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RESUMEN

La anafilaxia es una reaccion de hipersensibilidad aguda, grave, multisistémica, que
puede causar la muerte y en la que estan implicados multiples mediadores. Su incidencia esta
aumentando y los desencadenantes varian en funcién de la edad. Sin embargo, aunque existen
tratamientos eficaces, esta es comunmente infradiagnosticada debido a la escasez de
biomarcadores y a la similitud con otras enfermedades, lo que complica el criterio clinico.

Los microRNAs (miRNAS) son pequefias secuencias de RNA de aproximadamente 22
nucleotidos que inhiben maltiples RNA mensajeros (mMRNAS), regulando asi la sintesis proteica.
Debido a ello, son importantes moduladores de procesos fisiolégicos y patoldgicos, ademés de
tener un gran potencial como biomarcadores. La funcion de los miRNAs en enfermedades
alérgicas se ha estudiado ampliamente en la Gltima década y se han llevado a cabo numerosas
investigaciones donde se ha demostrado su participacion en procesos como la degranulacién de
mastocitos o la sintesis de citoquinas proinflamatorias. A pesar de ello, los estudios en anafilaxia
son practicamente inexistentes.

Las vesiculas extracelulares (VES) son estructuras membranosas derivadas de las células.
Existen diferentes clases en funcion de su origen y tamafio. Contienen mdltiples tipos de
biomoléculasy sirven como vehiculo para la transferencia intercelular de estas, por lo que resultan
cruciales en la comunicacién intercelular y la regulacién de condiciones fisioldgicas y
patoldgicas. Diversos estudios han demostrado la participacion de las VEs en enfermedades
alérgicas vy, al igual que los miRNAs, han demostrado tener un gran potencial como
biomarcadores.

En esta revision bibliografica se expone el conocimiento actual de los miRNAs,
(principalmente del miRNA-155), y de las VEs en las enfermedades alérgicas, prestando especial
atencion a aquellos mecanismos que podrian estar implicados en la patogénesis de la anafilaxia.
Ademas, discutiremos los hallazgos mas recientes acerca de la posible aplicacion de los miRNAs

y VEs como biomarcadores diagndsticos en esta situacion patoldgica.

ABSTRACT

Anaphylaxis is an acute, severe, multisystemic hypersensitivity reaction, which can be
fatal and in which multiple mediators are involved. Its incidence is increasing and triggers vary
depending on age. However, although there are effective treatments, it is commonly
underdiagnosed due to the scarcity of biomarkers and the similarity with other diseases, which
complicates clinical criteria.

MicroRNAs (miRNAs) are small RNA sequences of approximately 22 nucleotides that
inhibit multiple messenger RNAs (mRNAS), thus regulating protein synthesis. Due to this, they

are important modulators of physiological and pathological processes, in addition to having great

vii



potential as biomarkers. The role of miRNAs in allergic diseases has been studied extensively in
the last decade and numerous investigations have been carried out where their participation in
processes such as mast cell degranulation or the synthesis of pro-inflammatory cytokines has been
demonstrated. Despite this, the results in anaphylaxis are practically non-existent.

Extracellular vesicles (VES) are cell-derived membranous structures. There are different
classes depending on their origin and size. They contain multiple types of biomolecules and serve
as a vehicle for their intercellular transfer, which is why they are crucial in intercellular
communication and the regulation of physiological and pathological conditions. Several studies
have shown the participation of VEs in allergic diseases and, like miRNAs, they have shown great
potential as biomarkers.

This bibliographic review presents the current knowledge of miRNAs, (mainly miRNA-
155), and VEs in allergic diseases, paying special attention to those mechanisms that could be
involved in the pathogenesis of anaphylaxis. In addition, we will discuss the most recent findings
about the possible application of miRNAs and VEs as diagnostic biomarkers in this pathological

situation.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Anafilaxia deriva de las palabras griegas ‘ana’ (contra) y ‘phylaxis’ (proteccion). Se trata
de una reaccion de hipersensibilidad grave, rapida y multisistémica que puede causar la muerte
del paciente®. Es el resultado de la liberacion de mediadores moleculares, como la histamina,
que afectan principalmente a los sistemas tegumentario, cardiovascular y nervioso, y a los
aparatos respiratorio y digestivo. Los sintomas cutdneos como la urticaria son los mas comunes,
pero en ocasiones se produce el colapso cardiovascular y la obstruccion respiratoria, dando lugar
al denominado “choque anafilactico™, el cual puede causar la muerte del paciente si no es
diagnosticado y tratado a tiempo®.

