritis eosinófila independiente de la IgE que expresaban IL-4 e IL-5 [18].


Según el concepto actual, las alergias y las enfermedades autoinmunitarias son el resultado de un desequilibrio entre una respuesta protectora Treg y una respuesta efectora que induce la enfermedad Th2 (en el caso de la alergia) o Th1/Th17 (en el caso de las enfermedades autoinmunitarias) [16]. Por otra parte, diferentes subgrupos de linfocitos T efectores tienen funciones contrarreguladoras y también participan en la red inmunorreguladora. Los Treg naturales (nTreg) que expresan el factor de transcripción forkhead box P3 (FoxP3) se forman en el timo y reaccionan a los autoantígenos. Los linfocitos T reguladores inducibles (iTreg) se desarrollan en la periferia y son específicos para antígenos extraños. Los iTreg se subdividen en linfocitos T FoxP3+ y linfocitos T reguladores FoxP3 negativos, como los linfocitos Tr1, que producen IL-10, y los linfocitos Th3, que producen TGF-β. Los iTreg se activan por factores del huésped, como el TGF-β, y factores ambientales, como el ácido retinoico y la microbiota intestinal [19,20]. Mientras que los nTreg son importantes para suprimir la enfermedad autoinmunitaria, los iTreg controlan la respuesta inmunitaria a los antígenos ambientales, como los alérgenos [21]. Los Treg actúan produciendo TGF-β e IL-10 o por la supresión dependiente del contacto intercelular. Suprimen la activación de los linfocitos Th efectores, estimulan el cambio de clase de la IgG4 (inducido indirectamente por la IL-10) y la IgA (inducido por el TGF-β) en los linfocitos B, e inhiben las funciones de los mastocitos y los eosinófilos a través de la producción de IL-10 y TGF-β [20]. En los pacientes alérgicos, la función de los linfocitos Treg está alterada o mal regulada [22]. Es importante mencionar que muchos individuos sanos están sensibilizados a los alérgenos. Sin embargo, es probable que estas personas establezcan una respuesta inmunitaria equilibrada, que consta de linfocitos Tr1 específicos de alérgeno y altas concentraciones de IgG4 e IgA específicas de antígeno protectoras (fig. 2.1) [22]. La evidencia de la importancia de los linfocitos Treg en la prevención de la alergia surge también del hallazgo de que el éxito de la inmunoterapia específica (ITE) se asocia a una disminución de la respuesta de los linfocitos Th2 específicos de alérgeno y a la inducción de linfocitos Tr1 y Th3 por los alérgenos (v. fig. 2.1) [22,23].


[image: image]
Figura 2.1 Respuesta inmunitaria a los alérgenos en individuos sanos y alérgicos.








Todavía no se conoce bien por qué se produce una respuesta de tipo Th2 exagerada en los pacientes alérgicos. En las infecciones por helmintos, los linfocitos Th2 son protectores, y se estimulan por señales inmunitarias innatas que desencadenan los factores derivados de los helmintos y que perciben los receptores de reconocimiento de patrones. También se ha demostrado que los alérgenos activan el sistema inmunitario innato, por lo que se produce un entorno de tipo TH2 (v. más adelante). Los factores que liberan las células epiteliales en respuesta a los helmintos y los alérgenos son IL-25, IL-33 y TLSP, que estimulan las células inmunitarias innatas, como los basófilos (a través de TLSP), y una clase de células inmunitarias que ejercen una morfología linfoide (a través de IL-25 e IL-33). Estas células secretan citocinas de tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, y orquestan aún más el cebado de los linfocitos Th2 y la producción consecuente de IgE por los plasmocitos. Estos linfocitos innatos se han denominado colaboradores naturales, nuocitos y células de tipo 2 MPP [17,24].





Respuesta de las células B en la alergia mediada por IgE

La IgE específica de antígeno producida por las células B es esencial para las reacciones alérgicas de tipo I. Aparte de su función patológica en las alergias, la IgE específica de antígeno es un componente importante de la inmunidad protectora contra los helmintos [25]. La recombinación del interruptor de clase (CSR) depende en gran medida de los linfocitos T colaboradores [26], aunque existe alguna evidencia de que otras células, como los mastocitos, los basófilos y los eosinófilos, también pueden proporcionar las señales necesarias [27]. Los linfocitos B que no han sido estimulados antes capturan su antígeno específico (alérgeno) por el receptor de linfocitos B (BCR), lo procesan y lo presentan en el contexto del complejo principal de histocompatibilidad (CPH) de clase II a los linfocitos T. Varios hallazgos proporcionan una evidencia sólida de que, dentro de los centros germinales de los folículos linfoides, los linfocitos T CD4+ colaboradores foliculares (TFH) especializados son los precursores de los linfocitos T colaboradores, en vez de los linfocitos Th canónicos. Los linfocitos TFH dependen de la expresión del factor regulador de la transcripción maestro Bcl6 y se caracterizan por la expresión de factores específicos, como concentraciones elevadas de IL-21. No se conoce bien cómo se relaciona el desarrollo de distintos subgrupos de linfocitos TFH con los linfocitos Th clásicos y cómo regulan la CSR en los linfocitos B para la expresión de diferentes subclases de inmunoglobulinas [26]. Sin embargo, se ha demostrado que los linfocitos TFH productores de IL-4 tienen una función importante en la respuesta inmunitaria de tipo Th2 en las infecciones parasitarias [28].


Posteriormente, los linfocitos B activados se expanden y se someten a maduración de afinidad por hipermutación somática. Se está debatiendo si: 1) los linfocitos B IgE+ maduran principalmente dentro de los centros germinales de forma comparable a los linfocitos B IgG+ y producen IgE de alta afinidad [29], o si 2) la mayoría de los linfocitos B IgE+ solo están presentes transitoriamente en los centros germinales y producen IgE de baja afinidad, mientras que la producción de IgE de alta afinidad tiene lugar a través de intermediarios de IgG1+ en los que, después de la hipermutación somática y la maduración de la afinidad, se produce una fase de cambio post-IgE [30]. Después de la CSR y la maduración de la afinidad, los linfocitos B migran desde los órganos linfoides a los sitios efectores de la mucosa, donde tiene lugar la diferenciación terminal que los convierte en plasmocitos [4]. Sin embargo, algunos informes indican que la CSR puede tener lugar también en sitios de la mucosa en los pacientes alérgicos [31].



Comparada con todas las demás clases de inmunoglobulinas, las concentraciones plasmáticas de IgE son las más bajas y su semivida biológica es la más corta (∼ 12 h en el suero [32] y ∼ 14 días en la piel [33]). En los pacientes alérgicos o después de una infección por helmintos, se encuentran títulos elevados de IgE específica de antígeno, incluso en ausencia del antígeno durante varios años [25,34]. Esta observación es consistente con la experiencia clínica, ya que los pacientes pueden desarrollar síntomas alérgicos recurrentes a pesar de evitar el alérgeno durante mucho tiempo. El mantenimiento estable de la memoria de los linfocitos B puede dividirse en dos amplias categorías: plasmocitos de vida larga y linfocitos B de memoria. Tres conceptos que compiten, que no son excluyentes entre sí, podrían explicar la memoria humoral. En primer lugar, se generan constantemente células plasmáticas de vida corta (que no se dividen) a partir de los linfocitos B de memoria, un proceso que podría estar dirigido por la persistencia del antígeno. En segundo lugar, se desarrollan plasmocitos de vida larga, con una semivida definida de varias semanas, a partir de linfocitos B de memoria activados por el receptor de citocinas o el receptor de tipo toll (TLR). En tercer lugar, la memoria se origina a partir de plasmocitos de vida larga que sobreviven en nichos de supervivencia apropiados, que se localizan en la médula ósea y, posiblemente, en los órganos linfoides secundarios y el tejido inflamado [35]. Se está debatiendo si la IgE se produce predominantemente dentro o fuera de los sitios de la mucosa [35,36]. El hecho de que la producción de IgE específica de alérgeno pueda transferirse mediante el trasplante de médula ósea argumenta que la IgE derivada de la médula ósea podría contribuir a la sensibilización de las células efectoras en la superficie de la mucosa [37]. La persistencia de IgE específica de alérgeno incluso bajo tratamiento inmunosupresor indica que los plasmocitos de vida larga (posiblemente localizados en la médula ósea) contribuyen sustancialmente a la alergia mediada por IgE, porque son resistentes a la inmunosupresión [35].





IgG e IgA específicas de alérgeno

La IgG1, la IgG4 y la IgA específicas de alérgeno se detectan con frecuencia en individuos alérgicos y no alérgicos. Se ha propuesto que estas subclases de inmunoglobulinas previenen las reacciones alérgicas. La evidencia del efecto protector de la IgG específica de alérgeno surge de los estudios de la ITE y de la inmunoterapia oral [38-40]. Las concentraciones específicas de IgE no siempre disminuyen tras la ITE con éxito o incluso aumentan al principio del tratamiento [41]. Sin embargo, muchos estudios demuestran que las concentraciones de IgG1 específica de alérgeno y, en particular, de la IgG4 aumentan mucho [38-41] (v. fig. 2.1). La proporción IgG/IgE específicas de alérgeno, más que la concentración total de IgE específica de alérgeno, se ha relacionado con la tolerancia a los alérgenos y la eficacia de la inmunoterapia (v. fig. 2.1). Por ejemplo, se descubrió que la proporción entre la IgG4 y la IgE específicas de alérgeno era alrededor de 1.000 veces superior en los apicultores no alérgicos que en los individuos con alergia al veneno de las abejas [42].


La IgG actúa como un «anticuerpo bloqueante» y compite con la IgE por la unión a los epítopos del alérgeno y, por lo tanto, inhibe el entrecruzamiento del receptor Fc de alta afinidad (FcɛRI) en los mastocitos y los basófilos [38,39,43,44]. Además, la IgG específica de alérgeno coagrega FcγRIIB con FcɛRI. FcγRIIB contiene un motivo de inhibición del inmunorreceptor basado en tirosina (ITIM) intracitoplásmico y se ha observado que inhibe la activación de los mastocitos y los basófilos inducida por IgE [44,45]. El coentrecruzamiento de FcγRIIB y FcɛRI también podría utilizarse por la ingeniería de sustancias terapéuticas seguras para la ITE que mantiene todos los epítopos de los linfocitos B y T. Se ha observado que un fragmento Fc de la IgG1 humana fusionado con el alérgeno del gato Fel d 1 inhibe la activación inducida por Fel d 1 de los mastocitos y los basófilos humanos sensibilizados con suero de pacientes alérgicos a Fel d 1, y también la anafilaxia inducida por Fel d 1 en ratones transgénicos con FcɛRIa humano [46].


También se ha cuestionado la relación entre la eficacia de la ITE y la inducción de IgG específica de alérgeno, porque no se ha podido demostrar en algunos estudios [47]. En un estudio se observó que la eficacia a largo plazo de la inmunoterapia con alérgenos se asocia a la presencia de IgG específica de antígeno de alta afinidad con una fuerte bioactividad inhibidora, aunque las concentraciones totales de IgG específica de alérgeno disminuyeron a niveles casi anteriores a la inmunoterapia cuando se interrumpió el tratamiento [48].


Los datos contradictorios también podrían explicarse por el hecho de que la IgG específica de alérgeno puede tener efectos que aumentan la inmunidad. Por ejemplo, la IgG puede estimular las células inmunitarias, como los mastocitos y los eosinófilos, a través de la unión a los receptores Fcγ activadores (tabla 2.1). La IgG específica de alérgeno puede aumentar las reacciones alérgicas por la formación de agregados de alérgenos más grandes (superentrecruzamiento) [50] o mediante la activación del complemento (IgG1-3, no IgG4). Además, la unión de ciertas IgG a los alérgenos puede aumentar la afinidad de la IgE, quizá debido a los cambios de la estructura tridimensional del alérgeno [51]. Sin embargo, parece que la IgG4 tiene una importancia especial para prevenir las reacciones alérgicas. Se une solo con baja afinidad a los receptores Fcγ y no activa el complemento. Además, se ha demostrado que los anticuerpos IgG4 son moléculas dinámicas que cambian brazos Fab intercambiando una cadena pesada y la cadena ligera adjunta (media-molécula) por un par cadena pesada-ligera de otra molécula, lo que produce anticuerpos biespecíficos. De este modo, la IgG4 pierde su capacidad para entrecruzarse con el antígeno y formar complejos inmunitarios en la mayoría de las condiciones. Este mecanismo podría proporcionar la base para la actividad antiinflamatoria que se atribuye a la IgG4 [52].



Tabla 2.1


Receptores Fc en los mastocitos, los eosinófilos y los basófilos.







	Receptor (CD)

	Cadenas

	Afinidad de la unión

	Ligandos

	Expresión de los MC, E, Ba

	Otras células










	FcγRI(CD64)

	α, γ

	Ig1: 108 M−1



	(1) IgG1 = IgG3, (2) IgG4, (3) IgG2

	MC, Ea





	M, Na

, D






	FcγRII-A(CD32)

	α

	Ig1: 2 × 106 M−1



	(1) IgG1, (2) IgG2b

 = IgG3, (3) IgG4

	MC, E, Bac





	M, N, CL, P






	FcγRII-B(CD32)

	αd





	Ig1: 2 × 106 M−1



	(1) IgG1 = IgG3, (2) IgG4, (3) IgG2

	MC, E, Bac





	M, N, B






	FcγRIII(CD16)

	α, β, γ

	Ig1: 5 × 105 M−1



	(1) IgG1 = IgG3, (2) IgG4, (3) IgG2

	E

	M, N, B






	FcαRI(CD89)

	α, γ

	IgA1, IgA2

	IgA1 = IgA2

	E

	M, N






	FcɛRI

	α, β, γ

	IgE: 1010 M−1



	IgE

	MC, Ba, Ea,e


	Me

, De

, CLe










	FcɛRIIf

(CD23)

	Único

	IgE: 108 M−1



	IgE, otrosg





	E

	B, T, M, CL, P
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Fuente: Modificado de la referencia 49.


B, linfocitos B; Ba, basófilos; CL, células de Langerhans; D, células dendríticas; E, eosinófilos; M, monocitos; MC, mastocitos; N, neutrófilos; P, plaquetas; T, linfocitos T.


a Inducible.


b Solo algunos alotipos de FcγRII-A se unen a la IgG2.


c Se ha observado la expresión de CD32, pero hasta la fecha no está claro si se expresa FcγRII-A o FcγRII-B.


d Contiene un motivo ITIM (inhibidor).


e La cadena β no se expresa.


f Existen dos isoformas (a y b). FcɛRIIa se expresa principalmente en los linfocitos B; FcɛRIIb también en otras células.


g Véase el texto («Receptores de IgE»).





Evidentemente, existen varios factores que influyen en las consecuencias clínicas de la exposición a un alérgeno: 1) la estructura del alérgeno; 2) la dosis y la duración de la exposición; 3) la especificidad de epítopo y la afinidad de los anticuerpos; 4) las cantidades absolutas y relativas de las subclases de inmunoglobulinas; 5) los perfiles de expresión de los receptores Fc sobre las células efectoras; 6) la composición y el estado de activación de las células inmunitarias en el tejido expuesto, y 7) el perfil de linfocitos T efectores específicos de alérgeno. Esto demuestra que el seguimiento de la ITE midiendo las inmunoglobulinas específicas de antígeno a veces puede ser erróneo, y que se necesitan sistemas biológicos complejos para analizar los efectos inmunológicos de la ITE.





Genes y entorno

En general, se reconoce que los factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades alérgicas pueden ser genéticos y ambientales. Cada vez se está prestando más atención a los factores epigenéticos en alergología.


Los estudios de hermanos y familias han revelado que los antecedentes genéticos afectan al riesgo de desarrollar alergia. Estas observaciones pueden estar relacionadas con varios polimorfismos genéticos. No es sorprendente que muchos de estos genes codifiquen factores clave de las reacciones inmunitarias relacionadas con la IgE y de tipo Th2, como la cadena FcɛRI b, IL-4R, IL-13 y STAT6 [53,54]. En determinadas enfermedades atópicas se han identificado mutaciones particulares. Por ejemplo, se han descrito mutaciones de pérdida de la función en la filagrina en pacientes con eccema atópico, y se asocian a un mayor riesgo de sensibilización atópica en estos individuos [55]. En cambio, para otras enfermedades, como la alergia alimentaria, los datos son limitados y solo pueden extrapolarse de las alergias por inhalantes y el asma. Curiosamente, los genes que codifican los receptores de la inmunidad innata que reconocen las bacterias o los productos bacterianos, como CD14 y NOD1, se han asociado a la alergia [56]. Estos análisis indican que el umbral del sistema inmunitario para los estímulos ambientales está controlado por la variación genética natural y la interacción gen-entorno, así como por bacterias patógenas o comensales.


En los últimos años ha llamado la atención la función de la microbiota intestinal comensal. La microbiota interactúa con las partes innata y adaptativa del sistema inmunitario de la mucosa intestinal del huésped y, por medio de estos mecanismos, impulsa la diferenciación celular reguladora en el intestino, que participa de forma crítica en el mantenimiento de la tolerancia inmunitaria. Específicamente, la microbiota puede activar células dendríticas tolerógenas distintas en el intestino y, a través de esta interacción, puede dirigir la diferenciación de los linfocitos T reguladores. Además, la microbiota es importante para impulsar la diferenciación de los linfocitos Th1, que corrige el sesgo inmunitario de Th2 que se cree que ocurre en el nacimiento. Que no se establezca la tolerancia inmunitaria apropiada al principio de la vida y se mantenga durante toda la vida representa un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades alérgicas dependientes de la IgE y otros trastornos inmunomediados [57].


La prevalencia de las enfermedades alérgicas es considerablemente menor en los países en vías de desarrollo y en las zonas rurales en comparación con las zonas urbanas del mismo país. Por otra parte, el número de pacientes alérgicos ha aumentado en las últimas décadas, lo que apoya más el argumento de que los factores ambientales son muy responsables de la atopia [58]. Sin embargo, existen pocas evidencias sólidas que indiquen que los factores de riesgo obvios, como una mayor exposición a alérgenos de interior, la contaminación o los cambios de la dieta y el período de lactancia, podrían ser responsables del aumento de las enfermedades alérgicas. Otra categoría de factores ambientales que muestran alguna asociación inversa con la atopia son las infecciones, las vacunas, la ausencia de tratamiento con antibióticos, los entornos agrícolas tradicionales, los hermanos mayores, la asistencia a guarderías y la tenencia de mascotas [58,59]. Más relevante en este contexto es el hallazgo de que los niños que viven en granjas se exponen a una gama más amplia de microbios que los niños que viven en otros lugares, y esta exposición explica una parte importante de la relación inversa entre el asma y crecer en una granja [60].


Estos hallazgos conducen a la «hipótesis de la higiene», que ahora no solo se basa en estudios de asociación epidemiológicos [61]. La hipótesis también se basa en los resultados, que indican que son necesarios estímulos microbiológicos particulares para la transferencia de la protección, como el polisacárido derivado de Bacteroides fragilis [62] o Acinetobacter lwoffii y Lactococcus lactis [63]. Estos hallazgos podrían convertirse en la base no solo de las nuevas estrategias de prevención, sino también del desarrollo de nuevos fármacos preventivos, como los polisacáridos bacterianos o las sustancias probióticas [64]. Sin embargo, estos nuevos hallazgos no pueden transferirse fácilmente a la práctica clínica utilizando solo los probióticos existentes desarrollados para otros fines que no sean la protección de la alergia, como lo demuestran los resultados contradictorios sobre la protección frente a la alergia y el eccema mediante el tratamiento materno con Lactobacillus rhamnosus GG [65].


En la inducción de la tolerancia podrían participar tanto el sistema inmunitario innato como el adaptativo. Los estudios en animales muestran efectos protectores de ciertos ligandos de TLR en la inflamación inducida por alérgenos [56]. Además, los componentes microbianos, como el ADN inmunoestimulador que contiene CpG, un agonista de TLR9, o el componente de la pared celular bacteriana monofosforil lípido A, se han utilizado con éxito como adyuvantes en estudios clínicos de la ITE. Estos compuestos mejoran considerablemente los marcadores inmunológicos indirectos y los resultados clínicos [66,67]. Las infecciones crónicas pueden inducir linfocitos Treg que proporcionan supresión del espectador no específica [68]. Por otra parte, se ha sugerido que existen estructuras comunes, que se unen a las IgG e IgE, en los alérgenos y antígenos parasitarios, origen de la reactividad cruzada entre ambos [68]. Curiosamente, los anticuerpos IgG4 específicos frente a los parásitos pueden inhibir la desgranulación mediada por IgE de las células efectoras aisladas de pacientes alérgicos, lo que indica que las infecciones parasitarias crónicas inducen «anticuerpos bloqueantes» con reacciones cruzadas con alérgenos [69].


Los factores ambientales pueden influir en las reacciones alérgicas dependientes de la IgE a través de mecanismos epigenéticos, como se ha revelado en estudios que demuestran que las exposiciones ambientales tempranas desempeñan una función clave en la activación o el silenciamiento de genes mediante la alteración del ADN y la metilación de las histonas, la acetilación de las histonas y la estructura de la cromatina. Estas modificaciones determinan el grado de compactación del ADN y la accesibilidad para la transcripción genética, alterando la expresión de los genes, el fenotipo y la susceptibilidad a la enfermedad. Aunque hay pruebas de que algunas exposiciones ambientales tempranas se asocian a un mayor riesgo de enfermedades alérgicas dependientes de la IgE, varios estudios indican que las exposiciones dietética y microbiana intrauterina pueden modificar la expresión génica y la propensión a las enfermedades alérgicas a través de la modificación epigenética [70]. Los últimos datos indican que los mecanismos epigenéticos contribuyen al desarrollo de la función de los linfocitos Th, que comprende el patrón de diferenciación celular de Th1/Th2, la diferenciación de los linfocitos T reguladores y el desarrollo de Th17 [59,70]. Los factores ambientales, como las partículas que desprenden los motores diésel, las vitaminas, el humo del tabaco y los microbios, actúan a través de estos mecanismos [71]. De hecho, en un estudio reciente se confirmó que los patrones epigenéticos en los genes candidatos del asma están influenciados por la exposición en las granjas. En la sangre del cordón, regiones en ORMDL1 y STAT6 estaban hipometiladas en el ADN procedente de niños que vivían en granjas en comparación con los que no vivían en granjas, mientras que regiones en RAD50 e IL-13 estaban hipermetiladas. Los cambios de la metilación a lo largo del tiempo se produjeron en 15 regiones genéticas y se agruparon en los genes muy asociados al asma (familia ORMDL) y la regulación de la IgE (RAD50, IL13 e IL4), pero no en los genes T-reguladores, como FOXP3 o RUNX3 [72].





Reconocimiento inmunitario innato de alérgenos

La fuerza impulsora para la inducción de una respuesta inmunitaria adaptativa es el sistema de reconocimiento inmunológico innato en células hematopoyéticas y no hematopoyéticas. La detección se produce principalmente a través de receptores inmunitarios innatos, como los receptores TLR, los receptores de tipo NOD o los receptores lectina de tipo C (CLR) que detectan glucanos. Teniendo en cuenta este modelo, es interesante observar que muchos alérgenos tienen propiedades estimulantes inmunitarias que se dirigen al sistema inmunitario innato. Aunque los alérgenos representan un grupo heterogéneo de proteínas, se ha observado que algunas características estructurales suelen estar sobrerrepresentadas, lo que puede explicar su resistencia a la digestión proteolítica y su reconocimiento por el sistema inmunitario innato [73].


Muchos alérgenos (alimentos) son glucoproteínas, y la glucosilación de las proteínas puede contribuir a la unión a los CLR. Por ejemplo, el Ara h 1 (el principal alérgeno del cacahuete) glucosilado, pero no el desglucosilado, es reconocido por el CLR DCSIGN, lo que da lugar a la activación de las células dendríticas y al cebado posterior de una respuesta de los linfocitos T Th2-sesgada [73,74]. Ara h 1 es un N-glucano que comparte similitudes estructurales con los N-glucanos de los antígenos del huevo de Schistosoma mansoni, que son patrones moleculares asociados a patógenos (PMAP) de Th2 bien estudiados. Varios alérgenos respiratorios, como el alérgeno Der p 2 de los ácaros del polvo, comparten homología estructural y funcional con MD-2, el componente de unión a los LPS del complejo de señalización de TLR4. El Der p 2, junto con dosis bajas de LPS, que suelen estar presentes en los extractos de ácaros del polvo, estimula las citocinas proalérgicas, como GM-CSF, TSLP, IL-25 e IL-33 en las células epiteliales del pulmón, y produce asma alérgica en los ratones [75]. Varios alérgenos tienen funciones enzimáticas, con frecuencia actividades de la proteasa, que facilitan la distribución transepitelial y la difusión del alérgeno, y también la escisión de los receptores celulares, como el ligando de CD40 en los monocitos, CD25 en los linfocitos T, o receptores activados por proteasas (PAR) en tipos de células como las células epiteliales, estromales e inmunitarias. Las consecuencias son la disminución de la producción de la citocina IL-12 antagonista de Th2 en los monocitos, el aumento de la producción de citocinas de tipo Th2 en los linfocitos T, y la producción de citocinas proinflamatorias y con sesgo para Th2 en las células PAR-activadas, como TSLP e IL-33 en las células epiteliales/del estroma e IL-4 en los basófilos [73,76].


En la mayoría de los casos, los alérgenos de las proteínas no promueven directamente la estimulación dependiente del receptor inmunitario innato. Sin embargo, la mayoría de los alérgenos derivan de complejos que pueden incluir otras moléculas distintas que desencadenan funciones inmunitarias innatas. Por ejemplo, los extractos de cacahuete entero tienen más capacidad para la activación inmunitaria que los alérgenos aislados, lo que puede atribuirse a proteínas que por sí mismas no son alérgenos principales, pero que estimulan las células inmunitarias innatas o activan el complemento. Estas funciones pueden facilitar las respuestas inmunitarias adaptativas y/o actuar sinérgicamente con la activación de las células efectoras dependiente de la IgE y exacerbar las reacciones anafilácticas [73]. Además, los esfingolípidos de la leche de vaca pueden activar las células citolíticas naturales invariables para producir IL-4 e IL-13 [77], y el polen contiene actividad NADPH oxidasa intrínseca, lo que genera especies reactivas de oxígeno (ROS) [78] y/o lípidos bioactivos (fitoprostanos) [79]. Se ha demostrado que la bioactividad intrínseca del polen produce polarización de los linfocitos Th2 e inflamación alérgica de las vías respiratorias. Estos datos indican firmemente que los alérgenos provocan alergias mediante una estrategia de dos señales, en la que la señal 1 desencadena la respuesta innata y la señal 2 es el antígeno específico que interactúa con los receptores de los linfocitos B y T.





Inflamación alérgica

Una vez que un individuo está sensibilizado y se ha formado IgE específica de alérgeno, la exposición recurrente al antígeno induce fácilmente las manifestaciones de la inflamación alérgica y la enfermedad atópica. La inflamación alérgica se debe a una interacción compleja entre varias células inflamatorias, como mastocitos, basófilos, linfocitos, células dendríticas, eosinófilos y células tisulares, orquestada por varios factores de transcripción, en particular NF-κB y GATA3 [80]. La respuesta se ha clasificado en tres fases: 1) reacción de fase aguda o inmediata; 2) reacción de fase tardía, y 3) inflamación alérgica crónica (fig. 2.2).
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Figura 2.2 Fases de la enfermedad alérgica. Para obtener más información, véase el texto.








Se produce una reacción aguda cuando el alérgeno, después de atravesar la mucosa, se une a la IgE específica de antígeno en la superficie de los mastocitos y los basófilos. Esto induce el entrecruzamiento de FcɛRI, lo que da lugar a la liberación de mediadores proinflamatorios, como histamina, eicosanoides y citocinas. Los signos clínicos de la respuesta aguda (pápulas y eritema) se desarrollan en cuestión de segundos a minutos. Una característica particular de la alergia alimentaria intestinal podría ser una «reacción aguda» retardada debido al tiempo que tardan los antígenos de la dieta en pasar a través del esófago y el estómago. Después de la reacción inmediata puede producirse una reacción de fase tardía que comienza a las 4-48 h. Los mediadores derivados de las células cebadas inducen la expresión de moléculas de adhesión en las células endoteliales, que se unen al ligando en la superficie de los eosinófilos, los basófilos, los linfocitos Th2 y los linfocitos NKT [81]. Esto conduce a la extravasación preferencial de estas células a través de la pared de los vasos en los sitios de inflamación. Su reclutamiento en el órgano diana depende de la producción de una serie de quimiocinas [82]. Dentro del tejido, las células infiltrantes se activan aún más por el entorno inflamatorio y los alérgenos a través del reconocimiento específico del antígeno (IgE en los basófilos y la presentación de antígenos dependiente del CPH de clase II a los linfocitos Th2). Pueden desarrollarse reacciones de fase tardía independientes de la IgE. Se ha observado que el alérgeno alimentario relacionado con el polen de abedul, que pierde su capacidad para unirse a la IgE tras la cocción, pero conserva su potencia estimuladora de los linfocitos T, no induce una reacción de fase aguda, como el síndrome de alergia oral, pero puede inducir una respuesta de fase tardía, como el eccema atópico [81]. La exposición repetida al alérgeno puede producir una respuesta inflamatoria crónica que causa infiltración persistente de mastocitos, eosinófilos, basófilos, linfocitos y células dendríticas. Por otra parte, la inflamación alérgica afecta a las células tisulares, como las células epiteliales, los fibroblastos, las células vasculares y las células del músculo liso de las vías respiratorias, y produce cambios estructurales crónicos del tejido, como células caliciformes e hipertrofia del músculo liso, fibrosis y disfunción de órganos. Los nervios sensitivos están sensibilizados y activados durante la inflamación alérgica y producen síntomas. Existen varios mecanismos antiinflamatorios endógenos, como lípidos y citocinas antiinflamatorios, que pueden ser defectuosos en la enfermedad alérgica, amplificando y perpetuando así la inflamación. Las características clínicas específicas de cada una de las diferentes fases varían según el sitio anatómico afectado (v. fig. 2.2).





Receptores de IgE

La mayor parte de la IgE se une al FcɛRI que se expresa en los mastocitos, los basófilos, los monocitos, las células dendríticas, las células de Langerhans, los eosinófilos y las plaquetas (v. tabla 2.1). La IgE monomérica se une al FcɛRI con alta afinidad y tiene una velocidad de disociación lenta (semivida de 20 h aproximadamente). El FcɛRI está formado por una cadena α de unión a la IgE, una cadena β transmembrana tetraextensible y una cadena γ con enlace disulfuro homodimérica. La cadena β, que solo se expresa en los mastocitos y los basófilos, actúa como un amplificador, y en su ausencia el receptor inicia solamente señales débiles. El entrecruzamiento de FcɛRI inicia la señalización mediada a través de los motivos de activación del inmunorreceptor basados en tirosina (ITAM) codificados en las colas citoplásmicas de las cadenas β y γ. Para obtener una descripción detallada de los eventos de señalización a través del FcɛRI, consulte las revisiones exhaustivas [83-85]. En pocas palabras, la señalización descendente da lugar a la liberación de calcio intracelular y la activación de la proteína cinasa C (PKC), las rutas de la proteína cinasa activada por mitógeno (MAPK), el factor nuclear kappa B (NF-κB), la cinasa fosfoinositol 3 (PI3K) y la fosfolipasa A2 (PLA2). En los mastocitos y los basófilos, estos acontecimientos dan lugar a la desgranulación, la generación de metabolitos del ácido araquidónico y el aumento de la expresión de genes que codifican citocinas proinflamatorias y quimiocinas. La unión de la IgE en ausencia del antígeno aumenta la expresión del receptor, induce señales antiapoptósicas y desencadena la producción de citocinas de bajo nivel en los mastocitos [86,87]. La señalización descendente inducida por la unión a la IgE monomérica sigue siendo elusiva. En las células presentadoras de antígeno, se ha demostrado que el FcɛRI facilita la presentación de antígenos mediante captura de antígenos dependiente de IgE [36,88].


El receptor de IgE de baja afinidad (FcɛRII/CD23) no es un miembro de la superfamilia de las Ig. El CD23 es una proteína integral de membrana de tipo II con un dominio C-lectina en el extremo C-terminal de la secuencia extracelular. El dominio lectina contiene los sitios de unión para todos los ligandos conocidos de CD23, como la IgE, los receptores del complemento CR2, CR3 y CR4 (que también se denominan CD21, CD18-CD11b y CD18-CD11c, respectivamente) y la vitronectina. El CD23 facilita la presentación del antígeno a los linfocitos B y actúa como un regulador de la retroalimentación negativa del cambio de clase de la IgE. En los enterocitos, el CD23 facilita el transporte bidireccional de complejos antígeno-IgE y, por lo tanto, puede participar en el muestreo de antígenos en la luz intestinal [36].





Mastocitos

Los mastocitos están muy distribuidos en todo el organismo, suelen encontrarse alrededor de los vasos sanguíneos, adyacentes a los nervios y en las mucosas. Los progenitores de los mastocitos derivados de la médula ósea migran a través de la sangre periférica a los tejidos, donde se someten a la maduración final bajo la influencia de factores microambientales, locales. El factor de células madre (FCM), que se produce de forma soluble o unido a membrana por los fibroblastos, las células endoteliales y las células del estroma, es el factor esencial tanto para la maduración de los mastocitos como para la supervivencia de los mastocitos maduros [89]. La importancia del FCM y su receptor KIT destaca por el hecho de que los ratones deficientes de KIT básicamente carecen de células cebadas. Los mastocitos maduros son células de vida larga que mantienen la capacidad de crecimiento. En particular la IL-4, pero también la IL-3 y la IL-9, inducen la proliferación de los mastocitos tisulares de forma dependiente del FCM [90-92].


Generalmente, los mastocitos humanos se clasifican según su contenido de proteasa y las marcas ultraestructurales relacionadas de sus gránulos. Los mastocitos que contienen solo triptasa (MCT) predominan en el pulmón y la mucosa intestinal. Los mastocitos triptasa y quimasa positivos (MCTC) se encuentran principalmente en la piel y la submucosa intestinal. Se ha sugerido que estos subtipos pueden clasificarse aún más de acuerdo con su capacidad de respuesta a ciertos agonistas IgE independientes. Esta heterogeneidad podría reflejar que los mastocitos tienen propiedades bioquímicas y funcionales diferentes dependiendo del sitio anatómico en el que residen y/o los procesos biológicos en los que participan.


Los mastocitos ejercen sus funciones biológicas principalmente por la liberación de mediadores humorales. Los mediadores de los mastocitos, así como de los eosinófilos y los basófilos, pueden clasificarse en tres grupos: 1) mediadores asociados a gránulos de secreción preformados; 2) metabolitos eicosanoides sintetizados de novo, y 3) citocinas y quimiocinas que principalmente se sintetizan de novo, pero que a veces también se encuentran almacenadas dentro de gránulos de secreción (tabla 2.2). Los mediadores asociados a gránulos de secreción de los mastocitos son principalmente la histamina, proteasas y proteoglucanos. La histamina ejerce sus actividades biológicas de amplio rango a través de la unión a cuatro receptores de histamina (H1-4). Con respecto a la inflamación alérgica, parece que el receptor H1 tiene una importancia especial. Su activación afecta a la función de los vasos sanguíneos (dilatación y aumento de la permeabilidad), los músculos lisos (contracción), las células epiteliales (producción de moco) y los linfocitos Th2 (reclutamiento) [93]. Las proteasas de los mastocitos escinden varias proteínas del huésped, entre ellas los receptores activadores de la proteasa, y se han relacionado con las funciones inmunitarias y no inmunitarias de las células cebadas, como la reparación de tejidos y la fibrinólisis. Por ejemplo, las proteasas derivadas de los mastocitos escinden toxinas endógenas (endotelina-1, inducida por la infección bacteriana) y exógenas (venenos de serpientes y de abejas) y, por lo tanto, limitan la patología [94,95]. Además, las proteasas de los mastocitos median la escisión de los alérgenos. Esto podría ser un importante bucle de retroalimentación negativa para terminar o debilitar la inflamación alérgica [96]. Los principales metabolitos del ácido araquidónico que producen los mastocitos (y su función principal) son la PGD2 (contracción del músculo liso, quimiotáctico para los eosinófilos y los linfocitos Th2), el LTC4 (aumento de la permeabilidad vascular, la producción de moco y la contracción del músculo liso) y el LTB4 (quimiotáctico para los neutrófilos, los eosinófilos y los linfocitos T) [97]. Los mastocitos producen una gran cantidad de citocinas y quimiocinas. Entre ellas, IL-3, IL-5 e IL-13 parecen ser especialmente importantes en las reacciones alérgicas [98]. Intervienen en el reclutamiento de los basófilos (IL-3) y los eosinófilos (IL-5), el cambio de clase de la IgE, la producción de moco y la hiperreactividad de las vías respiratorias (todo IL-13). Aunque puede detectarse en los mastocitos de los roedores [99], los mastocitos humanos no producen IL-4 o solo pequeñas cantidades [100].



Tabla 2.2


Mediadores de los mastocitos, los eosinófilos y los basófilos.







	
Mastocitos








	Asociados a gránulos

	Histamina, triptasa, quimasa, carboxipeptidasa A, heparina, sulfato de condroitina E, muchas hidrolasas ácidas, catepsina G






	Sintetizados de novo



	LTC4, LTB4, PGD2, PAF






	Citocinas/quimiocinas

	IL-1β, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-13, IL-16, IL-18, IL-25, TNF-α, TGF-β, GM-CSF, CCL3/MIP-1α, bFGF, VPF/VEGF, y otros






	
Eosinófilos








	Asociados a gránulos

	ECP, NDE (antes denominado EPX), MBP, EPO, CLC






	Sintetizados de novo



	LTC4, LTB4, PAF, PGE1/E2, tromboxano B2, metabolitos del oxígeno (H2O2, O2−)






	Citocinas/quimiocinas

	IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-16, IL-18, TNF-α, TGF-α, TGF-β, GM-CSF, CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1α, CCL5/RANTES, CCL11/eotaxina-1, VPF/VEGF, PDGF-B






	
Basófilos








	Asociados a gránulos

	Histamina, sulfato de condroitina A, proteasa neutra con actividad generadora de bradicinina, β-glucuronidasa, elastasa, catepsina, enzima de tipo G, MBP, CLC, granzima B (inducida por IL-3)






	Sintetizados de novo



	LTC4








	Citocinas/quimiocinas

	IL-4, IL-13, CCL3/MIP-1α
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El entrecruzamiento del FcɛRI es el desencadenante más potente para activar los mastocitos para la liberación de las tres clases de mediadores y, por lo tanto, los mastocitos desempeñan una función principal como células efectoras en las reacciones alérgicas dependientes de la IgE (v. tabla 2.1) [89,98]. La desgranulación y la producción de eicosanoides se producen en cuestión de minutos. Las citocinas, si no están almacenadas dentro de los gránulos, se regulan en especial de forma transcripcional y se producen en 2-6 h [100]. La IL-3, la IL-4 y la IL-5 aumentan las reacciones mediadas por el FcɛRI [91,100,101], lo que garantiza un bucle de retroalimentación positiva autocrina y paracrina, porque los principales productores de estas citocinas son los mastocitos (IL-3, IL-5) y, después del reclutamiento, los basófilos (IL-4), los eosinófilos (IL-3, IL-5) y los linfocitos Th2 (IL-4, IL-5) (v. tabla 2.2). La IL-4 induce la producción de IL-5 por los mastocitos incluso en ausencia de entrecruzamiento de la IgE [93]. Por otro lado, se ha demostrado que las citocinas moduladoras centrales de los linfocitos Treg, IL-10 y TGF-β, inducen la apoptosis en los mastocitos (TGF-β) y disminuyen la producción del mediador inducida por FcɛRI (IL-10 y TGF-β) [102]. Se han descrito varios factores activadores de mastocitos independientes de la IgE. El FCM, los factores activadores del complemento (C5a), los neuropéptidos (sustancia P), la adenosina, la IgG de entrecruzamiento del FcγRI y varios ligandos del TLR estimulan las funciones efectoras de los mastocitos, pero son considerablemente menos eficaces que las señales mediadas por FcɛRI [50].