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNAs no codificantes que actian como guia
en la regulacion postranscripcional de RNAs mensajeros (MRNAS). Tienen un papel importante
en la proliferacion celular, diferenciacién y supervivencia, asi como en procesos patolégicos
como el cancer o enfermedades cardiovasculares. Su longitud media es de 22 nucleétidos (nt) y
se producen a partir de transcritos nucleares en un proceso que termina en la formacion de un
complejo de silenciamiento el cual se une por apareamiento de bases a las regiones 3’UTR de los
MRNAs. El reconocimiento de la diana estad determinado por la secuencia semilla, formada por
los 6 nt entre las posiciones 2-7 en la regién 5° del miRNA®, Al unirse a la diana se produce la
degradacion del mRNA o la inhibicién de su traduccién. Se estima que mas del 60% de los genes
humanos codificadores de proteinas tienen al menos un sitio de unién de miRNAs, lo que implica
que practicamente todos los procesos biolégicos estan regulados por ellos®.

Las vesiculas extracelulares (VES) son un grupo heterogéneo de estructuras membranosas
derivadas de las células que participan en multiples procesos fisioldgicos y patolégicos. Existen
tres tipos principales que se clasifican en funcion de su origen y tamafio: microvesiculas, cuerpos
apoptéticos y exosomas. Tienen un papel muy importante en la comunicacion intercelular, ya que
acttian como vehiculos para la transferencia de proteinas, lipidos y RNAs de diferentes tipos, tanto
localmente como a nivel sistémico®. Participan en procesos como la coagulacion sanguinea o la
inflamacion, pero también estan implicados en patologias como el cancer, favoreciendo la
metastasis y angiogénesis®.

Ademas, tanto las VEs como los miRNAs han ganado un enorme interés por su uso como
biomarcadores” debido a diversas caracteristicas como su facil deteccion y aislamiento de fluidos
corporales como la sangre u orina®. En esta revision resumiremos los roles conocidos de los
miRNAs y de las VEs en enfermedades alérgicas e hipotetizaremos sobre el papel que algunos de
ellos podrian tener en las bases moleculares de la anafilaxia. Ademas, discutiremos mdaltiples
aspectos de la anafilaxia, como el diagndstico y las complicaciones que este tiene, asi como el
posible uso de estas moléculas como nuevos biomarcadores que den lugar a una mejora del

mismo.



CAPITULO 2: ANAFILAXIA
2.1 Epidemiologia y etiologia

La anafilaxia se trata de una reaccion alérgica cuya incidencia y causas desencadenantes
varian en funcién de factores como la edad, zona geografica de procedencia, sexo o nivel
socioecondémico®. En términos generales, la incidencia de la anafilaxia ha aumentado con el paso
de los afios. Hasta 2005, la anafilaxia afectaba a 10/100.000 persona/afio, mientras que a partir de
esa fecha el nimero de casos se ha incrementado, alcanzando valores de 111/100.000
personas/afio®?. Ademas, se ha estimado que entre un 0,05y 2% de la poblacion sufriran al menos
una anafilaxia a lo largo de su vida®?- Estos datos probablemente no se deben Gnicamente a un
aumento en los casos, sino también a un mayor consenso en los criterios diagnosticos. Sin
embargo, muchas veces continta siendo infradiagnosticada*?.

En lo que respecta a la edad, la anafilaxia es mas frecuente en nifios de 0-4 afios, donde
los desencadenantes mas habituales son alimentos como la leche de vaca y los huevos. En adultos
los principales causantes de las reacciones son los medicamentos, entre los que se encuentran los
antiinflamatorios no esteroideos y los antibi6ticos®?).