Teniendo en cuenta los múltiples efectos biológicos de sus mediadores, se pueden proponer varias funciones posibles de los mastocitos in vivo. Un modelo «knock-in» de mastocitos en ratones ha contribuido considerablemente a la comprensión de la función de los mastocitos en varias patologías. Aparte de las alergias, los últimos estudios señalan que los mastocitos son células efectoras importantes en los modelos autoinmunitarios inducidos por complejos inmunitarios (mediados a través de Fcγ en los mastocitos) [103] y confieren protección contra las infecciones bacterianas agudas [104-106]. Utilizando este modelo knock-in de los mastocitos, se ha demostrado que participan en todas las etapas de la inmunopatología en el asma alérgica, que son la fase inmediata, la fase tardía y las reacciones alérgicas crónicas. Las funciones efectoras de los mastocitos dependían principalmente, pero no exclusivamente, de la expresión de FcɛRI/FcγRIII [107].


Un campo apasionante de la investigación de los mastocitos es la cuestión de si los mastocitos contribuyen a la instrucción de la respuesta inmunitaria adaptativa y cómo lo hacen. Varias líneas de evidencia indican ahora que los mastocitos producen señales importantes para la activación de las células dendríticas y el cebado de los linfocitos T y B, como citocinas (p. ej., TNF-α) y moléculas coestimuladoras (CD40L, ligando OX40). En un modelo de aloinjerto, los mastocitos fueron absolutamente esenciales en la tolerancia dependiente de los linfocitos Treg. La IL-9 representa el enlace funcional a través del cual los Treg reclutan y activan los mastocitos para mediar la supresión inmunitaria regional [108]. Sin embargo, sigue siendo difícil saber si los mastocitos desempeñan una función (ya sea de activación o de crear tolerancia) durante la fase de sensibilización de las alergias.


A pesar del entusiasmo actual por las múltiples funciones de los mastocitos en los trastornos inmunitarios y la regulación inmunitaria, hay que considerar que es posible que la mayor parte de los datos derivados del sistema murino, en particular con respecto a las funciones de los mastocitos, no siempre reflejen la situación humana [81]. Por otra parte, muchos datos sobre las funciones de los mastocitos in vivo se basan en ratones mutantes deficientes de KIT en mastocitos, mientras que los trabajos recientes en nuevos ratones mutantes sin alteración de la función KIT no pudieron confirmar estas funciones [109]. Estos resultados indican que hay que reconsiderar las funciones fisiológicas esenciales de los mastocitos.





Basófilos

Los basófilos se consideraban los progenitores circulantes de los mastocitos tisulares debido a su morfología y sus características de tinción similares (por su contenido en gránulos basófilos), y a sus propiedades funcionales solapadas. Ahora está generalmente aceptado que los mastocitos y los basófilos se originan a partir de linajes independientes [110-112]. Los basófilos maduran completamente dentro de la médula ósea y posteriormente se liberan a la sangre periférica, donde forman la población más pequeña de los leucocitos (el 0,5-1% de los leucocitos totales, incrementados considerablemente en los pacientes alérgicos). La IL-3 es el factor de crecimiento de basófilos más importante, pero se han identificado otros factores de crecimiento, como IL-5, GM-CSF, NGF y TGF-β [111,112]. Los basófilos entran en el tejido en los sitios de inflamación, y son dirigidos por moléculas de adhesión y factores quimiotácticos [81,113]. Este conjunto de factores de crecimiento y quimiotácticos coincide en gran medida con los factores que promueven el desarrollo y el reclutamiento de los eosinófilos. Esto puede explicar la participación combinada de ambos tipos de células en muchas enfermedades. En contraste con los mastocitos, tanto los basófilos como los eosinófilos son células de vida corta que sobreviven en el tejido solo durante unos días [111,114]. Los basófilos se han detectado especialmente en reacciones alérgicas de fase tardía dentro de la piel y el pulmón, mientras que su participación en las patologías digestivas es, en gran parte, desconocida.


De forma similar a los mastocitos, los basófilos liberan grandes cantidades de histamina y LTC4, pero no PGD2, que deriva específicamente de los mastocitos. Los basófilos son una fuente importante de IL-4 e IL-13 [114,115], que pueden liberarse tras la estimulación dependiente o independiente de la IgE. En términos celulares, los basófilos activados producen más IL-4 e IL-13 que cualquier otro tipo de célula. Los basófilos producen un perfil de citocinas mucho más limitado que los mastocitos y los eosinófilos (v. tabla 2.1). Sin embargo, la expresión específica de IL-4, que producen de forma cuestionable los mastocitos y los eosinófilos, indica una función particular de los basófilos en el cebado específico de antígeno de los linfocitos T a los linfocitos Th2 [116], aunque los datos son controvertidos [117]. La interacción entre los basófilos y los linfocitos T no se limita al cebado de los linfocitos T por las citocinas, ya que los basófilos también pueden actuar como células presentadoras de antígeno para una respuesta de Th de tipo 2 inducida por alérgenos [118].


Después del entrecruzamiento de FcɛRI, la liberación de histamina y de eicosanoides es casi completa a los 20 min, mientras que la producción de IL-4 e IL-13 sigue un curso de tiempo con una respuesta máxima después de 4 y 20 h, respectivamente. Pueden detectarse pequeñas cantidades de IL-4 (10 pg/106 basófilos) 5-10 min después de la estimulación, lo que indica que se libera IL-4 preformada [115]. Los secretagogos independientes de la IgE son las anafilotoxinas C3a y C5a, el factor activador de plaquetas (PAF), la proteína básica principal (MBP) derivada de eosinófilos, citocinas (IL-3, IL-5, GM-CSF) y quimiocinas (MCP-1, -3, eotaxina, RANTES, MIP-1α, IL-8). Es especialmente interesante la observación de que la IL-3, la IL-5 y el GM-CSF solo inducen la liberación de pequeñas cantidades de mediadores, pero aumentan sustancialmente los efectos de casi todos los agonistas dependientes e independientes de la IgE. Parece que esto último es lo más importante, sobre todo en la reacción alérgica de fase tardía que se caracteriza por un aumento de la producción de citocinas, y se ha denominado «cebado basófilo». Se podrían hacer observaciones similares para otras células inflamatorias, como los eosinófilos, lo que indica una forma bastante general de la regulación de las células inflamatorias [114,115]. La IL-33, un miembro de la familia IL-1, es un agente cebador de basófilos y eosinófilos que promueve la inflamación alérgica dependiente de la IgE y la polarización de Th2, probablemente por la activación selectiva de estos dos tipos de granulocitos [119]. En el sistema murino, se ha identificado otro regulador de la proliferación y la función de los basófilos, la citocina linfopoyetina estromal del timo (TSLP), para la que ya se habían descrito polimorfismos genéticos que se asocian a enfermedades atópicas en los seres humanos. La TSLP promueve la basofilia sistémica e induce subtipos de basófilos, lo que fomenta la inflamación mediada por Th2 [120].


Cada vez hay más pruebas de que los basófilos participan en la defensa contra las infecciones por helmintos [121]. Sin embargo, los estudios de basófilos in vivo son limitados, porque no existe una cepa de ratones deficiente en basófilos. Mukai et al. demostraron, en una serie de estudios de transferencia formales, que los basófilos, en ausencia de linfocitos T y mastocitos reactivos, inducen una inflamación alérgica retardada dependiente de la IgE, mientras que los mastocitos eran necesarios para la respuesta de la fase inmediata [122].


Se ha discutido la función de la microbiota intestinal en el control de las reacciones alérgicas dependientes de la IgE [57]. A su vez, la alteración de las poblaciones de bacterias comensales, por ejemplo a través del tratamiento antibiótico oral, puede dar lugar a concentraciones séricas elevadas de IgE, aumento de las poblaciones de basófilos y respuestas de linfocitos Th2 mediadas por basófilos exageradas, como demostraron Artis et al. [123]. Este es un gran ejemplo que demuestra la función fundamental de las bacterias comensales intestinales en el control de las reacciones alérgicas dependientes de la IgE. En los ratones, así como en los seres humanos con el síndrome de hiperinmunoglobulinemia E, las concentraciones séricas elevadas de IgE se relacionan con un aumento de las poblaciones de basófilos circulantes. Sin embargo, es probable que el desarrollo de los basófilos, así como las funciones de los linfocitos B, estén regulados por señales bacterianas desconocidas. Estos resultados identifican una ruta, que no se conocía antes, a través de la cual las señales derivadas de las bacterias comensales influyen en la susceptibilidad a la inflamación dependiente de la IgE y la enfermedad alérgica [123].





Eosinófilos

Los eosinófilos maduran totalmente dentro de la médula ósea y desde allí entran en el torrente sanguíneo. La IL-3, la IL-5 y el GM-CSF son especialmente eficaces en la regulación del crecimiento y la maduración de los eosinófilos. De estos tres, la IL-5 es la más específica y potente [112]. Normalmente, los eosinófilos representan solo el 1-3% de los leucocitos de la sangre periférica, y en condiciones fisiológicas su presencia en los tejidos se limita principalmente a la mucosa digestiva, que forma la mayor reserva de eosinófilos del organismo. En el curso de varias enfermedades, como las alergias, la gastroenteritis eosinófila y la infección por helmintos, los eosinófilos pueden acumularse selectivamente en la sangre periférica o en cualquier tejido [124,125]. El reclutamiento de eosinófilos depende de la producción de varias quimiocinas (p. ej., CCL5/RANTES y CCL11/eotaxina-1, CCL24/eotaxina-2, y CCL26/eotaxina-3). Solo la IL-5 y las eotaxinas regulan selectivamente el tráfico de eosinófilos [125]. El tratamiento anti-IL-5 redujo la eosinofilia tisular en pacientes con asma en un 55%; sin embargo, no afectó a los síntomas [126].


Los eosinófilos secretan una colección de proteínas catiónicas de los gránulos citotóxicos que están presentes en grandes cantidades en las células: proteína catiónica eosinófila (ECP), neurotoxina derivada de eosinófilos (NDE), MBP y peroxidasa eosinófila (POE). Las actividades enzimáticas y varias funciones de estas proteínas se han definido y revisado con detalle [127]. Aparte de sus efectos tóxicos y de la actividad antiviral, estas proteínas activan los mastocitos (POE, MBP), y suprimen la proliferación de linfocitos T (ECP) y la síntesis de inmunoglobulinas (ECP). Los eosinófilos producen varios metabolitos eicosanoides, radicales de oxígeno y varias citocinas/quimiocinas (v. tabla 2.2).


El C5a, el C3a y el PAF causan desgranulación de los eosinófilos, mientras que otros estímulos, como las citocinas IL-3, IL-5 y GM-CSF, no tienen ningún efecto directo o es un efecto débil. Sin embargo, este conjunto de citocinas «ceba» los eosinófilos para aumentar la liberación de mediadores para otros estímulos, incluyendo agonistas que de otro modo son ineficaces [128]. Curiosamente, el PAF que producen los eosinófilos se ha considerado un secretagogo autocrino [126]. Además, las quimiocinas, como los ligandos CCR3, CCL7, CCL13 y CCL11, inducen la desgranulación de los eosinófilos [127]. Los eosinófilos expresan FcαRI, FcγRII y FcγRI (inducibles; v. tabla 2.1), y la IgA y la IgG secretoras son señales intensas para mediar la desgranulación [129], por ejemplo, toxicidad celular dependiente de anticuerpos (o del complemento) contra helmintos. Todavía se está debatiendo la función del FcɛRI en los eosinófilos [129]. La activación de los eosinófilos por las citocinas y las inmunoglobulinas es críticamente dependiente de las β2-integrinas, especialmente en la unión de Mac-1 a la ICAM-1 [130], lo que indica que su actividad se silencia en el torrente sanguíneo.


Existe una evidencia sólida de que los eosinófilos desempeñan una función importante en la defensa contra los helmintos. Esto se apoya en los hallazgos tanto en modelos humanos como animales [127,131]. Además, son células efectoras clave en una serie de trastornos digestivos idiopáticos, evidentemente independientes de la IgE y de los helmintos. Estos trastornos digestivos asociados a eosinófilos (TGAE) pueden manifestarse en cualquier lugar del aparato digestivo y son claramente independientes del síndrome hipereosinófilo que también puede afectar al aparato digestivo. No se conocen del todo los mecanismos subyacentes de los TGAE, por lo que no hay un tratamiento etiológico [132].





Conclusión

Durante las últimas décadas se ha estudiado mucho el cebado de los linfocitos B y los linfocitos Th2 específicos de antígeno, la función de la IgE y el FcɛRI, y la biología de las células efectoras alérgicas. Los avances actuales en la comprensión de estos mecanismos inmunológicos fundamentales han conducido al diseño de nuevos abordajes de tratamiento, algunos de los cuales han alcanzado el nivel de estudios clínicos o aprobación [14,126,133]. Apenas estamos empezando a entender la red de regulación del sistema inmunitario, en particular la función de los linfocitos Treg y los anticuerpos específicos de alérgeno «bloqueantes». Todavía tenemos que aprender cómo podemos dirigir el sistema inmunitario hacia una respuesta de tolerancia para introducir estrategias de vacunación más racionales y más seguras [14]. La relación entre los estímulos ambientales y la alergia ha progresado mucho en los últimos años. En particular, la función de la microbiota bacteriana comensal en el intestino parece ser de regulador subestimado de las respuestas de los mastocitos, los basófilos y la IgE.


Un problema específico con respecto a la alergia alimentaria radica en el hecho de que los conceptos fisiopatológicos generales de la alergia se han desarrollado principalmente en sistemas modelo de la atopia no relacionada con los alimentos. Esto se aplica también a este capítulo, en el que se revisan en algunos apartados los datos generados en los estudios de la alergia no alimentaria. Esto se refleja también en el hecho de que los nuevos fármacos suelen estar diseñados para el tratamiento del asma, la rinoconjuntivitis, la dermatitis atópica o la alergia a los insectos, pero rara vez para la alergia alimentaria. La fisiopatología y el tratamiento clínico de la alergia alimentaria podrían considerarse más complejos en comparación con otros trastornos alérgicos, en particular, ya que es difícil acceder al aparato digestivo para su investigación, y los síntomas suelen ser variables e inespecíficos. Por lo tanto, es necesario conocer la inmunopatología específica de la alergia alimentaria y mejorar el abordaje diagnóstico específico de órganos para proporcionar mejores opciones de tratamiento.
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Conceptos clave



• Los factores genéticos, ambientales y del desarrollo, así como las propiedades antigénicas de las proteínas de los alimentos, influyen en el desarrollo de las alergias alimentarias.



• La barrera mucosa, junto con las partes innata y adaptativa del sistema inmunitario, constituye la defensa del aparato digestivo contra los antígenos luminales.



• La captación y el transporte de los antígenos luminales se ven facilitados por las células epiteliales intestinales, las células M y las células dendríticas, donde posteriormente se presentan a las células T en asociación con moléculas del CPH de clase II.



• La tolerancia oral es una actividad fisiológica, «activa» de no respuesta a un antígeno detectado, y un fracaso de la tolerancia oral produce reacciones inmunológicas alimentarias.



• La celiaquía es el resultado de una respuesta inmunológica aberrante a la gliadina de la dieta mediante un mecanismo no mediado por IgE.



• La esofagitis eosinófila es una enfermedad crónica, mixta, mediada y no mediada por IgE, que se cree que está dirigida por una respuesta inmunitaria aberrante y se manifiesta clínicamente como disfunción esofágica e histológicamente como inflamación tisular eosinófila dominante.








Introducción

El primer informe auténtico de la hipersensibilidad alimentaria tiene más de 2.300 años y se atribuye a Hipócrates por su observación de que existen diferencias individuales en las reacciones a la leche [1,2]. Cuantitativamente, las proteínas de los alimentos representan uno de los mayores desafíos antigénicos a los que se enfrenta el sistema inmunitario humano [3]. Sin embargo, solo un pequeño número de alimentos producen la mayoría de las respuestas inmunitarias anormales. Estas respuestas alimentarias anormales pueden clasificarse en tóxicas, como a los contaminantes de los alimentos que no dependen de la susceptibilidad individual, y no tóxicas, que dependen de la susceptibilidad individual. Las respuestas no tóxicas pueden dividirse en no inmunomediadas, como la intolerancia alimentaria a la lactosa, e inmunomediadas, como la alergia alimentaria. A su vez, los mecanismos de las reacciones adversas inmunomediadas pueden dividirse en respuestas inmediatas o mediadas por IgE y retardadas o no mediadas por IgE [4,5]. Además, varias enfermedades tienen una patogenia mixta, mediada y no mediada por IgE, que en lo sucesivo se denominarán mixtas, como la esofagitis eosinófila (EE). En consonancia con el aumento global de la prevalencia de las enfermedades atópicas, se ha producido un aumento significativo de las alergias alimentarias mixtas [6,7].


En este capítulo se ofrece una visión global de las bases inmunológicas de los mecanismos no mediados por IgE, así como de los mecanismos mediados por IgE mixtos, de la alergia alimentaria. Se explican detalladamente los factores que afectan al desarrollo de la alergia alimentaria, la anatomía inmunológica y los mecanismos de defensa del intestino que impiden el desarrollo de la alergia alimentaria, el procesamiento de los antígenos de los alimentos entéricos y su presentación a las células inmunocompetentes del tubo digestivo, y las células efectoras y los mediadores inflamatorios críticos para la propagación y las consecuencias de las reacciones alimentarias anormales.





Desarrollo de la alergia alimentaria

Los factores genéticos, ambientales y del desarrollo, así como una serie de características antigénicas de las proteínas de los alimentos, influyen en el desarrollo de la alergia alimentaria. Los factores genéticos, como los antecedentes familiares de enfermedad atópica [8], y los polimorfismos genéticos [9] están relacionados. La exposición temprana a la infección [10,11], crecer en un medio rural manteniendo contacto con animales [12,13], y los microorganismos comensales [14] y patógenos del tubo digestivo son factores ambientales que se relacionan con la sensibilización atópica reducida [15-18]. Los factores del desarrollo, como la inmadurez de la mucosa y del sistema inmunitario intestinal en los bebés y en los niños, parecen contribuir al desarrollo de la alergia alimentaria [19]. Además, las características antigénicas de las proteínas de los alimentos también influyen en su aparición.


La base genética de las alergias alimentarias mediadas por IgE se ha descrito con más profundidad [20-25] que la de las alergias alimentarias mixtas y no mediadas por IgE [26-28]. Los estudios de grupos familiares, los estudios de gemelos y el aislamiento de los polimorfismos genéticos ilustran las influencias genéticas en las enfermedades no mediadas por IgE. Por ejemplo, la celiaquía, una alergia alimentaria no mediada por IgE prototípica, muestra agrupación familiar [29,30] y una tasa alta de concordancia de alrededor del 75% en los gemelos monocigóticos [31,32]. También se ha demostrado que esta enfermedad se asocia a dos moléculas DQ convencionales, HLA-DQ2 y HLA-DQ8 [27,28,33,34]. Los estudios que demuestran la contribución genética de la región HLA en la agrupación familiar de la celiaquía indican que los haplotipos HLA son una característica importante de la base genética para el desarrollo de esta enfermedad [35]. Más recientemente, los estudios de asociación del genoma completo han identificado nuevos loci asociados al riesgo de enfermedad [36]. También se han hecho asociaciones genéticas con la enfermedad en la EE, en la que se produce agrupación familiar, y se ha informado de la observación de un polimorfismo de un solo nucleótido en el gen eotaxina-3 humano [26]. Por otra parte, los análisis de todo el genoma han relacionado el cromosoma 5q22 con la patogenia de la EE, y se ha identificado la linfopoyetina estromal del timo (TSLP) como el gen candidato más probable. La TSLP es una citocina que participa en la diferenciación de los linfocitos Th2 y se sobreexpresa en las biopsias esofágicas de los individuos con EE [37]. También se ha observado que una variante frecuente de la deleción del gen de la filagrina (2282del4) se sobreexpresa en los individuos con EE en comparación con los controles, y parece que es independiente de la presencia de dermatitis atópica [38]. Se ha demostrado que los individuos con ciertas variantes genéticas en la región promotora de TGF-β1 responden mejor al tratamiento con corticoesteroides tópicos [39]. Estos hallazgos en la EE ayudan a identificar el riesgo y la susceptibilidad genéticos [8].