En un 5-20% de los casos no se detecta la posible causa de la reaccion. Cuando esto
ocurre, se la denomina como idiopatica®. Las anafilaxias iniciadas por las causas mencionadas
hasta ahora se deben a la exposicion, reconocimiento y respuesta a un alérgeno. Sin embargo,
existen otros tipos que ocurren por activacion directa de células efectoras sin el reconocimiento
de un antigeno externo. Entre estas, destacan sobre todo las inducidas por ejercicio, que tienen

lugar de forma espontanea al realizar actividad fisica®® o la causada por cambios de temperatura
(16)

2.2 Fisiopatologia y mediadores implicados en anafilaxia

Los principales eventos fisiopatoldgicos que se observan durante la anafilaxia, asi como
los mediadores moleculares implicados en estas reacciones estan representados en la Figura 1.
La afectacion cuténea es la mas frecuente y habitual, sin embargo, en ocasiones tiene lugar una
broncoconstriccion muy intensa que compromete la respiracion, asi como una fuerte
vasoconstriccion a nivel circulatorio central, vasodilatacion periférica y aumento de la
permeabilidad vascular, lo cual produce la extravasacién masiva de fluido de los vasos sanguineos
(hasta un 35%), dando lugar a la formacion de edema y a una gran bajada de la presion sanguinea
por hipovolemia, que lleva al fallo cardiaco y genera el choque anafilactico que pone en peligro
la vida del paciente,

En un pequefio nimero de casos pueden ocurrir reacciones bifésicas. Esto consiste en
que horas después del inicio tiene lugar una recidiva tardia en la que los sintomas pueden ser igual

de graves®,



Sistema tegumentario

Aparato respiratorio _Urticaria
-Broncoconstriccion .

-Picor
-Hipoxia

-Rubor
-Disnea .

-Angioedema

-Tos
Histamina, PAF, CysLTs,

-Jadeos anafilatoxinas

Histamina, CysLTs

Sistema circulatorio

-Vasodilatacion periférica
-Vasoconstriccion central
-Aumento de la
permeabilidad vascular
-Hipotension
-Taquicardia

-Fallo cardiaco

Aparato digestivo

-Nduseas
-Vémitos

-Dolor abdominal

-Diarrea

Histamina, PAF, CysLTs Histamina

Citoquinas, quimiocinas, triptasa,
prostaglandinas, heparina...

Figura 1. Cambios fisiopatoldgicos en anafilaxia y mediadores implicados. Basado en Reber LL, Hernandez JD,
Galli SJ. The pathophysiology of Anaphylaxis, J Allergy Clin Immunol, 2017 Aug;140(2):335-348. Debajo de cada
recuadro se encuentran los mediadores responsables, ya sea en humanos o en modelos de experimentacién animal. En
la parte inferior de la imagen se muestran otros mediadores descritos. Figura realizada con Biorender.

En anafilaxia podemos distinguir 3 niveles de accion celular y molecular: moléculas
efectoras, células efectoras y mediadores quimicos.

Moléculas efectoras:

-IgE: son anticuerpos con un papel central en anafilaxia y alergia en general. Las IgE se
sintetizan de forma especifica contra un determinado alérgeno y se unen a receptores de células
efectoras en un proceso que se denomina sensibilizacion (Figura 2). Esto ocurre cuando un
individuo se pone en contacto con un alérgeno al que nunca habia estado expuesto antes. Este es
detectado por las células presentadoras de antigenos (CPASs) del epitelio con el que ha entrado en
contacto (vias respiratorias, sistema digestivo...) y migran al nddulo linfatico mas cercano o a la
mucosa donde presentan epitopos del alérgeno procesado a los linfocitos T naive. En un ambiente
con interleucina (IL) 4 y 13 (producidas por mastocitos, basofilos, eosinofilos...) se induce una
respuesta Th2 y se produce el cambio de isotipo en los linfocitos B que posteriormente se
transforman a células plasméticas productoras de IgEs especificas contra el alérgeno. Estas IgE
se unen a los receptores de alta afinidad FceRI de mastocitos y basofilos@®. Sin embargo, los
niveles de IgE por si solos no explican la susceptibilidad a anafilaxia ya que hay pacientes que
con niveles indetectables de IgE especifica circulante pueden presentar reacciones casi mortales,
mientras que otros con valores altos contra un determinado alérgeno no muestran sintomas al
exponerse a é1?9, Esto nos indica que existen mecanismos de anafilaxia independientes de IgE o