Varios factores ambientales influyen en el desarrollo de la alergia [40]. Los estudios demuestran que la mejora de las condiciones sociales conduce a unas condiciones de vida más «sanitarias», lo que puede aumentar el riesgo de desarrollar alergias, entre ellas las alimentarias [41,42]. También se ha informado de una función dominante de las exposiciones ambientales tempranas en el desarrollo de la tolerancia inmunitaria. Criarse en una granja, en especial en contacto con los animales y el ganado, parece que otorga una protección relativa contra el desarrollo de alergias [43,44]. En un estudio se documentó una disminución de la prevalencia de la sensibilización alérgica en los niños que crecen en granjas en comparación con sus homólogos que residen en las mismas regiones geográficas [45], y un posible efecto protector de estas exposiciones durante el embarazo [46]. La exposición a la infección también puede aumentar las manifestaciones alérgicas [47,48]. Estas observaciones son la base de la «hipótesis de la higiene». Así, parece que la herencia de los trastornos eosinófilos primarios es multifactorial, con una interacción entre los factores genéticos y ambientales, y donde una mayoría de las personas son atópicas [49] y muestran una mejoría sintomática cuando los alimentos responsables se eliminan de la dieta [50].


Tanto los microorganismos intestinales comensales como patógenos estimulan a los linfocitos B y T locales para inducir el desarrollo normal del sistema inmunitario de la mucosa digestiva. Los animales criados en un entorno libre de gérmenes tienen subdesarrollado el sistema inmunitario de la mucosa digestiva [51,52]. Las células epiteliales intestinales (CEI) contienen lectinas, adhesinas, proteínas de la familia del dominio de oligomerización unido a nucleótidos (NOD) y receptores de tipo toll (TLR), que reconocen y responden a los motivos víricos y bacterianos y secretan quimiocinas, como la IL-8, la proteína activadora de neutrófilos epitelial 78 y la proteína inflamatoria de macrófagos 3α (MIP3α); y citocinas, como IL-18, IL-7, IL-15, el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos, IL-6, y el factor de crecimiento transformante β (TGF-β). Este proceso parece crítico para el desarrollo del sistema inmunitario de la mucosa, tanto innato como adaptativo [53,54].


Se ha demostrado la regulación ascendente de las citocinas en enfermedades inflamatorias del intestino [55], y la secreción aberrante de quimiocinas, como la IL-15, en respuesta al péptido de gliadina desempeña una función crítica en la patogenia de la celiaquía. También hay evidencias de que se producen TH17 y respuestas de TH1 durante la celiaquía activa [56]. Se ha propuesto que las alteraciones de la flora intestinal, junto con la interrupción de la barrera intestinal y la alteración de la inmunidad innata de la mucosa causada por microorganismos patógenos entéricos, contribuyen al desarrollo de la alergia alimentaria. Los microorganismos digestivos participan de forma parecida en la patogenia de la esofagitis por reflujo [57], la gastritis, las úlceras gástricas [58] y la diarrea infecciosa [59]. Todos estos trastornos se caracterizan por alteraciones de la barrera intestinal que producen irregularidades de la permeabilidad y el transporte de antígenos a través del epitelio digestivo, lo que tal vez fomenta el desarrollo de la alergia alimentaria.


En los lactantes, la inmadurez relativa del sistema inmunitario de la mucosa digestiva y de sus funciones de barrera contribuye a la patogenia de la alergia alimentaria [1]. La inmadurez del sistema inmunitario de la mucosa se asocia a una producción basal de ácido gástrico y a niveles relativamente bajos de actividad proteolítica. Estas condiciones hacen que disminuya la degradación luminal del antígeno, por lo que aumenta su absorción, así como la absorción de moléculas antigénicas grandes que interactúan con el sistema inmunitario de la mucosa [60].



La edad a la que un alimento en particular se introduce en la dieta puede estar relacionada con el desarrollo de una alergia alimentaria. No está claro cuál es el momento más adecuado para la introducción de alimentos alérgenos, como los cacahuetes. Los últimos estudios indican que el consumo temprano de cacahuetes en dosis altas durante la infancia puede conducir a una menor incidencia de la alergia a este alimento [61]. Las características antigénicas de las proteínas de los alimentos también pueden contribuir a las alergias a alimentos específicos [62]. Las características físicas de las proteínas de los alimentos, como su tamaño, su abundancia relativa [63] y la resistencia a la desnaturalización ácida y enzimática y a la digestión [64], su inmunogenicidad y el método por el que se presentan a los linfocitos T, son determinantes clave del potencial antigénico [65]. Las proteínas de los alimentos alérgenos también tienden a ser resistentes al procesamiento de los alimentos, como el calentamiento, y a la degradación ácida y la digestión en el aparato digestivo [66].





Anatomía del intestino

Los componentes anatómicos principales que se relacionan con las respuestas inmunológicas en el aparato digestivo son el moco, el glucocáliz, las microvellosidades, la capa epitelial, la lámina propia, la muscular de la mucosa y el tejido linfoide asociado al intestino (GALT) (fig. 3.1). La capa de moco está formada por mucina, proteínas libres y sales dializables, y tiene un 95% de agua. Forma una capa de gel mucoso adherente sobre las células epiteliales y crea un pH casi neutro en la superficie epitelial. Es resistente a la digestión ácida y proteolítica, y protege así la mucosa subyacente [67]. Internamente a la capa de moco se encuentra la capa de la superficie celular, el glucocáliz, que se compone principalmente de hidratos de carbono y contiene varias enzimas, como enteropeptidasas, dipeptidasas y disacaridasas, y proteínas no enzimáticas, que son esenciales para la digestión terminal de los alimentos y la absorción de nutrientes [68,69]. Luminar a las células epiteliales y por debajo del glucocáliz hay microvellosidades densas, que aumentan la superficie de absorción [70]. La capa epitelial es única y está formada por células cilíndricas. Junto con el moco luminal, esta capa actúa como la separación primaria entre el sistema inmunitario de la mucosa digestiva y la microbiota y las proteínas de los alimentos en el intestino [71]. El epitelio también contiene células mucosas caliciformes, células epiteliales de las criptas indiferenciadas y linfocitos intraepiteliales, que tienen funciones únicas e integradas (v. fig. 3.1a). Las CEI están vinculadas por uniones estrechas en sus superficies apicales, que actúan como una barrera selectiva para evitar la entrada de virus dañinos, bacterias y antígenos mientras permiten el transporte de los nutrientes esenciales [72].


[image: image]
Figura 3.1 Ultraestructura de la pared digestiva que ilustra algunas de sus características físicas, que comprenden los factores intrínsecos de los mecanismos de defensa. (Recuadro) Rutas de captación de antígenos en el intestino: (a) las células dendríticas extienden pedicelos para comprobar la presencia de antígenos luminales; (b) captación de antígenos a través de la superficie apical de las CEI; (c) captación de antígenos por las células M, que posteriormente los liberan en los centros germinales, (d) captación del antígeno a través de las uniones estrechas de las CEI.








La lámina propia es una capa de tejido conjuntivo y de apoyo entre la membrana basal sobre la que se encuentra el epitelio y la muscular de la mucosa subyacente. Contiene un número significativo de células inmunocompetentes adaptativas e innatas: células dendríticas, linfocitos T (predominantemente CD4 y células TCRαβ+), plasmocitos productores (que producen principalmente IgA), eosinófilos, macrófagos y mastocitos [73]. La microbiota intestinal contribuye a la digestión intestinal, estimula la inmunidad de la mucosa del intestino y proporciona un sustrato de nutrientes para el huésped. Los patógenos invasores compiten por estos nutrientes, lo que provoca cambios de la composición de las bacterias comensales y de la susceptibilidad a la infección. Los ácidos grasos de cadena corta influyen en la patogenia intestinal y la microbiota determina su composición [74].


Se considera que el sistema inmunitario del tubo digestivo, que reside dentro de la capa de la mucosa, es el órgano inmunológico más grande del cuerpo [71]. Los seres humanos tienen un sistema inmunitario intestinal bien desarrollado a las 19 semanas de gestación, similar a la mayoría de los tejidos linfoides. El GALT es mayor en los niños que en los adultos, y consta de folículos y células linfoides. Los folículos linfoides se distribuyen dentro de la pared del aparato digestivo como placas de Peyer y también como folículos linfoides solitarios en el intestino delgado [75,76]. Las células linfoides están presentes de forma difusa en el epitelio como linfocitos intraepiteliales, dentro de la lámina propia y en las placas de Peyer [77]. Las placas de Peyer sirven como sitios de muestreo de antígenos para el sistema inmunitario intestinal. Cada placa de Peyer se compone de muchos folículos, y cada folículo se compone de un centro germinal central. El centro germinal se desarrolla después de la exposición antigénica en el nacimiento [78] y se compone de linfocitos B rodeados por un número de linfocitos T [79]. Cubriendo el folículo se encuentra una región abovedada formada por el epitelio asociado al folículo (v. fig. 3.1), que contiene las células especializadas con micropliegues (células M) [80,81]. Las células M derivan de las CEI y tienen micropliegues en su superficie luminal, a diferencia de las células epiteliales, que poseen microvellosidades [82]. Las células M facilitan la captación de antígenos desde el lumen intestinal y los presentan a las células dendríticas y los macrófagos que se encuentran por debajo del epitelio asociado a los folículos. En el intestino delgado se han descrito agregados de tejido linfoide adicionales, que comprenden folículos linfoides de la mucosa aislados y agregaciones linfoides de la submucosa que se cree que son folículos aislados de las placas de Peyer [83]. El apéndice es un componente importante del GALT. Está organizado en un gran número de folículos linfoides repetidos que son morfológicamente similares a los que hay en las placas de Peyer [84].


En el colon, puede haber folículos linfoides como complejos glandulares linfoides que se organizan como estructuras linfoides [85] y parecen estar íntimamente asociados al epitelio luminal. Estos complejos se localizan en los puntos de defectos de la muscular de la mucosa y consisten en agregados esféricos compactos de linfocitos situados por debajo de la muscular de la mucosa. Estos complejos también están en contacto con una colección menos circunscrita de linfocitos situados dentro de la lámina propia del colon. Pueden encontrarse folículos linfoides individuales dentro de la submucosa y la lámina propia del colon, y son más abundantes en el recto [86]. Los tipos de células presentes en estos complejos glandulares linfoides, como células dendríticas, linfocitos T y B, macrófagos y células epiteliales, tienen características ultraestructurales similares a las de las células M y son parecidas a las células que existen en los complejos linfoepiteliales del intestino delgado [85].





Mecanismos de defensa

En esencia, el epitelio digestivo actúa como un controlador de acceso que permite el paso de los nutrientes esenciales necesarios para el crecimiento y el desarrollo, y mantiene al mismo tiempo una barrera eficaz contra proteínas de los alimentos y los microorganismos comensales y patógenos. La barrera de la mucosa, junto con los sistemas inmunitarios innato y adaptativo, constituye la defensa primaria del huésped en el aparato digestivo. El sistema inmunitario innato proporciona protección mediante mecanismos de barrera, mientras que el sistema inmunitario adaptativo impide que se produzcan respuestas inmunitarias indiscriminadas frente a antígenos inocuos [87].


Cuando se alteran estos mecanismos de defensa, puede producirse una respuesta inmunitaria anormal, que en algunos procesos patológicos puede desencadenarse por pequeñas cantidades de proteínas entéricas de la dieta no degradadas, absorbidas residuales [88]. El sistema de defensa digestivo también puede dividirse en factores extrínsecos, que son características que limitan la cantidad de antígeno que puede alcanzar la superficie epitelial, y factores intrínsecos, que son características de las barreras físicas de la pared digestiva. Al parecer, estos factores extrínsecos e intrínsecos actúan sinérgicamente para limitar la absorción de los antígenos de los alimentos.



Los factores extrínsecos consisten en la proteólisis de las proteínas de los alimentos, la acidez digestiva, la producción de moco, el peristaltismo y la IgA secretora. El estómago produce enzimas proteolíticas, como pepsina y papaína, mientras que el intestino delgado contiene tripsina, quimotripsina y proteasas pancreáticas que producen desnaturalización y degradación de las proteínas y alteran los epítopos necesarios para el reconocimiento inmunológico [62,64]. Varias enfermedades y los efectos de algunos fármacos disminuyen la acidez gástrica, lo que puede facilitar el aumento de la absorción de antígenos [89]. En los pacientes con fibrosis quística que tienen deficiencias de las enzimas pancreáticas puede aumentar la absorción de antígenos [90]. La mucosidad, junto con la actividad peristáltica del intestino, impide el acceso de los antígenos de los alimentos. Las ondas peristálticas mezclan el moco con los antígenos de los alimentos, lo que limita la interacción con la superficie epitelial de absorción y la subsiguiente captación [91]. Las ondas peristálticas del intestino grueso son menos numerosas y menos vigorosas que las del intestino delgado, y pueden fomentar la absorción de antígenos de los alimentos [92]. Los anticuerpos secretores proporcionan la barrera inmunológica dentro de la luz intestinal. Parece que la leche materna, especialmente el calostro, activa y aumenta la producción de IgA secretora, la mayoría de la cual permanece dentro de la luz intestinal [93,94]. La IgA luminal se une a los antígenos alimentarios y acelera su transporte dentro del aparato digestivo [95]. También puede actuar como un receptor de la superficie celular y unirse a antígenos de los alimentos, lo que facilita su transporte en las células epiteliales, donde estos antígenos se digieren dentro de los fagolisosomas [96,97].


La barrera intrínseca consta de microvellosidades y CEI con sus uniones estrechas, orgánulos intracelulares y enzimas proteolíticas. Los antígenos de los alimentos deben maniobrar a través de los componentes de la barrera extrínseca antes de entrar en contacto con la barrera intrínseca. Las microvellosidades abundantes, que cubren la superficie de las células epiteliales, constituyen una barrera importante debido a su tamaño, la aposición estrecha unas con otras [98] y la carga negativa [99]. Parece que las CEI son más que barreras pasivas frente a los contenidos luminales, dada la presencia de una membrana selectivamente permeable en la base de las microvellosidades [100]. Estas CEI también están hiperpolarizadas y unidas entre sí por uniones estrechas que aumentan aún más la función de barrera [101]. Al final, las proteínas de los alimentos sufren endocitosis en las vesículas, donde se acidifican y son degradadas por las proteasas y entregadas a los lisosomas, donde la mayoría de los antígenos son finalmente destruidos.





Tolerancia oral

Las respuestas inmunitarias alimentarias pueden dar lugar a una disminución de la absorción de sus componentes y de los nutrientes esenciales. Las respuestas alimentarias anormales pueden causar patologías intestinales, como lo demuestran la celiaquía y otras enteropatías alimentarias. En condiciones fisiológicas, cuando se ingiere un antígeno nuevo se secretan anticuerpos IgA en la mucosa, y después se produce una respuesta inmunitaria humoral sistémica o mediada por células. Posteriormente, puede desarrollarse una hiposensibilidad inmunitaria sistémica y local, que impide una respuesta inmunitaria perjudicial en un encuentro posterior con el antígeno específico. Esto se conoce como tolerancia oral [102,103].


Aunque los mecanismos de tolerancia oral se han explicado principalmente en modelos animales [104,105], sí existen evidencias clínicas y experimentales de la tolerancia oral en los seres humanos [106,107]. Los estudios indican que al menos dos mecanismos son responsables del desarrollo de la tolerancia oral: 1) la inducción de anergia clonal (o deleción) de los linfocitos T específicos de antígeno y 2) la estimulación de los linfocitos T reguladores (Treg) que median la supresión activa de la respuesta inmunitaria a los antígenos de los alimentos. La anergia clonal se produce por la ausencia de moléculas coestimuladoras en las células presentadoras de antígeno (CD80 y CD86) o por la interacción con moléculas coestimuladoras inhibidoras, como CD152 o el antígeno 4 asociado a los linfocitos T citotóxicos (CTLA4) y PD-1 [108-112]. La anergia clonal es el resultado de la activación de las rutas de la apoptosis, que elimina permanentemente los linfocitos T específicos de antígeno [113]. Además, es más probable que una sola dosis alta de un antígeno alimentario induzca tolerancia por anergia clonal, mientras que la ingesta repetida de dosis bajas puede estimular la actividad de los linfocitos Treg [114-116]. La estimulación de los linfocitos Treg es otro mecanismo por el que puede inducirse la tolerancia oral. Sin embargo, los estudios demuestran que la anergia clonal y la regulación activa de los linfocitos Treg no son necesariamente aspectos distintos de la función de los linfocitos T [111]. Las investigaciones actuales indican que los linfocitos Treg tienen más probabilidades de ser linfocitos CD4+ que linfocitos T CD8+, al contrario de lo que se creía antes. Se han identificado varios subgrupos de linfocitos Treg CD4+, como los linfocitos Th3 productores de TGF-β, los Tr1 que producen IL-10 y las células Treg CD4+CD25+. Los linfocitos Th3 se forman en el GALT, parecen ser fundamentales en la mediación de la tolerancia a antígenos de la dieta e inhiben la activación de todos los linfocitos muy próximos. Esto suele denominarse tolerancia espectador. Después, los linfocitos Th3 migran a los órganos linfoides, donde suprimen las respuestas inmunitarias al impedir la generación de células efectoras, y a los órganos diana, donde suprimen la enfermedad al liberar citocinas no específicas de antígeno [117]. Los estudios han demostrado que, en comparación con los individuos sanos, los niños que sufren alergias alimentarias pueden tener un número reducido de linfocitos Th3 en la mucosa duodenal, lo que apoya la conclusión de que el TGF-β es un regulador importante de la inmunidad intestinal [118]. Las interacciones entre los antígenos y los linfocitos T indiferenciados conducen a la inducción preferente de los linfocitos Treg, que secretan citocinas que regulan de forma descendente, como IL-10 y TGF-β. Parece que la IL-10 regula hacia abajo las citocinas inflamatorias, como la IL-1, la IL-6 y el TNF-α, que son secretadas por los macrófagos de la pared intestinal cuando interactúan con las bacterias luminales [119]. En estudios experimentales se ha demostrado que los linfocitos Treg CD4+CD25+ dependientes del timo previenen la colitis, lo que posiblemente se relacione con el aumento de las concentraciones del TGF-β [120]. La tolerancia oral, una vez iniciada, suprime las respuestas alérgicas de los linfocitos T, la base de la mayoría de las enfermedades alérgicas alimentarias no mediadas por IgE. La alteración de la tolerancia oral puede producir celiaquía y alergia a la proteína de la leche de vaca, en las que las respuestas aberrantes de los linfocitos T CD4+ contra la gliadina y los antígenos de la proteína de la leche, respectivamente, producen lesiones de la mucosa [121].





Transporte de antígenos

Los nutrientes y los antígenos de los alimentos entéricos se absorben principalmente por las CEI a través de su superficie apical o a través de sus uniones estrechas, o por las células M. Las CEI absorben antígenos en una fase líquida, así como antígenos solubles, mientras que las células M proporcionan principalmente muestras de antígenos de partículas grandes a los tejidos linfoides a través de un transporte vesicular activo [122,123]. Los estudios indican que este tráfico de membrana depende de la carga, como se observa en las células epiteliales polarizadas [124]. Las células M tienen un número limitado de lisosomas citoplásmicos, lo que hace poco probable el procesamiento intracelular de los alimentos antigénicos. Es más probable que los antígenos particulados grandes que se absorben a través de las células M sean de origen bacteriano y vírico [125].


Los antígenos se transportan en la superficie apical a través de una ruta transcelular o a través de las uniones estrechas por medio de la ruta paracelular. Al otro lado de la superficie apical, los antígenos se transportan en vesículas unidas a la membrana mediante pinocitosis [126]. En condiciones fisiológicas, las uniones estrechas hacen que el transporte paracelular de los antígenos y otras macromoléculas sea casi imposible. Parece que las uniones estrechas son estructuras dinámicas. La activación de ciertos sistemas de transporte integrados en la membrana apical de las CEI puede producir un aumento transitorio y reversible de la permeabilidad. Por ejemplo, la activación del transporte acoplado al Na+ de la glucosa y los aminoácidos dilata las uniones estrechas y permite una mayor absorción de los antígenos de los alimentos [127,128]. Del mismo modo, el TNF-α, el IFN-γ, la IL-4 y la IL-13 aumentan la permeabilidad epitelial, pero parece que el TGF-β mejora las funciones de barrera [129-132].