complementarios a dicho proceso.
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Figura 2. Mecanismo molecular de la alergia. En la sensibilizacion los alérgenos son captados por las células
presentadoras de antigenos produciéndose una respuesta Th2 especifica y produccién de IgEs. Estas se unen a los
receptores de alta afinidad FceRI de los mastocitos. En la fase de re-exposicion al alérgeno, éste es detectado por dos
0 mas IgEs y se produce el cross-linking y agregacion de los FceRI en los mastocitos, 1o que induce su degranulacion
y la liberacion de mediadores como la histamina o los leucotrienos. Figura realizada con Biorender.

-IgG: en ratones se ha observado que puede inducir anafilaxia sistémica pasiva (PSA)®Y,
En humanos se ha descubierto recientemente que la IgG media la anafilaxia por farmacos
inhibidores neuromusculares mediante un mecanismo en el que participan los neutréfilos y que
puede actuar de forma independiente o agravando la anafilaxia mediada por IgE®@?.

-Sistema del complemento: en concreto las anafilotoxinas C3a, C4a y Cba, que actlan
como mediadores inflamatorios, pueden activar células mieloides como mastocitos y basdfilos.
Existe una correlacion entre estas moléculas y la gravedad de la anafilaxia @2,

Células efectoras:

-Mastocitos: junto a lo basofilos son las células que expresan una mayor cantidad de
FceR1y por ello tienen un papel clave en las reacciones mediadas por anticuerpos IgE. Son células
residentes de tejido. Tras la sensibilizacion, en la llamada fase de re-exposicion, el alérgeno se
detecta por dos 0 mas IgEs unidas cada una a un receptor (lo que implica que el antigeno ha de
ser como minimo bivalente), produciéndose un cross-linking y la agregacion de los FceRI (Figura
2). Tras esto se activan cadenas de transduccion de sefiales que terminan en la liberacién de
mediadores preformados como histamina, proteasas, leucotrienos y prostaglandinas®®. También
se producen cambios a nivel transcripcional para la sintesis de citoquinas, quimiocinas y factores
de crecimiento, que se secretan horas después de la activacion del mastocito, lo que causa en

muchas ocasiones una segunda fase de inflamacion®@?,



-Basofilos: expresan gran cantidad de FceRI y tienen granulos preformados al igual que
los mastocitos, pero se encuentran en el torrente sanguineo. Producen IL-4 e 1L-13, necesarias
para que se originen las enfermedades alérgicas. Ademas, existen evidencias recientes de que los
basofilos tienen actividad de CPA la cual, junto a las citoquinas secretadas, es necesaria para la
respuesta Th2(®),

-Monocitos/macrofagos: presentan receptores de 1gGs y responden a anafilotoxinas. Son
especialmente importantes en las anafilaxias mediadas por 1gG, donde generan una gran cantidad
de factor de agregacion plaquetario (PAF) y leucotrienos®®, Estudios en modelos de raton de
anafilaxia inducida por 1gG demuestran que la inhibicion de los macrdéfagos bloguea
completamente la anafilaxia®.

-Neutrdfilos: presentan receptores de 1gGs. Son fagocitos que contienen granulos con
moléculas sefalizadoras y antimicrobianas®®. También pueden sintetizar mediadores lipidicos
como leucotrienos o PAF propagando la inflamacion. Entre las moléculas preformadas, destaca
sobre todo la mieloperoxidasa (MPO), enzima encargada de la conversion de H,0. en HOCI que
favorece la muerte de patdgenos fagocitados. Los niveles de MPO en sangre son mayores en
pacientes con anafilaxia, aunque no esta del todo claro su papel en la reaccion®)., Ademas, en las
anafilaxias ante inhibidores musculares mediadas por 1gG secretan grandes cantidades de PAF y
los niveles de MPO se correlaciona con la gravedad de la anafilaxia®?.

-Plaguetas: tienen receptores FceRI, por lo que se pueden activar directamente por los
alérgenos, pero lo mas habitual es que lo hagan estimuladas por otras células. Estan directamente
implicadas en anafilaxias ocasionadas por radiocontraste y por transfusiones. Se activan en
respuesta a PAF induciendo su adherencia, agregacion y secrecion de granulos, lo que aumenta
la permeabilidad vascular. Entre los mediadores secretados, esta el factor plaquetario 4 (PF4) el
cual esta implicado en la liberacion de histamina por bas6filos y mastocitos, lo que constituye un
importante loop de feedback positivo que aumenta y prolonga la reaccion®,

La activacién celular tiene como consecuencia la liberacién de granulos con diversos
mediadores quimicos que son los que en Ultima instancia provocan la fisiopatologia de la
anafilaxia (Figura 1). Estos estos destacan:

-Histamina: es el principal mediador descrito en las reacciones anafilacticas y se
encuentra almacenado en los granulos preformados de mastocitos y basofilos. Existen 4 tipos de
receptores para esta molécula siendo en humanos los mas relevantes H1 y H2. Los H1 provocan
cambios en los niveles de calcio intracelular mientras que los H2 elevan los de AMP ciclico. La
activacion del receptor H1 se relaciona con broncoconstriccion y taquicardia mientras que tanto
el H1 como de H2 regulan la permeabilidad vascular periférica y la vasodilatacion, A excepcion
de los mastocitos, todas las células expresan al menos uno de estos receptores®?,

-PAF: es un fosfolipido producido por un gran nimero de células como neutréfilos,

eosindfilos, basofilos, mastocitos e incluso células endoteliales durante la anafilaxia. Es



reconocido por su receptor PAFR, presente en multiples tipos celulares, y tras su activacion
produce colapso circulatorio, disminucion del gasto cardiaco, aumento en la permeabilidad y
contraccion del musculo liso de las vias respiratorias®. Esto lo hace activando la secrecion de
histamina por parte de los mastocitos y de acido araquidonico y prostaglandinas por parte de las
células de musculo liso vascular (VSMCs)®?),

-Cisteinil leucotrienos (CysLTs): los principales son el leucotrieno B4 (LTB4), LTCA4,
LTD4 y son secretados por mastocitos y basofilos durante la anafilaxia. La consecuencia principal

de su liberacion es la broncoconstriccion con un efecto 1000 veces mayor que la histamina®?,

2.3 Diagnéstico

El diagndstico de la anafilaxia es fundamentalmente clinico y los criterios, de acuerdo al
National Institute of Allergy and Infectious Disease y al Food Allergy and Anaphylaxis Network,
se encuentran definidos en la Tabla 1@, El principal problema en relacion a este es la similitud
gue existe con otras enfermedades como el asma o la urticaria. Esto hace que a menudo la
anafilaxia sea infradiagnosticada. Concretamente, en estudios de asma grave realizado en nifios,
se vio que el 17,8% cumplian suficientes criterios para ser clasificados como anafilaxia®®. Por
otro lado, una encuesta realizada a casi 8000 personas de la comunidad médica sobre anafilaxia
inducida por alimentos indic6 que sélo la mitad de los encuestados identificd correctamente la
anafilaxia al enfrentarse a un caso clinico sin afectacién cutanea®”- Esto demuestra que la
utilizacion de marcadores moleculares para complementar el diagndstico resulta imprescindible.

El Unico biomarcador de anafilaxia actualmente utilizado es la medida de los niveles
séricos de triptasa. La triptasa es la proteina mayoritaria que se libera en la degranulacion de los
mastocitos y existen inmunoensayos comerciales para su deteccion®. El valor maximo de
triptasa en sangre se alcanza entre 30 minutos y 2 horas tras el inicio de la reaccion anafilactica,
lo cual permite obtener la muestra tiempo después de que ocurra. Se considera anafilaxia cuando
el nivel de triptasa sérica del paciente durante el proceso patoldgico es significativamente mayor
con respecto al valor basal (el cual se determina con una muestra de suero obtenida dias después
de la anafilaxia). Sin embargo, en algunas anafilaxias inducidas por alimentos, el aumento de los
niveles de triptasa es inexistente, por lo que se trata de un biomarcador poco fiable®®. La
histamina se ha postulado también como biomarcador, pero no se utiliza debido a su inestabilidad,
rapida degradacidn y peor correlacion en comparacion con la triptasa®®.