Procesamiento y presentación de antígenos

La captación, el procesamiento y la presentación de los antígenos alimentarios a los linfocitos T indiferenciados son necesarios para que las células inmunocompetentes del aparato digestivo generen una respuesta inmunitaria. La captación de antígenos es máxima durante el período neonatal y disminuye a medida que madura el intestino. En el aparato digestivo adulto, cantidades mínimas de antígenos de los alimentos ingeridos pueden absorberse y transportarse hasta las circulaciones venosa portal y sistémica en formas inmunológicamente intactas [133]. Después de la captación se realiza el procesamiento de las proteínas antigénicas de los alimentos por las CEI mediante proteólisis dentro de los endosomas. Entonces, los antígenos pueden ser presentados a los linfocitos T por las células dendríticas, los macrófagos y los linfocitos B, las células presentadoras de antígeno profesionales que expresan constitutivamente moléculas del CPH de clase II; y los eosinófilos y los mastocitos, las células presentadoras de antígeno no profesionales que expresan moléculas del CPH de clase II en su superficie celular cuando se activan. Sin embargo, parece que las CEI son las únicas células presentadoras de antígeno no profesionales que expresan constitutivamente moléculas del CPH de clase II en su superficie [134]. Las células presentadoras de antígeno pueden absorber el antígeno mediante endocitosis, que es inespecífica y menos eficaz que los sistemas mediados por receptores, que parecen ser más eficaces [135,136]. Solo las células presentadoras de antígeno profesionales con las siguientes tres características clave pueden activar normalmente los linfocitos T indiferenciados para que se conviertan en linfocitos de memoria y efectores [137]. En primer lugar, debe haber expresión de glucoproteínas de superficie específicas. En segundo lugar, debe producirse absorción de antígenos, ya sea por endocitosis mediada por receptor o de fase líquida. Por último, los antígenos absorbidos dentro de los orgánulos intracitoplásmicos deben procesarse y formar un complejo con productos de las moléculas del CPH de clase II para la presentación a los linfocitos T.


Además de su participación en la función de barrera y como células presentadoras de antígeno no profesionales, las CEI también pueden desempeñar una función en la regulación de la actividad inmunológica regional. Estas células absorben y procesan los antígenos, y pueden presentarlos directamente a los linfocitos T de forma dependiente del CPH [138]. Las CEI expresan moléculas del CPH de clase II, sobre todo en su superficie basolateral, donde interactúan con los linfocitos en los espacios intraepiteliales y en la lámina propia. Parece que la expresión de moléculas del CPH aumenta durante la inflamación intestinal [139]. Los antígenos luminales absorbidos pueden ser procesados por enzimas proteolíticas distintas contenidas en diferentes fagolisosomas que generan una diversidad de epítopos antigénicos que al final interactúan con los linfocitos T [140]. Un antígeno absorbido en la superficie apical no puede provocar una respuesta inmunitaria, pero sí puede si se absorbe en la superficie basolateral [141]. A diferencia de las células presentadoras de antígeno profesionales, las CEI pueden activar selectivamente los linfocitos T supresores CD8+, que aumentan la supresión de la respuesta inmunitaria intestinal [142]. Parece que este proceso está regulado por la molécula del CPH de clase I no clásica CD1d y una glucoproteína de la membrana de las CEI, el ligando de CD8 gp180 [143-146]. Sin embargo, todavía no se conocen bien los mecanismos precisos implicados y las funciones que desempeñan en la regulación negativa de la respuesta inmunitaria de la mucosa.



Las células dendríticas derivan de los monocitos circulantes, que se originan a partir de precursores mieloides derivados de la médula ósea [147-149]. Las células dendríticas están especializadas en la captación, el procesamiento, el transporte y la presentación de antígenos, así como en el cebado de linfocitos T indiferenciados. Durante la diferenciación, las células dendríticas regulan positivamente la expresión de moléculas del CPH de clase II, lo que aumenta su eficacia presentadora de antígeno. También alteran su expresión de receptores de quimiocinas y producción de citocinas, que son vitales para la diferenciación de los linfocitos T [150,151]. También parece que los microbios dentro de la luz intestinal estimulan las células dendríticas para que secreten citocinas inmunoestimulantes, como IL-12, que regulan positivamente la expresión de moléculas del CPH de clase II y también producen moléculas coestimuladoras [150]. Dentro de los folículos linfoides intestinales, las células dendríticas pueden clasificarse como células foliculares y no foliculares. Las células dendríticas foliculares expresan antígeno, que es vital para el mantenimiento de los linfocitos B de memoria. Las células dendríticas no foliculares se localizan preferentemente en las regiones de la cúpula de las placas de Peyer, la lámina propia, en las zonas de linfocitos T y en algunas otras partes del GALT.


Las células dendríticas pueden captar antígenos mediante macropinocitosis y por mecanismos dependientes del receptor [152,153]. También pueden enviar pedicelos entre las CEI [154] o pueden quedarse atrapadas entre las CEI adyacentes y los antígenos luminales tras su endocitosis antes de migrar a la lámina propia [155]. Posteriormente, estas células llegan a los órganos linfoides secundarios, como los ganglios linfáticos mesentéricos, donde interactúan con los linfocitos T indiferenciados y los activan [156]. En ocasiones, los antígenos también pueden llegar a las células dendríticas dentro de los órganos linfoides secundarios por difusión directa a través del drenaje linfático digestivo o a través del torrente sanguíneo.





Linfocitos T

Las citocinas producidas por los linfocitos T, como la IL-4 y la IL-13, facilitan la producción de anticuerpos IgE específicos de antígenos alimentarios. Las alergias alimentarias no mediadas por IgE son, en parte, el resultado de un desequilibrio entre las citocinas inflamatorias secretadas por los linfocitos T, como el IFN-γ, el TNF-α y la IL-15, y las citocinas reguladoras, como la IL-10 [157]. La estimulación antigénica de los linfocitos T indiferenciados conduce al cebado, seguido por la proliferación en linfocitos T de memoria y la entrada posterior en la circulación. Desde los vasos, los linfocitos T de memoria pueden volver al tubo digestivo para actuar como células efectoras en la patogenia de la enfermedad. El aumento de la expresión de α4β7 en los subgrupos de linfocitos T de memoria se relaciona con un aumento del reclutamiento en las placas de Peyer. Los linfocitos T indiferenciados bajos en α4β7 y el subgrupo de linfocitos T de memoria ricos en α4β7 se reclutan con la misma facilidad en las placas de Peyer. Sin embargo, el subconjunto de linfocitos T de memoria bajos en α4β7 se excluye [158]. El ligando específico para α4β7 en las células endoteliales vasculares dentro de las vénulas del endotelio alto es la molécula de adherencia celular adresina de la mucosa 1 (MAdCAM-1), que facilita la migración de los linfocitos T. La estimulación de los linfocitos T periféricos por la β-lactoglobulina presente en la leche de vaca produce un aumento selectivo de la expresión de α4β7, lo que indica que la exposición al alérgeno aumenta la migración de los linfocitos T de memoria [159]. En los pacientes con celiaquía subclínica, aumenta el número de linfocitos T dentro de la mucosa intestinal, y proliferan aún más cuando el individuo se convierte en sintomático [160,161].


La celiaquía se caracteriza por la presencia de linfocitos T CD4+ específicos del gluten en la lámina propia y por un aumento del número de linfocitos intraepiteliales de los linajes TCRαβ+ CD8+CD4− y TCRγδ+ CD8−CD4− [162]. Las citocinas secretadas por las células CD4+, los linfocitos intraepiteliales y las CEI son los efectores principales de las lesiones de la mucosa en la celiaquía. Los linfocitos CD4+ de la mucosa activados por el gluten secretan IFN-γ, que, junto con el TNF-α secretado por los macrófagos, produce un aumento de la permeabilidad y efectos citotóxicos directos sobre las CEI pequeñas [163,164]. Las células estromales activadas dentro de la lámina propia son activadas por el TNF-α para producir el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), un mitógeno epitelial que estimula la proliferación de las CEI pequeñas y produce hiperplasia de las células de la cripta [165]. Las CEI, las células dendríticas y los macrófagos producen IL-15, que se regula positivamente dentro de la lámina propia y del epitelio intestinal durante la enfermedad activa y desempeña una función crítica en la patogenia de la celiaquía [166]. La gliadina puede actuar de forma independiente o en concierto con la IL-15 para activar las CEI e inducir la expresión de la molécula HLA I no convencional, la molécula relacionada con la cadena A del CPH de clase I (MICA). La expresión de la MICA produce citotoxicidad directa de las CEI de forma no específica de antígeno [167]. La IL-15 también puede regular positivamente la expresión de NKG2D, un receptor de activación que se expresa normalmente en la mayoría de las células citolíticas naturales (NK), así como en los linfocitos CD8+ TCRαβ+ y TCRγδ+ [168-170]. La MICA actúa como un ligando para NKG2D, que puede producir citotoxicidad mediada por linfocitos de las CEI, y atrofia de las vellosidades y lesiones en la mucosa del intestino delgado [171].


La enterocolitis producida por proteínas de los alimentos es una enfermedad no mediada por las IgE. Sin embargo, hay pruebas que indican la participación de linfocitos T específicos de antígeno y la producción de citocinas proinflamatorias que alteran la regulación de la permeabilidad de la barrera intestinal [172,173]. También se ha demostrado que las respuestas de los anticuerpos humorales específicos contribuyen a la patogenia [174]. Se ha postulado que una respuesta de los linfocitos T específicos de antígeno en el síndrome de enterocolitis provocado por proteínas alimentarias (SECPPA) da lugar a la secreción de citocinas proinflamatorias que alteran la permeabilidad intestinal, y que los linfocitos T activados secretan gran cantidad de TNF-α que aumenta la permeabilidad intestinal [175]. Además, se ha observado un aumento de las concentraciones fecales del TNF-α en individuos con alergia a la leche de vaca con manifestaciones intestinales durante la provocación con leche. Se han observado concentraciones significativamente mayores de TNF-α en las células epiteliales duodenales en pacientes con SECPPA que tenían atrofia de las vellosidades comparados con los que no la tenían [173]. Estos datos apoyan una función crítica del TNF-α en la patogenia de la enfermedad. Se sabe que el TGF-β1 induce la supresión de los linfocitos T y contribuye a la integridad de la barrera intestinal. Se ha informado de la disminución de las concentraciones de TGF-β1 en la mucosa intestinal de los lactantes de menos de 3 meses de edad [176]. Se han observado concentraciones reducidas de los receptores de tipo 1, pero no de los de tipo 2, para el TGF-β en muestras de biopsias duodenales de individuos con SECPPA, en consonancia con la función del TGF-β en la patogenia de la enfermedad [173].


En algunos individuos, el mecanismo subyacente de la alergia a la leche de vaca puede estar no mediado por IgE. En las personas con alergia a la leche de vaca, a diferencia de las personas con celiaquía, no suele producirse atrofia de las vellosidades o un aumento del infiltrado de células mononucleares dentro de la lámina propia. Sin embargo, pueden producirse células TCRγδ+ CD8−CD4− como la mayoría de los linfocitos intraepiteliales, lo que indica que un desequilibrio de las citocinas da lugar al fenotipo patológico [177]. La celiaquía está sesgada principalmente por Th1, mientras que la alergia a la proteína de la leche de vaca en los individuos con una predisposición atópica parece estar sesgada predominantemente por Th2. Esto se demuestra por una alta producción de IL-4, IL-5 e IL-13, y una baja producción de IFN-γ [178,179]. Sin embargo, los individuos no atópicos pueden presentar un fenotipo de una citocina de tipo Th0 [180]. Un estudio ha demostrado diferencias en un perfil de activación inmunitaria entre individuos con alergia a la leche de vaca y celiaquía no mediada por IgE. En este grupo con alergia a la leche de vaca, se demostró una regulación positiva del ARNm del CCR4 y la IL-6, y una regulación negativa del ARNm de la IL-18 y la IL-2 dentro del tejido de la mucosa intestinal, lo que indica una respuesta inmunitaria Th-2 sesgada. Por el contrario, los individuos con celiaquía mostraron regulación positiva del IFN-γ y regulación negativa del ARNm específico de la IL-12p35, la IL-12p40 y la IL-18 [181].


En los pacientes con SECPPA y sensibilidad a la soja y la leche, la tolerancia a la leche tiende a producirse con más frecuencia que a la soja varios años después de la reacción adversa inicial [182]. Se ha observado una frecuencia mayor de linfocitos T reguladores CD4+CD25+ en individuos que habían superado la alergia no mediada por IgE a la proteína de la leche de vaca, en comparación con los que tienen la enfermedad activa [183]. Además, en este estudio, el efecto supresor de los linfocitos T reguladores estaba mediado por el contacto directo intercelular y por la secreción de TGF-β, lo que destaca la función de los linfocitos T reguladores en el desarrollo de la tolerancia inmunitaria.





Eosinófilos

Las reacciones alimentarias basadas en la IgE y no basadas en la IgE mixtas son una característica de los trastornos digestivos asociados a eosinófilos (TGAE) [1,184,185]. Los individuos con TGAE tienen un infiltrado rico en eosinófilos dentro de la pared del esófago, el estómago y/o el intestino delgado y grueso [186]. Pueden ser alérgicos a varios alimentos, tienen una concentración sérica elevada de IgE y muestran eosinofilia periférica [187,188].


Numerosos mediadores inflamatorios se han relacionado con el reclutamiento de eosinófilos en los tejidos. De estos, la eotaxina, que se expresa constitutivamente en el epitelio digestivo, y la IL-5 parecen ser quimiotácticos para los eosinófilos relativamente específicos [189]. La eotaxina parece modular el reclutamiento de eosinófilos mediante la unión selectiva y la señalización a través del receptor de quimiocinas, CCR3, que se encuentra principalmente en los eosinófilos [190]. Parece que la eotaxina facilita el movimiento de los eosinófilos desde los vasos sanguíneos hasta el tejido intestinal, que depende de la interacción de α4β7 presente en los eosinófilos con MAdCAM-1 [191]. También se ha observado que el factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) participa en la patogenia de la EE. Puede actuar de forma sinérgica para aumentar la activación y la semivida de los eosinófilos esofágicos en individuos con EE [192].


En condiciones fisiológicas, existen eosinófilos en pequeñas cantidades dentro de la pared digestiva, y la presencia de un número relativamente grande denota un proceso patológico subyacente. Sin embargo, la pared del esófago carece de eosinófilos y la presencia de eosinófilos que no responden al tratamiento de supresión ácido indica un curso patológico [193]. La mera presencia de eosinófilos tisulares no es diagnóstica de una enfermedad específica, ya que puede producirse en enfermedades como la EE, la gastroenteritis eosinófila, la enfermedad por reflujo gastroesofágico (ERGE), la esofagitis no eosinófila crónica, las infecciones fúngicas y parasitarias, y la enfermedad intestinal inflamatoria.


También se ha demostrado que la IL-5 participa en la diferenciación, la proliferación, la supervivencia, el reclutamiento y el transporte dentro del aparato digestivo de los eosinófilos. Se ha establecido que la IL-5, junto con la eotaxina, es esencial en la patogenia de la EE [194]. Además, el aumento de las concentraciones de IL-13 en las biopsias de tejidos de los individuos con EE indica una función clave de la inmunidad Th2 adaptativa en su patogenia [195]. A continuación, una interacción paso a paso entre las células endoteliales de los vasos sanguíneos y los eosinófilos promueve su migración a los tejidos de la mucosa. La P-selectina, la molécula de adhesión presente en las células endoteliales, ayuda al balanceo de los eosinófilos sobre la superficie de las células endoteliales [196]. Después del balanceo se produce la adherencia, que es facilitada por moléculas de la familia de las integrinas [197]. Dentro de los tejidos de las mucosas, la supervivencia de los eosinófilos depende de las citocinas. El factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GMCSF) aumenta la supervivencia de los eosinófilos tisulares, y parece que la IL-12 aumenta la apoptosis [198].


Los estudios han demostrado que, en los TGAE, el componente celular del infiltrado inflamatorio también contiene un mayor número de linfocitos T CD4+ activados y mastocitos, además de los eosinófilos [199]. Los monocitos y los neutrófilos son otros tipos de células que se asocian a la enfermedad [200]. Los eosinófilos propagan la patogenia de la enfermedad e incitan la lesión de la mucosa a través de la liberación de mediadores inflamatorios, proteínas de gránulos citotóxicos eosinófilos, citocinas e intermediarios reactivos de oxígeno. Las citocinas, las inmunoglobulinas y los componentes del complemento pueden activar los eosinófilos para generar mediadores inflamatorios, como IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF, TNF-α, MIP-1α y el factor de crecimiento endotelial vascular. Esto indica que los eosinófilos pueden modular las muchas características de la respuesta inmunitaria [201]. Además, el crecimiento epitelial, la fibrosis y la remodelación del tejido pueden estar influenciados por el TGF-β derivado de eosinófilos y las proteínas de los gránulos citotóxicos eosinófilos, entre las que se encuentran la proteína catiónica eosinófila [202], la proteína básica principal [203] y la peroxidasa eosinófila [204]. La proteína catiónica eosinófila puede insertar poros tóxicos en la membrana de las CEI, lo que permite la entrada de otras moléculas tóxicas [205]. La proteína básica principal induce la reactividad del músculo liso y puede iniciar la desgranulación de los mastocitos y los basófilos [206].


Las rutas enzimáticas respiratorias de los eosinófilos generan superóxido que puede dañar la mucosa [207]. La peroxidasa eosinófila genera peróxido de hidrógeno tóxico y ácidos haloides, que pueden causar una lesión mayor [208]. Los neutrófilos también producen mediadores lipídicos, como LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4, que conducen a un aumento de la permeabilidad vascular, la secreción de mucina y la contracción del músculo liso [209]. Además, la extensión de la infiltración de eosinófilos de la pared digestiva y la cantidad de proteínas citotóxicas eosinófilas se relacionan con la gravedad de la enfermedad [210,211]. En la tabla 3.1 se enumeran las enfermedades con mecanismos inmunomediados no IgE y mixtos, y se ofrece un resumen de sus características clínicas [212-216].



Tabla 3.1


Visión general de los mecanismos inmunitarios y los síntomas de las alergias alimentarias no mediadas por IgE y mixtas.








	Enfermedad

	Mecanismo inmunitario

	Síntomas










	Enterocolitis provocada por proteínas alimentarias

	Mediado por células

	Vómitos copiosos, diarrea (± sangre microscópica); los síntomas graves pueden causar letargo, deshidratación y shock






	Proctocolitis provocada por proteínas alimentarias

	Mediado por células

	Aparición gradual de hemorragia que progresa a vetas de sangre; generalmente, los lactantes se desarrollan y suelen estar bien






	Enteropatía provocada por proteínas alimentarias (enteropatía sensible al gluten)

	Mediado por células

	Dispepsia, reflujo, diarrea, distensión abdominal, flatulencia, retraso del desarrollo; otros síntomas dependen de las manifestaciones extraintestinales






	Esofagitis eosinófila alérgica

	Mediado por células y/o mediado por IgE

	Dificultad para alimentarse, retraso del crecimiento, reflujo gastroesofágico, vómitos, disfagia e impactación de los alimentos






	Gastroenteritis eosinófila alérgica

	Mediado por células y/o mediado por IgE

	Dolor abdominal recurrente y vómitos, retraso del desarrollo, eosinofilia en sangre periférica (50%)














Enterocolitis y proctocolitis provocadas por proteínas alimentarias

El SECPPA y la proctocolitis afectan predominantemente a los lactantes y se caracterizan por lesiones de la mucosa intestinal graves, pequeñas y grandes. Los culpables dietéticos frecuentes que participan en la patogenia son la leche de vaca y la soja. Los granos de cereales (arroz, avena, cebada), el pescado, las aves y las verduras son culpables infrecuentes [217]. El diagnóstico se realiza principalmente por los síntomas clínicos y las pruebas de provocación, pero también puede basarse en la resolución de los síntomas después de la eliminación de la dieta de la proteína responsable. Los síntomas típicos son vómitos y diarrea, que se asocian a la presencia de sangre, leucocitos, eosinófilos y un mayor contenido de hidratos de carbono en las heces [218]. Los estudios histológicos de las biopsias endoscópicas de los pacientes sintomáticos revelan un aumento de los eosinófilos y los plasmocitos, la presencia de abscesos en las criptas y lesiones leves de las vellosidades. Algunos niños pueden mostrar signos de gastritis y esofagitis [219].





Celiaquía

La celiaquía suele describirse como un trastorno autoinmunitario que afecta al intestino delgado, producido por la ingesta de gluten de trigo y proteínas análogas presentes en la cebada y el centeno. Se asocia estrechamente a genes que codifican los antígenos HLA-II, sobre todo de las clases DQ2 y DQ8 [220,221]. Puede presentarse al principio de la vida después de introducir el gluten en la dieta o puede desarrollarse más adelante. Las manifestaciones clínicas son dolor abdominal con distensión, dispepsia, reflujo gastroesofágico (ERGE), episodios recurrentes de diarrea y/o estreñimiento, pérdida de peso, enfermedad ósea, anemia y debilidad. Los síntomas tienden a remitir con el cumplimiento estricto de una dieta sin gluten. La demostración de anticuerpos IgA circulantes para la transglutaminasa (tTG-IgA) apoya el diagnóstico. El examen histológico de muestras endoscópicas es confirmatorio [222]. Sin embargo, la participación irregular de la mucosa puede conducir a un diagnóstico falso negativo. Los cambios histológicos dentro de la mucosa comprenden atrofia de las vellosidades, hiperplasia de las criptas, engrosamiento de la membrana basal epitelial y disminución de las células caliciformes. Las evidencias de la inflamación de la mucosa se manifiestan por un aumento de los linfocitos intraepiteliales y una afluencia de células inmunitarias dentro de la lámina propia del intestino delgado, y por la pérdida de la orientación nuclear basal, así como por un cambio de las CEI a una morfología cúbica.





Esofagitis y gastroenteritis eosinófilas alérgicas

Los trastornos digestivos eosinófilos primarios son la EE, la gastritis, la gastroenteritis, la enteritis y la colitis eosinófilas. Estas enfermedades son cada vez más frecuentes y están mediadas por mecanismos inmunitarios mixtos [223]. Se caracterizan por un infiltrado rico en eosinófilos dentro de la pared intestinal, en ausencia de otras causas de eosinofilia de la pared intestinal, como reacciones farmacológicas, infecciones parasitarias y tumores malignos. La constelación de síntomas comprende dolor abdominal, disfagia, vómitos, diarrea, alteración de la motilidad gástrica, irritabilidad y falta de crecimiento [224]. El diagnóstico de los trastornos digestivos eosinófilos primarios está condicionado a la evaluación histológica de las muestras de la biopsia endoscópica, y hay que tener muy en cuenta la cantidad, la localización y las características de la infiltración eosinófila [185].





Conclusiones

Hemos revisado los mecanismos no mediados por IgE asociados a reacciones alimentarias adversas. Hemos explicado con detalle las funciones de barrera del intestino; el procesamiento, la absorción y la presentación de antígenos a las células inmunocompetentes; la creación de una respuesta, y los cambios inflamatorios y las lesiones de la mucosa que se propagan por la infiltración de células dentro de la mucosa intestinal. Es evidente que las enfermedades alérgicas digestivas no mediadas por IgE pueden estar asociadas a disfunción de la barrera epitelial digestiva. No está claro si la disfunción de la barrera es un resultado o un factor que contribuye al desarrollo de las alergias alimentarias. En la patogenia de la enfermedad participan los linfocitos T, que son cruciales para la inducción de la tolerancia oral, así como para la propagación de la enfermedad, y los eosinófilos, que son fundamentales en la patogenia y la modulación de los trastornos digestivos eosinófilos. La apreciación de los mecanismos inmunológicos que participan en las hipersensibilidades alimentarias y sus enfermedades asociadas y el asesoramiento de las personas genéticamente susceptibles facilitarán el desarrollo de nuevos y novedosos enfoques para el tratamiento de los pacientes con estos trastornos.
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Conceptos clave



• Los alérgenos alimentarios pertenecen a un número limitado de familias de proteínas con diferentes propiedades moleculares, lo que puede suponer que las rutas de sensibilización varíen entre las distintas familias de alérgenos.



• Los alérgenos alimentarios que sensibilizan a través del aparato digestivo tienen características moleculares que aumentan la estabilidad a la desnaturalización térmica y proteolítica.



• Dos familias de alérgenos (caseínas y cupinas), que se cree que sensibilizan a través del aparato digestivo, conservan su alergenicidad incluso después de la digestión por razones que no se conocen.



• Generalmente, los alérgenos de los alimentos vegetales relacionados con alérgenos del polen no tienen características que aumenten su estabilidad y solo producen un síndrome de alergia bucal (SAB) como una reacción secundaria a la sensibilización primaria al polen.








Introducción

La era posgenómica, con su explosión de información sobre las secuencias de proteínas y el genoma, nos permite estudiar las relaciones moleculares de nuevas maneras y, en particular, en el contexto de la evolución de las proteínas. Las proteínas alérgenas no aparecieron de repente en el panorama de las proteínas, sino que son el resultado de una larga cadena de procesos formativos que dieron lugar a la creación de estructuras proteicas que son tratadas como alérgenas por el sistema inmunitario de algunos individuos. Cada vez existe más bibliografía que demuestra que los alérgenos sesgan la respuesta inmunitaria al interactuar con los receptores inmunitarios innatos conservados [1,2]. Los alérgenos se limitan a un número muy pequeño de familias de proteínas con estructuras o armazones tridimensionales característicos, como se ha observado en los alérgenos de los alimentos vegetales [3] y del polen [4]. En la base de datos AllFam (http://www.meduniwien.ac.at/allergens/allfam/; último acceso en agosto de 2013) se enumeran todas las familias de proteínas que contienen alérgenos [5]. El origen de algunos de estos armazones proteicos se remonta a las arqueas, como es el caso de las superfamilias cupina [6] o Bet v 1 [7]. Sin embargo, la superfamilia que contiene los alérgenos más destacados es la superfamilia de la prolamina, que parece haberse originado solo después de que las plantas conquistaran la Tierra. La mayoría de los miembros de esta superfamilia parece limitarse a las semillas de plantas dicotiledóneas [8]; sin embargo, se han identificado proteínas relacionadas con la albúmina 2S en las esporas del helecho avestruz [9]. Los ancestros comunes de los helechos y las angiospermas vivieron hace más de 300 millones de años. Algunas de las estructuras proteicas evolucionadas han tenido tanto éxito que se han conservado en las plantas y los animales, como es el caso de las proteínas de tipo taumatina [10]. En resumen, parece que la alergenicidad está relacionada con ciertas características estructurales de las moléculas que pertenecen a un número limitado de familias de proteínas. En general, dentro de una familia de proteínas determinada, los alérgenos representan solo una parte de sus miembros, como se ha demostrado en la familia de proteínas Bet v 1 [7,11]. Además de la alergenicidad intrínseca de un armazón proteico, en la sensibilización a una proteína determinada también influyen cuestiones de la exposición, y algunas proteínas no se encuentran en los tejidos comestibles o solo se expresan transitoriamente durante el desarrollo, de forma que las concentraciones en el medio de exposición son bajas. Está muy aceptado que el potencial alérgeno de una proteína también tiene que tenerse en cuenta en el contexto de un sistema inmunitario del huésped predispuesto hacia la atopia. En este capítulo se analizan las familias más importantes de alérgenos alimentarios animales y vegetales.






Familias de proteínas alérgenas alimentarias

Basándose en las secuencias de aminoácidos compartidas y en las estructuras tridimensionales conservadas, las proteínas pueden clasificarse en familias utilizando diversas herramientas de bioinformática que constituyen el pilar de varias bases de datos de las familias de las proteínas, como la Pfam [12]. Durante los últimos 15 años ha aumentado rápidamente el número de alérgenos bien descritos que se han secuenciado, y ahora se están recogiendo en una serie de bases de datos para facilitar el análisis bioinformático (tabla 4.1) [18,19]. Se ha realizado este análisis de los alérgenos alimentarios, tanto vegetales [3] como animales [20], así como de los alérgenos del polen [4]. La versión actual de la AllFam, del 9 de septiembre de 2011, ilustra la distribución similar de los alérgenos alimentarios animales y vegetales en las familias de proteínas, de forma que la mayoría de los alérgenos pertenecen a tan solo tres o cuatro familias, con entre 20 y 30 subfamilias que comprenden entre uno y tres alérgenos cada una. Con respecto a los alérgenos alimentarios, alrededor del 60% de los alérgenos vegetales pertenecen a solo cuatro familias de proteínas: prolaminas, cupinas, relacionadas con Bet v 1 y profilinas [3], lo que apoya los enfoques molecular y estructural para la clasificación de los alérgenos alimentarios vegetales [8,21]. Del mismo modo, los alérgenos alimentarios animales se pueden clasificar en tres familias principales: el dominio EF-hand, tropomiosinas y caseínas [5,20]. Estos patrones de distribución plantean la pregunta de por qué ciertos armazones proteicos dominan el panorama de la estructura de los alérgenos. ¿Existen características estructurales que predisponen a ciertas proteínas a convertirse en alérgenos? El análisis detallado de los elementos de la estructura secundaria de las proteínas no ha demostrado ninguna relación con la alergenicidad [22], pero las relaciones entre la estructura y la función de las proteínas pueden ser muy sutiles. Utilizando la clasificación en familias de los alérgenos alimentarios, resumiremos las propiedades de los alérgenos alimentarios conocidos y analizaremos cómo sus estructuras y propiedades podrían ser responsables de su potencial alérgeno.



Tabla 4.1


Bases de datos de los alérgenos.







	Base de datos

	Entidad

	Tipo de base de datos

	Registro

	Citas

	URL










	AllergenOnline

	University of Nebraska, Food Allergy Research and Resource Programme (FARRP), USA

	Depósito de secuencias de alérgenos que se puede descargar fácilmente para su posterior análisis

	Revisión por un grupo especial con actualizaciones anuales de la base de datos

	N/D

	

http://allergenonline.com; último acceso en agosto de 2013






	WHO-International Union of Immunological Societies (IUIS)

	University of Nebraska Lincoln, USA

	Depósito de secuencias de alérgenos con enlaces; organizado por la filogenia

	Una comisión de expertos revisa las presentaciones de nuevos alérgenos; el único organismo oficialmente capaz de dar denominaciones de alérgenos

	13

	

http://www.allergen.org/; último acceso en agosto de 2013






	The Allergen Database

	The Food and Environment Research Agency

	Información sobre alérgenos y epítopos

	No definido

	N/D

	

http://allergen.csl.gov.uk/; último acceso en agosto de 2013






	Structural Database of Allergen Proteins (SDAP)

	University of Texas, USA

	Depósito de secuencias de alérgenos, estructuras y modelos. Organizado por familias de alérgenos

	Registrada por científicos de la University of Texas con la supervisión de un comité de expertos

	14

	

http://fermi.utmb.edu/SDAP/sdap_ver.html; último acceso en agosto de 2013






	AllFam

	Medical University of Vienna, Austria

	Clasifica las secuencias de alérgenos seleccionadas de la base de datos Allergome

	Registrada por científicos de la entidad promotora de la base de datos

	5

	

http://www.meduniwien.ac.at/allergens/allfam/; último acceso en agosto de 2013






	Allergen Database for Food Safety (ADFS)

	National Institute of Health Sciences, Japan

	Contiene información sobre los alérgenos de AllergenOnline, complementada con información de UniProt junto con otras sustancias alérgenas de AllAllergy

	No definido

	N/D

	

http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/; último acceso en agosto de 2013






	AllerMatch

	Colaboración entre RIKILT—Institute of Food Safety y Plant Research International, The Netherlands

	Tres bases de datos enlazadas de secuencias de alérgenos derivadas de UNIPROT, IUIS y una combinación de ambas bases de datos

	No definido

	15

	

http://www.allermatch.org/; último acceso en agosto de 2013






	Allergome

	Allergy Data Laboratories sc (ADL), Italia

	Información sobre moléculas y fuentes alérgenas

	No definido

	16

	

http://www.allergome.org/; último acceso en agosto de 2013






	Informall

	Institute of Food Research, UK

	Información sobre alimentos alérgenos y moléculas de alérgenos

	Revisada por científicos del IFR con la supervisión de un equipo de expertos

	17

	

http://www.foodallergens.info/; último acceso en agosto de 2013
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Alérgenos alimentarios de origen animal (Tabla 4.2)


Tropomiosinas

Las tropomiosinas son una familia de proteínas estrechamente relacionadas presentes en las células musculares y no musculares [36]. Junto con la actina y la miosina, desempeñan una función reguladora clave en la contracción muscular, contienen 40 repeticiones de heptapéptido ininterrumpidas y son proteínas bicatenarias que se presentan en espirales enrolladas de forma α-helicoidal [37]. Las tropomiosinas forman polímeros cabeza-cola a lo largo de un filamento de actina [38] y son los alérgenos principales de dos grupos de invertebrados, los crustáceos y los moluscos, a los que generalmente se hace referencia como mariscos. Se asume que varias especies de gambas, cangrejos, calamares y abulones son especialmente responsables de las alergias a los mariscos. En varios laboratorios se identificaron originalmente las tropomiosinas como los principales alérgenos de las gambas [39-41], y hoy se reconocen como los panalérgenos de los invertebrados [42]. Los dos primeros residuos de la región de unión a la IgE (epítopo) en la porción C-terminal de la proteína parecen ser cruciales para la unión de la IgE y no se encuentran en las tropomiosinas de los vertebrados. Como consecuencia de la falta de homología de los epítopos de la IgE, no hay reactividad cruzada entre la IgE de las personas alérgicas al marisco y las tropomiosinas musculares animales. Las tropomiosinas alérgenas son termoestables, y existe reactividad cruzada entre las distintas especies de crustáceos y moluscos [43]. Los extractos de la gamba Penaeus indicus hervido contenían Pen i 1 sin alteración de la alergenicidad [44]. También se detectaron alérgenos hidrosolubles de las gambas en el agua después de la cocción [45].




Tabla 4.2


Modelos de alérgenos alimentarios de origen animal.







	Alérgeno alimentario de origen animal (familia)

	Función

	Fuente

	Nombre del alérgeno

	Secuencia de acceso

	Referencia










	Familia de la tropomiosina

	Las tropomiosinas se unen a la actina en el músculo para aumentar la estabilidad y la rigidez del filamento fino. Pueden desempeñar una función importante con las troponinas en el control de la contracción muscular

	Langostino tigre negro (Penaeus monodon)



	Pen m 1

	A1KYZ2

	
23








	

	

	Langostino del mar del Norte (Crangon crangon)



	Cra c 1

	D7F1J4

	
24








	

	

	Langosta americana (Homarus americanus)



	Hom a 1

	O44119

	
25








	

	

	Calamar (Todarodes pacificus)



	Tod p 1

	Solo péptidos

	
26








	

	

	Ostra (Crassostrea gigas)



	Cra g 1, Cra g 2, Cra g 1.03

	Q95WY0

	
27








	

	

	Abulón (Haliotis diversicolor)



	Hal d 1

	Q9GZ71

	
28








	Familia de la parvalbúmina

	Las parvalbúminas controlan el flujo de calcio que vuelve de la troponina C a las bombas de unión de la membrana después de una contracción muscular

	Bacalao (Gadus morhua)



	Gad m 1

	Q90YK9, Q90YL0

	
29








	

	

	Carpa (Cyprinus carpio)



	Cyp c 1.01, Cyp c 1.02

	Q8UUS3, Q8UUS2

	
30








	Caseínas

	Las caseínas forman complejos micelares estables de proteínas y fosfato de calcio en la leche de los mamíferos

	Vaca doméstica (Bos taurus)



	Bos d 8: fracción total de caseína

	

	
31








	

	

	

	Bos d 9: αs1-caseína

	P02662

	
32








	

	

	

	Bos d 10: αs2-caseína

	P02663

	
33








	

	

	

	Bos d 11: β-caseína

	P02666

	
34








	

	

	

	Bos d 12: κ-caseína

	P02668

	
35
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Parvalbúminas

Las parvalbúminas, los principales alérgenos del pescado, pertenecen a la amplia gama de proteínas de unión al calcio que son extremadamente abundantes y tienen reactividad cruzada en muchas especies de peces [46]. Se encuentran en grandes concentraciones en el músculo blanco de muchas especies de peces y se caracterizan por la posesión de un dominio de unión al calcio muy extendido, que se conoce como EF-hand [47]. El EF-hand es un diseño que consta de un bucle de 12 residuos aminoácidos que está flanqueado a ambos lados por un dominio α-helicoidal de 12 residuos. Las parvalbúminas comprenden tres de estos dominios [48], y dos de ellos pueden unirse al calcio [49]. Las parvalbúminas son importantes para la relajación de las fibras musculares mediante la unión del calcio libre intracelular [50]. La unión de los ligandos del calcio es necesaria para la conformación correcta de la parvalbúmina, la pérdida del calcio produce un gran cambio de la conformación con una pérdida asociada de la capacidad de unión a la IgE [45,51,52]. Las parvalbúminas con iones calcio unidos poseen una notable estabilidad frente a la desnaturalización por el calor [53-55]. Evidentemente, la capacidad de actuar como alérgenos principales del pescado está vinculada a su estabilidad al calor, los productos químicos desnaturalizantes y las enzimas proteolíticas [56]. Pueden subdividirse en dos linajes evolutivos distintos, las α- y las β-parvalbúminas, aunque sus estructuras generales son muy similares. Por lo general, las β-parvalbúminas son alérgenas. La Gad c 1, un alérgeno del bacalao, fue la primera parvalbúmina del pescado alérgena que se purificó y se describió [57,58]. Hoy en día, se han descrito β-parvalbúminas alérgenas de muchas especies de peces óseos diferentes y se consideran panalérgenos de los peces [59]. Recientemente, también se han descrito dos parvalbúminas alérgenas de la raya roja [60]. La reactividad cruzada entre el músculo de los peces y de la rana en individuos alérgicos al pescado se ha atribuido a las similitudes estructurales entre sus parvalbúminas [61]. También se ha descrito como alérgena una α-parvalbúmina de la rana [62].






Caseínas

Las caseínas, proteínas estructuralmente móviles, se encuentran en la leche de los mamíferos en una concentración de alrededor de 15 mg/ml y son responsables de la unión del calcio a través de grupos de residuos fosfoserina y/o fosfotreonina de las αs1-, αs2- y β-caseína. Los polipéptidos de la caseína forman una capa alrededor del fosfato cálcico amorfo para formar microestructuras llamadas nanogránulos, que permiten que las concentraciones de calcio de la leche superen el límite de solubilidad del fosfato cálcico. Los nanogránulos se ensamblan en las micelas de caseína presentes en la leche, que a su vez están estabilizadas por la κ-caseína [63]. Las caseínas α y β están relacionadas con la familia de fosfoproteínas ligadas al calcio secretoras junto con proteínas relacionadas con la mineralización y proteínas salivales, mientras que las κ-caseínas pueden estar relacionadas lejanamente con la cadena γ del fibrinógeno [64]. Las caseínas son los principales alérgenos alimentarios implicados en la alergia a la leche de vaca, que afecta predominantemente a los niños pequeños. En los estudios sobre la reactividad cruzada de la IgE entre los diferentes tipos de caseínas en un grupo de lactantes alérgicos a la leche de vaca, se descubrió que el 90% tenían IgE sérica contra la αS2-caseína, el 55% tenían IgE sérica contra la αS1-caseína y solo el 15% tenían IgE contra la β-caseína [65]. Este patrón de reactividad parece estar relacionado con el grado de similitud entre las caseínas bovina y humana, y las caseínas menos parecidas a las caseínas humanas son más reactivas. Por lo tanto, la β-caseína bovina parece ser la menos reactiva y tiene la mayor identidad con la caseína humana, del 53%, mientras que las αs2-caseínas bovinas fueron las más reactivas y las que menos se parecían, con solo alrededor de un 16% de identidad con la homóloga humana más próxima, la αs1-caseína, el gen de la αs2-caseína no se expresa en los seres humanos. Existe una considerable similitud en las caseínas de diferentes leches de mamíferos que se utilizan para el consumo humano, lo que explica la reactividad cruzada de la IgE. Se ha observado que los pacientes alérgicos a la leche de vaca generalmente reaccionan a la leche de cabra tras la provocación alimentaria oral [66], ya que las caseínas del ganado vacuno y de las cabras tienen identidades de secuencia de más del 90%. Sin embargo, parece que, cuando esta identidad de secuencia se reduce a entre el 22 y el 66%, como es el caso entre las caseínas de la leche de yegua y de vaca, se asocia a tolerancia, ya que los individuos con tolerancia a la leche de vaca pueden tolerar la leche de yegua [67] y no muestran reactividad cruzada de la IgE a las proteínas de leche de especies como el camello [68]. Las κ-caseínas bovina y humana comparten alrededor de un 50% de homología y los intentos para mapear los epítopos de la β-caseína bovina han demostrado la presencia de epítopos de la IgE compartidos [69], como ocurre con la β-caseína [70]. Estas similitudes pueden explicar las reacciones alérgicas infrecuentes a la leche humana que se han observado [71]. Los estudios recientes en los que se ha utilizado una combinación de αs1-caseína recombinante expresada en Escherichia coli y péptidos sintéticos han demostrado la presencia de epítopos de la IgE que abarcan la secuencia de la proteína [72]. Sin embargo, es necesario tratar estos datos con cautela, ya que estas proteínas recombinantes carecen de las modificaciones postraslacionales significativas de la caseína, en particular la fosforilación hasta de nueve residuos de serina que abarcan la secuencia de la proteína, cuya pérdida se ha demostrado que afecta a la reactividad de la IgE [73].







Familias menores


Lipocalinas

Las lipocalinas son un grupo de diversas proteínas que comparten alrededor del 20% de identidad de secuencia con estructuras tridimensionales conservadas que se caracterizan por un túnel central, que a menudo pueden acomodar una diversidad de ligandos lipofílicos [74]. Se cree que actúan como portadores de sustancias odoríferas, esteroides, lípidos y feromonas, entre otros, y se están relacionando con una serie de funciones biológicas, desde la regulación del metabolismo de la glucosa [75] hasta actuar como moderadores del funcionamiento inmunitario innato [76]. La mayoría de los alérgenos lipocalina son respiratorios, y se han identificado como los principales alérgenos en la orina de roedores, la caspa y la saliva de animales, así como en insectos como las cucarachas; la única lipocalina que actúa como un alérgeno alimentario es el alérgeno de la leche de vaca, la β-lactoglobulina [77]. Recientemente se ha demostrado que el receptor de membrana que interactúa con la lipocalina (LIMR) media la captación de la β-lactoglobulina en un modelo de una línea celular del neurocarcinoma [78], y puede explicar la absorción por el intestino.





Familia de la lisozima

La lisozima de tipo C y las α-lactoalbúminas pertenecen al clan 22 de la familia glucósido hidrolasa de la superfamilia O-glucosil hidrolasa, y probablemente han evolucionado a partir de una proteína ancestral común. Sin embargo, tienen claramente diferentes funciones: la α-lactoalbúmina participa en la síntesis de lactosa en la leche, mientras que la lisozima actúa como una muramidasa que hidroliza los peptidoglucanos que se encuentran en las paredes celulares bacterianas. Además, la α-lactoalbúmina, a diferencia de la lisozima del huevo de gallina, se une al calcio. Dos alérgenos alimentarios pertenecen a este clan: la lisozima menor del huevo de gallina (Gal d 4) y la α-lactoalbúmina menor de la leche de vaca. Estas proteínas comparten poca homología de secuencia, pero tienen estructuras tridimensionales que se solapan [79].





Familia de la transferrina

Las transferrinas son glucoproteínas de unión al hierro, ricas en azufre y eucariotas, que actúan in vivo para controlar la concentración de hierro libre. Los miembros de la familia que se han identificado como alérgenos alimentarios menores son la lactotransferrina (lactoferrina) de la leche y la ovotransferrina de la clara de huevo de gallina [80,81].





Serpinas

Las serpinas, una clase de inhibidores de la serina proteasa, se encuentran en todos los tipos de organismos, excepto en los hongos, y participan en una variedad de procesos fisiológicos. Muchos de los miembros de la familia han perdido su actividad inhibidora [82]. Solo se ha identificado un alérgeno alimentario que pertenece a esta familia, la ovoalbúmina, el alérgeno del huevo de gallina [83].





Arginina cinasas

Las arginina cinasas pertenecen a una familia relacionada estructural y funcionalmente con el ATP: las guanido fosfotransferasas, que catalizan de forma reversible la transferencia de fosfato entre el ATP y varios fosfógenos. Las arginina cinasas se han identificado como alérgenos en los invertebrados, entre ellos fuentes de alérgenos alimentarios como las gambas [24,84] y los alérgenos con reacción cruzada de la polilla india de la harina, los langostinos, la langosta y los mejillones [85].





Ovomucoides

Los inhibidores del Kazal, que inhiben una serie de serina proteasas, pertenecen a una familia de proteínas que comprende el inhibidor de tripsina secretora pancreática, el ovomucoide aviar y los inhibidores de la elastasa. Estas proteínas contienen entre una y siete repeticiones del inhibidor de tipo Kazal [86]. Los ovomucoides aviares contienen tres dominios inhibidores de tipo Kazal [87]. Se ha demostrado que el ovomucoide del pollo es el alérgeno dominante de la clara de huevo de gallina, Gal d 1 [66]. El Gal d 1 comprende 186 residuos de aminoácidos que se organizan en tres dominios conjuntos (Gal d 1,1, Gal d 1,2, Ga1 d 1,3). Cada dominio contiene tres enlaces disulfuro intradominio. Gal d 1,1 y Gal d 1,2 contienen dos cadenas de hidratos de carbono cada uno, y aproximadamente el 50% de los dominios de Gal d 1,3 contienen una cadena de hidratos de carbono, que puede actuar para estabilizar la proteína contra la proteólisis [88]. Otro inhibidor de Kazal se ha relacionado como el componente alérgeno de los nidos de pájaros que se utilizan para hacer la exquisita sopa china de nido de pájaro [89].









Alérgenos alimentarios de origen vegetal (Tabla 4.3)


Superfamilia de la prolamina

El nombre de la superfamilia de la prolamina deriva de las proteínas de reserva de los cereales ricos en prolina y glutamina, solubles en alcohol. Kreis et al. describieron por primera vez esta superfamilia en 1985 [105], y observaron que tres grupos de proteínas de las semillas aparentemente no relacionadas tenían un patrón conservado de residuos de cisteína. Comprendían dos tipos de proteínas de las semillas de cereales: las prolaminas ricas en azufre y los inhibidores de α-amilasa/tripsina de las semillas de cereales monocotiledóneas, junto con las albúminas 2S de almacenamiento (fig. 4.1a) que se encuentran en una variedad de semillas dicotiledóneas, como las semillas de ricino y la colza oleaginosa. Posteriormente, se identificaron otras proteínas alérgenas de bajo peso molecular que pertenecen a esta superfamilia, como la proteína hidrófoba de la soja (fig. 4.1b), proteínas de transferencia de lípidos no específicas (nsLTP; fig. 4.1c) y α-globulinas. Aparte del patrón conservado de la cisteína, existen pequeñas similitudes de secuencia entre los miembros de diferentes subfamilias. El patrón conservado de la cisteína comprende un núcleo de ocho residuos de cisteína, con un Cys-Cys característico y motivos Cys-X-Cys (X representa cualquier otro residuo). Se han encontrado dos residuos de cisteína adicionales en los inhibidores de α-amilasa/tripsina. En las prolaminas de almacenamiento de las semillas de cereales, el esqueleto disulfuro se ha alterado por la inserción de un dominio repetitivo que comprende motivos ricos en prolina y glutamina. Aunque la forma de las conectividades disulfuro formadas por los residuos de cisteína varía en los diferentes tipos de los miembros de la superfamilia de la prolamina, comparten una estructura tridimensional común. En la figura 4.1 se muestran ejemplos que ilustran las estructuras tridimensionales que comparten estas proteínas, que consisten en haces de cuatro hélices α estabilizados por enlaces disulfuro y que se organizan de forma que se crea un túnel de unión a los lípidos en las nsLTP, que está colapsado en las estructuras de la albúmina 2S. Hasta el momento no se ha identificado ningún tipo ancestral, por lo que parece que este armazón evolucionó cuando las plantas conquistaron la Tierra [106].



[image: image]
Figura 4.1 Estructuras típicas de varios miembros de la superfamilia de las prolaminas que se han identificado como alérgenos, que se muestran como dibujos de cintas, con bolas y palos que representan los puentes disulfuro. (a) Albúmina 2S monocatenaria típica del SFA-8 del girasol (1S6D). (b) Proteína hidrófoba de la soja (1HYP). (c) Proteína de transferencia de lípidos no específica (nsLTP) del melocotón, Pru p 3 (2B5S).









Tabla 4.3


Modelos de alérgenos alimentarios de origen vegetal.







	Alérgeno alimentario de origen vegetal (familia)

	Función

	Fuente

	Nombre del alérgeno

	Secuencia de acceso

	Referencia










	Prolaminas

	Proteínas de almacenamiento de las semillas

	Trigo (Triticum aestivum)



	Tri a 19: gliadina ω5

	P08453

	
90








	

	

	

	Tri a 21: gliadina αβ

	D2T2K3

	
91








	

	

	

	Tri a 26: glutenina de alto peso molecular

	P10388

	
92








	

	

	

	Tri a 36: glutenina de bajo peso molecular

	JF776367

	ND






	Proteínas de transferencia de lípidos no específicas

	Función desconocida; pueden participar en el transporte de monómeros de la suberina y en la defensa de las plantas

	Melocotón (Prunus persica)



	Pru p 3

	P81402

	
93








	

	

	Avellana (Corylus avellana)



	Cor a 8

	AF329829

	
94








	Albúminas 2S

	Proteínas de almacenamiento de las semillas

	Nueces (Juglans regia)



	Jug r 1

	JRU66866

	
95








	

	

	Cacahuete (Arachis hypogea)



	Ara h 2

	L77197

	
96








	

	

	

	Ara h 6

	AF091737

	
97
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El túnel de unión a los lípidos de las nsLTP es muy flexible y puede acomodarse a una amplia gama de lípidos, como las prostaglandinas [107] y hasta dos ácidos grasos que se encuentren uno junto a otro [108]. Aparte de las prolaminas de almacenamiento de las semillas, cuyas propiedades dependen del dominio repetitivo insertado, las propiedades fisicoquímicas de los miembros de la superfamilia de la prolamina se definen por sus enlaces disulfuro intramoleculares. Las proteínas compactas, los enlaces disulfuro de los miembros de la superfamilia de la prolamina, son responsables de mantener la estructura tridimensional incluso después del calentamiento, lo que se asocia a que conserven sus propiedades alérgenas después de la cocción [109]. Su estructura y sus propiedades de unión a la IgE solo se alteran si estos enlaces se hidrolizan debido a un calentamiento muy intenso [110]. Estos mismos atributos estructurales subyacen a su resistencia a la proteólisis, y algunos miembros, entre ellos las albúminas 2S [111] y los alérgenos nsLTP [112], son muy resistentes a la digestión gástrica y duodenal. Parece que cualquier degradación que se produce deja intactos los principales sitios de unión a la IgE, lo que explica el hecho de que las digestiones gastrointestinales simuladas no alteren su capacidad de provocar reacciones cutáneas in vivo, como se ha observado para la nsLTP de la uva [113].


Prolaminas de los cereales

En las prolaminas de almacenamiento de las semillas se ha alterado la estructura α-helicoidal debido al dominio repetitivo insertado. Sus propiedades están controladas por este dominio, que se cree que adopta un conjunto de estructuras no plegadas y secundarias que comprenden la superposición de las estructuras β-turns o poli-l-prolina II que pueden formar una estructura en espiral suelta [114]. Entre ellas se encuentran alrededor de la mitad de las proteínas de los granos de los cereales relacionados, el trigo, la cebada y el centeno, y las de trigo son capaces de formar grandes polímeros con enlaces disulfuro, que comprenden la fracción proteica viscoelástica conocida como gluten. Estas proteínas son característicamente insolubles en soluciones salinas diluidas, ya sea en el estado nativo o después de la reducción de los enlaces disulfuro intercatenarios, pero son solubles en alcoholes acuosos. Además de su participación en el inicio de la celiaquía, se han identificado varios tipos de prolaminas de almacenamiento de los cereales como los causantes de alergias mediadas por IgE, como las gliadinas γ, α y ω-5 [115-117], además de las subunidades HMW y LMW poliméricas de la glutenina [118-121]. Parece que la cocción afecta a la alergenicidad, y en un estudio se observó que la cocción puede ser esencial para la alergenicidad de las prolaminas de los cereales [122]. En un estudio reciente se ha demostrado que las proteínas del gluten desamidadas (que se encuentran en algunos tipos de trigo aislados), que se han tratado con álcalis, parecen ser responsables de desencadenar reacciones alérgicas en individuos que pueden tolerar las proteínas del gluten nativas. En estos pacientes predominaron las respuestas de la IgE hacia las gliadinas ω-2 y γ, y la desamidación era esencial para la unión a la IgE [123]. Este trastorno parece ser muy distinto de la alergia a las proteínas del trigo nativas, en la que hay indicios de que la desamidación elimina los epítopos de la IgE [124].





Inhibidores bifuncionales

El otro grupo de alérgenos de la superfamilia de la prolamina únicos de los cereales es el de los inhibidores de α-amilasa/tripsina, que se ha descubierto que sensibilizan a las personas a través de los pulmones y producen alergias profesionales a la harina de trigo, como el asma del panadero, o a través del aparato digestivo para los alimentos que contienen cereales, como el trigo, la cebada y el arroz. Se identificaron por primera vez en extractos hechos con mezclas de cloroformo/metanol (por lo que se denominaron proteínas CM), pero también son solubles en agua, soluciones salinas diluidas o mezclas de alcohol y agua. Estudios más detallados han revelado una serie de formas monoméricas, diméricas y tetraméricas, y muchas de las subunidades están glucosiladas [125]. Las subunidades individuales son inactivas o inhibidoras de la tripsina (y, a veces, otras proteinasas), las α-amilasas de los insectos (entre ellos, parásitos), o ambas enzimas (es decir, los inhibidores son bifuncionales). Los alérgenos que mejor se han descrito son los inhibidores de la α-amilasa de los granos de arroz [126], y hay un informe de una subunidad de Mr ∼ 15.000 que está relacionada con la alergia al trigo [127,128]. También se han descrito alérgenos de Mr de 16.000 en el maíz y la cerveza (que se fabrica con cebada), que parecen pertenecer a la familia de los inhibidores de la α-amilasa [129, 130].





Albúminas 2S

Las albúminas 2S son una familia importante de proteínas de almacenamiento de las semillas [131] muy extendidas tanto en las mono- como en las dicotiledóneas, donde pueden acompañar a las proteínas de almacenamiento de las semillas cupina globulina (v. «Superfamilia de la cupina»). La mayoría de las albúminas 2S se sintetizan como cadenas sencillas de Mr de 10.000-15.000 que, dependiendo de las especies de plantas, pueden procesarse después de la traslación para producir subunidades pequeñas y grandes, que generalmente permanecen unidas por enlaces disulfuro. En algunas especies de plantas, como el cacahuete y el girasol, los precursores no se procesan y permanecen como una cadena polipeptídica única (v. fig. 4.1a). Aunque se cree que la función biológica principal de las albúminas 2S es el almacenamiento, se han atribuido otras funciones fisiológicas a estas proteínas [132]. En los últimos años, se ha descrito un número creciente de albúminas 2S como alérgenos alimentarios principales [133]. Pueden actuar tanto como alérgenos profesionales (sensibilizando a través de la inhalación de polvo) como alimentarios, y se han identificado como los principales componentes alérgenos de muchos alimentos, como los alérgenos del cacahuete Ara h 2, 6, 7 [96,97], los alérgenos de la mostaza oriental y amarilla Bra j 1 y Sin a 1 [134,135], los alérgenos Jug r 1 de las nueces [95], Ses i 1 y 2 del sésamo [136,137], Ber e 1 de las castañas [138], Ana o 1 de los anacardos [139], y las albúminas 2S de las almendras [140] y las semillas de girasol [141]. Ber e 1, que es una de las fuentes alimentarias más ricas en aminoácidos que contienen azufre, sigue siendo un objetivo importante de los estudios nutricionales [142]. Hay algunas evidencias de que las albúminas 2S de la soja [143] y los garbanzos [144] también son alérgenas.





Proteínas de transferencia de lípidos no específicas

Una de las familias más importantes de alérgenos que se ha identificado dentro de la superfamilia de las prolaminas son las nsLTP de tipo 1, que participan en alergias graves a frutas frescas, como el melocotón en el sur de Europa, en la zona mediterránea. Se han denominado «panalérgenos» [145], son el tipo más extendido de prolaminas y se encuentran en varios órganos de las plantas, como las semillas, los frutos y los tejidos vegetativos. Además de haberse identificado en muchas frutas y semillas diferentes, también se han descrito en el polen de especies de plantas como la Parietaria judaica y el olivo [146,147], estableciéndose así como importantes panalérgenos de las plantas. Las nsLTP se han identificado como los principales alérgenos de las frutas, como Pru p 3 (v. fig. 4.1c) en el melocotón [148], Mal d 3 en la manzana [145] y Vit v 1 en la uva [149]. También se han descrito nsLTP alérgenas en las verduras, como los espárragos [150], los cereales, como el maíz [130], y en varios frutos secos, como las avellanas [151]. Aunque existe mucha reactividad cruzada de la IgE entre las nsLTP de especies vegetales muy relacionadas, esta reactividad cruzada disminuye significativamente cuando las similitudes de secuencia se encuentran por debajo de un límite, y la nsLTP del kiwi Act d 3 no tiene reactividad cruzada con la nsLTP Pru p 3 del melocotón [152]. Como su nombre indica, las nsLTP se definieron originalmente basándose en su capacidad in vitro para transferir una serie de tipos de fosfolípidos desde los liposomas a diversos tipos de membranas, como la de las mitocondrias. Sin embargo, esta no es su función in vivo, y se está considerando que las plantas han utilizado el armazón de las nsLTP en una amplia gama de contextos. Las que participan en las alergias alimentarias se encuentran en los tejidos epidérmicos. Esta observación, junto con sus características de unión a los lípidos, ha dado lugar a la opinión de que desempeñan una función en el transporte de los lípidos que participan en la síntesis de las capas de cutina y suberina cerosas en los tejidos vegetales externos en las semillas y el polen. Sin embargo, todavía no se conoce bien su función biológica exacta in vivo, aunque se han propuesto varias funciones posibles [106].






Superfamilia de la cupina

Las cupinas son una superfamilia de proteínas con funciones diversas que probablemente ha evolucionado a partir de un ancestro procariota, pero no se ha encontrado su camino hacia el reino animal. Poseen una estructura β-barril característica, y el nombre «cupina» deriva del término latino que significa barril [6]. El armazón básico se ha utilizado para una gama diversa de funciones, como las proteínas de esporulación en los hongos, las actividades de unión con la sacarosa y las actividades enzimáticas que se encuentran en los germinados, donde el manganeso está ligado en el centro del barril. El diseño cupina se ha duplicado en las proteínas de almacenamiento de la cupina de las plantas con flores para dar lugar al motivo bicupina, que se utiliza por las proteínas de almacenamiento de las globulinas 7S y 11S. La estructura tridimensional de la globulina 11S de la soja, la proglicinina, es un ejemplo de una proteína de almacenamiento cupina que contiene el motivo bicupina (fig. 4.2b). Las globulinas 11S-12S se encuentran en las semillas de muchas plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas, y se han identificado homólogos en las gimnospermas (entre ellas, las coníferas). A veces se han denominado leguminas, porque se encuentran especialmente en las semillas de las leguminosas y son oligómeros de Mr ∼ 300.000-450.000. Cada oligómero está formado por seis subunidades de Mr ∼ 60.000, los productos de una familia multigénica, unidas de forma no covalente por el entrelazado de regiones α-helicoidales. Cada subunidad se procesa después de la translación para dar lugar a cadenas ácidas (Mr alrededor de 40.000) y básicas (Mr alrededor de 20.000), unidas por un solo enlace disulfuro y rara vez, o nunca, glucosiladas [153]. En contraste, las globulinas 7/8S son proteínas generalmente triméricas de Mr de alrededor de 150.000-190.000, que comprenden subunidades de Mr ∼ 40.000-80.000, pero generalmente de alrededor de 50.000. También se denominan vicilinas, porque se encuentran en especial en el grupo Viciae de las leguminosas. Las subunidades son, otra vez, los productos de una familia multigénica y también se someten a procesamiento proteolítico y glucosilación, cuya extensión varía dependiendo de las especies de las plantas [153].
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Figura 4.2 Estructuras típicas de los alérgenos de la superfamilia de la cupina y Bet v 1 que se representan como dibujos de cintas. Los códigos PDB se indican entre paréntesis. (a) Estructura trimérica de la β-conglicinina de la globulina 7S de la soja que comprende únicamente subunidades β (1UIJ). (b) Vista perimetral de la globulina 11S de la soja que muestra la manera en la que las subunidades individuales están apiladas dentro del hexámero (2D5H). (c) Alérgeno principal del polen de abedul Bet v 1 (1BV1). (d) Homólogo del Bet v 1 alérgeno de la raíz del apio, Api g 1 (2BK0).








Los principales alérgenos son las globulinas 7S (fig. 4.2a) y 11S (v. fig. 4.2b) de la soja [154-156], Ara h 1 y Ara h 3 del cacahuete [96,102,157], Ana c 1 y Ana c 2 de los anacardos [158,159], las globulinas 7S Jug r 2 de las nueces [160], Len c 1 de las lentejas [161], y las globulinas 7S del sésamo [137] y las avellanas [151]. También se ha demostrado que las globulinas 11S son alérgenos de las almendras, también conocidas como AMP [162], y de las avellanas [163]. En general, estas globulinas de las semillas de tipo vicilina y de tipo legumina muestran un alto grado de estabilidad térmica, requieren temperaturas superiores a 70 °C para la desnaturalización y tienen una tendencia a formar grandes agregados cuando se calientan que aún conservan, en gran medida, su estructura secundaria nativa [164-166]. En altas concentraciones, estas proteínas pueden formar geles precipitados por calor [166]. El tipo de calentamiento afecta a la desnaturalización y tiene efectos sobre la alergenicidad. Así, si se hierve el Ara h 1, se forman agregados ramificados con capacidad de unión a la IgE reducida, aunque la reactividad de los linfocitos T con el alérgeno no se altera [167]. En contraste, el Ara h 1 purificado a partir de frutos secos estaba muy desnaturalizado y carecía de una estructura ramificada, pero conservaba la capacidad de unión a la IgE de la proteína nativa.


Puesto que las globulinas son parcial o totalmente insolubles a un pH de entre 3,5 y 6,5, es probable que solo pueda producirse una solubilización limitada de las globulinas cuando entran en el estómago. Sin embargo, parece que las globulinas 7S son muy susceptibles a la pepsinólisis, aunque se cree que varios polipéptidos de peso molecular más bajo persisten después de la digestión del alérgeno Ara h 1 de la globulina 7S del cacahuete [168,169], y hay pruebas de que todavía posee sitios de unión a la IgE después de la proteólisis [170]. Del mismo modo, la digestión gastrointestinal simulada in vitro produce la degradación rápida y casi completa de la proteína a polipéptidos relativamente pequeños, aunque estos conservan sus propiedades alérgenas [99].





Familia Bet v 1

La asociación de las alergias a los alimentos vegetales con la alergia al polen de abedul es el síndrome de reactividad cruzada que se observa con más frecuencia [171]. Los síntomas clínicos del SAB relacionado con la alergia al polen de abedul están causados por la reacción cruzada de la IgE entre el alérgeno principal del polen de abedul, Bet v 1 (fig. 4.2c), y sus homólogos en una amplia gama de frutas y verduras, como la manzana [172], el apio (fig. 4.2d) [100], el cacahuete [173], las alubias mungo [174], los caquis [175] e incluso la jaca [176]. Sin embargo, en algunos pacientes, las reacciones sistémicas también pueden estar causadas por alérgenos homólogos al Bet v 1 presentes en el apio [177, 178], la zanahoria [179] y la soja [180,181]. Bet v 1 es un miembro de la superfamilia de proteínas de tipo Bet v 1 que contiene 23.609 secuencias de 4.418 especies (http://pfam.sanger.ac.uk/clan/CL0209; acceso en agosto de 2013). El origen de la arquitectura de Bet v 1 se remonta a los inicios de la vida [7]. Bet v 1 fue el primer alérgeno que se identificó que tiene similitudes con la familia 10 de las proteínas relacionadas con la patogenia [182,183]. La familia PR-10 es una subfamilia de la familia Bet v 1, que es una de las 14 familias que pertenecen a la superfamilia de tipo Bet v 1 [7]. Como una posible función biológica en las plantas, se ha indicado una función de portador de esteroides vegetales general para Bet v 1 y proteínas PR-10 relacionadas [184]. También parece que una gama más amplia de moléculas anfifílicas y de lípidos son ligandos potenciales de Bet v 1 [185]. Las estructuras conocidas de Bet v 1 [184,186] y sus homólogos en las cerezas [187], el apio [188], la zanahoria [189] y la soja [190] ilustran la alta identidad de las superficies moleculares que son accesibles a la IgE y ofrecen así una explicación molecular de las reactividades cruzadas clínicas observadas. Un análisis bioinformático estructural de Bet v 1 y sus alérgenos homólogos de la manzana, la soja y el apio demostró que la conservación de la estructura tridimensional desempeña una función importante en la conservación de los epítopos de unión a la IgE y subyace al síndrome de alimentos vegetales-polen de abedul [3]. Hay una evidencia a nivel de los linfocitos T de que el Bet v 1 es la sustancia sensibilizante importante [191]. Además, la exposición de las células dendríticas procedentes de donantes alérgicos al polen de abedul al Bet v 1 dio lugar a una desviación hacia la respuesta Th2 importante, mientras que el Api g 1, el alérgeno alimentario homólogo del apio, mejora de forma significativa la producción de la citocina INF-γ de los Th1 y regula negativamente la IL-13 [192]. En una subpoblación de pacientes con alergia al polen de abedul y dermatitis atópica, se ha demostrado que el eccema empeora después de la provocación alimentaria oral con alimentos que contienen proteínas homólogas de Bet v 1 [193]. Pueden encontrarse linfocitos T específicos de Bet v 1 en la piel lesionada de estos pacientes [193]. La reactividad cruzada de los linfocitos T entre el Bet v 1 y alérgenos alimentarios relacionados se produce independientemente de la reactividad cruzada de la IgE. La degradación digestiva o térmica destruyó las propiedades liberadoras de histamina, pero no las propiedades activadoras de los linfocitos T de los alérgenos alimentarios homólogos al Bet v 1 [194,195]. Por lo tanto, la ingestión de alimentos cocinados relacionados con la alergia al polen de abedul no indujo el SAB, pero hizo que el eccema atópico empeorara [195].







Familias menores


Quitinasas

Las quitinasas son enzimas que catalizan la hidrólisis de los polímeros de la quitina. Son miembros de las familias glucósido hidrolasa 18 o 19 [196]. Las endoquitinasas vegetales pertenecen a la familia 19 (también se conocen como clases IA o I y IB o II) y son capaces de degradar la quitina, un componente estructural principal del exoesqueleto de los insectos y de las paredes celulares de muchos hongos patógenos [197]. Las quitinasas de clase I contienen un N-terminal denominado dominio de tipo heveína con propiedades supuestas de unión a la quitina [198]. Este dominio de tipo heveína comparte identidad de alta secuencia con el alérgeno principal de látex Hevea brasiliensis Hev b 6.02, la heveína [199]. Las quitinasas de clase I de las frutas, como el aguacate [200], el plátano [201] y las castañas [202], se han identificado como alérgenos principales que reaccionan de forma cruzada con Hev b 6.02. Aunque la respuesta de la IgE a los dominios de tipo heveína se provoca por la heveína como alérgeno sensibilizante en la mayoría de los casos, no se ha encontrado una relación entre la alergia a los alimentos vegetales asociados al látex y la sensibilización a la heveína o los dominios de tipo heveína [203]. El Pers a 1, una quitinasa de clase I alérgena del aguacate, se degradó mucho cuando se sometió a digestión líquida gástrica simulada. Los péptidos resultantes, en particular los que se corresponden con el dominio de tipo heveína, eran claramente reactivos tanto in vitro como in vivo [204]. La cadena polipeptídica de 43 residuos de los dominios de tipo heveína contiene cuatro enlaces disulfuro a los que debe su estabilidad [205]. Las quitinasas de clase III no poseen un dominio heveína y pertenecen a la familia 18 de las glucósido hidrolasas. Las quitinasas de clase III del azufaifo indio [206] y de la frambuesa se han descrito como alérgenos [207].





Superfamilia de la cisteína proteasa

Las cisteína proteasas de la familia C1, o tipo papaína, se caracterizaron inicialmente por tener un residuo de cisteína como parte de su sitio catalítico, que ahora se ha ampliado para incluir la glutamina conservada, la cisteína, la histidina y residuos de la asparragina [208]. Aunque comparten el pliegue de la familia de las proteasas C1, algunos miembros pueden haber perdido la capacidad para actuar como proteasas; un ejemplo notable es la proteína P34 de la soja, en la que una glicina ha sustituido el sitio activo del residuo de cisteína [209]. Dos alérgenos alimentarios principales pertenecen a esta superfamilia, la actinidina (Act d 1) de los kiwis [104] y un alérgeno de la soja que participa en la dermatitis atópica inducida por la soja conocido como Gly m Bd 30K, Gly m 1 o P34 [210]. La superfamilia de la cisteína proteasa también incluye varios alérgenos inhalados, como los alérgenos de los ácaros Der p 1 y Der f 1 [211]. Los estudios en sistemas modelo indican que la actividad proteolítica de algunos de estos alérgenos puede desempeñar una función en la determinación de sus propiedades alérgenas, al afectar a la función de barrera intestinal [212] o mediante la interacción con células inmunitarias a través de receptores activados por proteasas para dirigir las reacciones inmunitarias Th2 [213].





Profilinas

Las profilinas de las plantas superiores constituyen una familia de proteínas altamente conservadas con identidades de secuencia de al menos el 75%, incluso entre los miembros de organismos lejanamente relacionados [214]. Son proteínas citosólicas de 12-15 kDa de tamaño que se encuentran en todas las células eucariotas. Las profilinas se unen a la actina monomérica y a otras proteínas, regulando así la polimerización de la actina y la despolimerización durante procesos como el movimiento celular, la citocinesis y la señalización [215]. Las profilinas vegetales se descubrieron como alérgenos del polen de reacción cruzada que provocan respuestas de la IgE en el 10-20% de los pacientes alérgicos al polen. Más tarde, también se describieron como alérgenos de los alimentos vegetales y del látex Hevea [216]. Hasta ahora se ha descrito la estructura de tres profilinas vegetales, la del polen de Arabidopsis thaliana [217], el polen de abedul [218] y el látex de H. brasiliensis. Puesto que la IgE específica de las profilinas reacciona de forma cruzada con homólogos de prácticamente cualquier origen vegetal, la sensibilización a estos alérgenos se ha considerado un factor de riesgo de las reacciones alérgicas a múltiples fuentes de polen [219] y de la alergia alimentaria asociada al polen [220]. Sin embargo, todavía se está debatiendo la importancia clínica de la IgE específica de la profilina de los alimentos de origen vegetal [221,222]. Como un alérgeno de los alimentos vegetales, la profilina provoca reacciones leves. Su importancia clínica se ha demostrado en un estudio realizado por Asero et al. sobre el melón, la sandía, el tomate, el plátano, la piña y la naranja [223]. Otros estudios apoyan la importancia clínica de la profilina como un alérgeno principal para las personas con alergia al melón [224] y el caqui [225]. A pesar de tener identidades de secuencia inferiores al 30%, las estructuras de las profilinas vegetales son muy similares a las estructuras de las profilinas de los mamíferos, los hongos y las amebas. La IgE dirigida a las profilinas vegetales también se une débilmente al homólogo humano [226]. Sin embargo, no hay profilinas procedentes de fuentes distintas de las plantas que se haya demostrado que produzcan reacciones alérgicas.





Inhibidores de proteasas y lectinas

Los miembros de la familia del inhibidor de tripsina pancreática de Kunitz/bovina son activos contra las proteasas serina, tiol, aspártico y subtilisina. Generalmente, son pequeñas (∼ 50 residuos) y tienen tres enlaces disulfuro que limitan la estructura tridimensional de las proteínas y pertenecen a una superfamilia de proteínas relacionadas estructuralmente, que no comparten ninguna similitud de secuencias y comprenden diversas proteínas, como las proteínas interleucina-1, HBGF e histactofilina. En las plantas, probablemente desempeñan una función contra las plagas y los patógenos. Se han identificado alérgenos menores que pertenecen a la familia de los inhibidores de Kunitz en la soja [227,228] y la patata [229], y una proteína relacionada que es la principal proteína de unión a la IgE del parásito del pescado, Ani s 1 [230]. Se cree que su estabilidad al procesamiento y a la digestión es importante para su actividad alérgena. Además, se ha identificado la aglutinina, una lectina que se encuentra en el cacahuete, así como en las alubias rojas [231], como un alérgeno menor [228].





Proteínas de tipo taumatina

El nombre de las proteínas de tipo taumatina (TLP) deriva de sus similitudes de secuencia con la taumatina, una proteína con sabor dulce intenso que se aísla del fruto del arbusto de la selva tropical de África Occidental Thaumatococcus daniellii. Las TLP se acumulan en las plantas en respuesta a la provocación con patógenos y pertenecen a la familia PR-5 de las proteínas, a la que también pertenecen la taumatina y la osmotina [232]. Estudios filogenéticos y estructurales revelaron que las proteínas PR-5 constituyen una antigua superfamilia de proteínas que se ha conservado en las plantas, los insectos y los nematodos, y que parece tener su origen en los primeros eucariotas [10, 233]. Se han descrito varias TLP alérgenas de la fruta, como Mal d 2 de la manzana [234], Cap a 1 del pimiento [235], Pru av 2 de las cerezas dulces [236,237], Act c 2 del kiwi [238] y una TLP alérgena de la uva [149]. La confirmación de las TLP se estabiliza por ocho enlaces disulfuro. Esta reacción cruzada extensiva del disulfuro confiere gran estabilidad al armazón de las TLP frente a la proteólisis, como se ha demostrado para la ceatina, una TLP del maíz [239]. Esta también es la razón por la que las TLP alérgenas que se producen en los granos de uva persisten durante todo el proceso de vinificación y se encuentran entre las principales proteínas presentes en el vino [240].







Bases de datos de alérgenos

Aunque la mayoría de las secuencias de alérgenos pueden encontrarse en grandes depósitos de secuencias, como UniProt (Universal Protein Resource; http://www.uniprot.org/; último acceso en agosto de 2013), la información sobre las propiedades, como la alergenicidad, no utiliza la ontología controlada (un término genérico que se utiliza en las ciencias de la información para los marcos estructurales que se usan para organizar la información). La necesidad general de la comunidad de alergología molecular para grupos bien registrados de secuencias de alérgenos de apoyar las evaluaciones in silico del potencial alérgeno de los organismos modificados genéticamente ha llevado al desarrollo de una serie de bases de datos (v. tabla 4.1) [19,241]. Sin embargo, el desarrollo de ontologías de alérgenos eficaces será crucial para facilitar el desarrollo de la web semántica [242] y tener conciencia de su capacidad para permitir a los usuarios encontrar, compartir y combinar la información con mayor facilidad. Como parte de los esfuerzos para impulsarlo, hace unos años se observó que era necesario un lenguaje de marcado (ML) para los alérgenos, que podría utilizarse para anotar información de forma consistente, de la misma manera que los editores «marcan» los manuscritos utilizando símbolos [243]. Posteriormente, se ha propuesto un ML para los alérgenos [244], pero estos marcos ontológicos requerirán la entrada, la aceptación y la adopción por toda la comunidad si se va a desarrollar su potencial para promover la relación más eficaz entre los datos.


Otro aspecto crucial de depender cada vez más de la búsqueda de información en las bases de datos, y por lo tanto en el potencial de la web semántica, es la necesidad de asegurar que los datos a los que se accede son válidos. La inmediatez que deriva de tener bases de datos que se actualizan rápidamente con información sobre los alérgenos es útil, porque ayuda a asegurar la rápida aplicación de los nuevos conocimientos. Sin embargo, cuando se utilizan estas bases de datos con fines de regulación o para evaluar la seguridad, las bases de datos bien registradas son más apropiadas, ya que se hace una revisión por pares del contenido por parte de un grupo de expertos de la comunidad, a la que pertenecen tanto científicos moleculares como médicos, y la actualización se realiza de una forma más detenida. Por último, es necesario que estos depósitos se definan en un marco sostenible con el apoyo institucional y, especialmente cuando se utilizan con fines reguladores, la independencia y la credibilidad son importantes para garantizar la transparencia en las decisiones regulatorias que puedan basarse en estas bases de datos. Por ejemplo, un recurso que se desarrolló como un depósito global de secuencias de alérgenos bien registradas llamado Allergen Atlas [245] solo puede ser accesible ahora en forma de archivo.





¿Qué significa esto?

Muchas de las proteínas que se han descrito como alérgenos de los alimentos vegetales actúan como proteínas de almacenamiento de las semillas, proporcionando los nutrientes para la planta en desarrollo, y las caseínas de la leche de vaca actúan de forma parecida para proporcionar una nutrición esencial para los mamíferos jóvenes. Esta relación no es tan sorprendente, ya que estas son las proteínas que se encuentran predominantemente en los frutos secos y las semillas y, debido a ello, la exposición en la dieta humana, especialmente a las abundantes proteínas de almacenamiento, es considerable. Es probable que el alcance de la exposición a una proteína determinada desempeñe una función en la determinación de su alergenicidad, y ahora se cree que una exposición extensa es importante para la inducción de la tolerancia, que la exclusión total impide que una persona desarrolle una alergia, y que un grado más bajo de exposición posiblemente sea más eficaz para la sensibilización [246,247]. Sin embargo, está surgiendo la idea de que existe un diálogo complejo entre las diferentes vías de exposición, y hay una evidencia procedente de modelos animales de que la exposición cutánea puede impedir el desarrollo de tolerancia oral [248].


Hay un número de alérgenos que son menos abundantes en los alimentos, en particular las nsLTP, donde el pliegue de la superfamilia de la prolamina puede desempeñar una función en la potenciación de la alergenicidad de estas proteínas. Curiosamente, muchos de los alérgenos que son menos abundantes en los alimentos de origen vegetal tienen una función en la protección de las plantas. Otros han aludido al hecho de que muchos alérgenos alimentarios de origen vegetal participan en la defensa [249], y muchos de ellos se han clasificado como proteínas relacionadas con la patogenia de acuerdo con los criterios definidos por van Loon y van Strien [250]. Entre estas se encuentran, por ejemplo, las proteínas PR-10 de la familia de alérgenos del Bet v 1, la nsLTP PR14, mientras que otras, como los inhibidores de la α-amilasa de los cereales, aunque no se han clasificado como proteínas PR, se cree que tienen una función protectora. Además, a ciertos alérgenos menores de los alimentos de origen animal también se les ha atribuido una función protectora. Muchas proteínas PR son resistentes a los efectos del pH extremo y muy resistentes a la proteólisis, posiblemente para evadir el entorno degradativo creado por las plagas y los patógenos que infectan los tejidos vegetales [8].


Se ha planteado la hipótesis de que la resistencia a la digestión es importante para que suficientes fragmentos inmunológicamente activos puedan entrar en contacto con el sistema inmunitario, particularmente con respecto a la sensibilización a través del aparato digestivo. Sin embargo, es evidente que algunas familias de alérgenos, en particular las caseínas y las cupinas, se degradan fácilmente en el aparato digestivo. No obstante, para las cupina al menos existen evidencias de que la degradación no afecta a la capacidad de estas proteínas para provocar la liberación de histamina in vitro [99], aunque no está claro el impacto de la digestión en el potencial de sensibilización de estas proteínas. Para los alérgenos animales también puede ser necesario considerar la distancia evolutiva con el hombre, ya que los alérgenos alimentarios animales, en particular las tropomiosinas, se encuentran en las fronteras del reconocimiento propio-no propio. Por lo tanto, es posible que, además de las rutas y la extensión de la exposición, los mecanismos por los que los armazones diferentes sensibilizan y provocan reacciones alérgicas puedan ser diferentes. Estos factores complejos que interactúan subyacen a las razones por las que todavía no entendemos por qué algunas proteínas de los alimentos, y no otras, causan reacciones alérgicas en las personas. Otros factores, como el procesamiento de los alimentos y la modificación de los alérgenos, o los efectos complementarios de otros componentes de los alimentos, también pueden desempeñar una función en la estimulación de las respuestas de la IgE, en lugar de la IgG, en alimentos como los cacahuetes. Solo una mejor comprensión de estos factores y de los mecanismos que subyacen a la generación de respuestas de la IgE aberrantes nos permitirá entender lo que hace que una proteína se convierta en un alérgeno.
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