En definitiva, actualmente carecemos de un biomarcador robusto que nos permita
diagnosticar la anafilaxia de forma inequivoca. El unico disponible, la triptasa sérica, queda lejos
de ser 6ptimo debido a la heterogeneidad de sus niveles en cada individuo y a no elevarse en todos
los casos. Por este motivo es necesario determinar nuevos marcadores moleculares que posibiliten
un mejor reconocimiento de los pacientes para poder tratarlos y con ello reducir las muertes y

aumentar su calidad de vida. Entre ellos, destacan como posibles candidatos los miRNAs y las



VEs debido al potencial que estan comenzando a mostrar en el diagndstico de otras

enfermedades®.

Tabla 1. Criterios clinicos para el diagndstico de la anafilaxia

La anafilaxia es altamente probable cuando se cumple alguno de estos tres criterios:

1. Inicio agudo de la enfermedad con afectacion cutanea y/o de mucosa y al menos una de las siguientes
caracteristicas:
a. Afectacion respiratoria (disnea, broncoespasmo, estridor, hipoxia)
b. Afectacion cardiovascular (hipotensién, colapso)
2. Dos 0 mas de las siguientes caracteristicas ocurren rapidamente tras la exposicién a un alérgeno
probable para ese paciente:
a. Afectacion de la piel o mucosa (urticaria generalizada, picor, enrojecimiento)
b. Afectacion respiratoria
c. Afectacion cardiovascular
d. Sintomas gastrointestinales persistentes (dolor abdominal, vomitos)
3. Hipotensidn tras la exposicién a un alérgeno conocido.
a. Ennifos: tensidn arterial sistélica baja en relacion a su edad o disminucién del 30% o mas de
su tension arterial sistélica*.

b. Enadultos: tensién arterial sistélica < 90 mm Hg o reduccién del 30% o mas respecto al basal

* La tension arterial sistolica baja en nifios se define como menos de 70 mm Hg desde 1 mes a 1 afio, menos
de (70 mm Hg + [2 x edad]) de 1 a 10 afios, y menos de 90 de 11 a 17 afios.

2.4 Tratamiento

La adrenalina o epinefrina es el tratamiento aconsejado por las guias de manejo clinico,
siendo indicada como la primera medicacion a la que recurrir y se recomienda su administracion
inmediata tras el reconocimiento de los sintomas®V. Se administra via intramuscular mediante
autoinyectores y tiene un muy buen perfil de seguridad®?. Esta act(ia sobre los distintos receptores
adrenérgicos causando diferentes efectos: sobre los al causa vasoconstriccion periférica, lo que
reduce el edema, revierte la hipotension y el posible shock; sobre los f1 aumenta la fuerza y la
frecuencia cardiaca reduciendo también la hipotension; y sobre los P2 revierte la
broncoconstriccion y disminuye la liberacion de mediadores inflamatorios?). Los pacientes que
toman farmacos beta-bloqueantes no responden al tratamiento con adrenalina. En este caso el
tratamiento utilizado es el glucagon®®,

Al tratarse de una situacion patoldgica aguda y concreta, para la realizaciéon de ensayos
clinicos se requiere la induccion de la misma, lo que es un problema ético y practico. Dada esta
complejidad, los tratamientos que tenemos actualmente se basan en estudios observacionales y en
extrapolacion directa de estudios de laboratorio®.

Ademas, existen otras recomendaciones: eliminar de forma inmediata la causa de la
anafilaxia si es posible, colocar al paciente en posturas determinadas en funcion de cual es su

cuadro clinico, aportar oxigeno mediante mascarilla, administrar fluido intravenoso para restaurar



el volumen circulatorio y que la adrenalina tenga un mayor efecto y usar agonistas de B2 de accion
rapida para favorecer el efecto broncodilatador®?,

Existen ademas tratamientos complementarios de segunda/tercera linea, los cuales nunca
se usan como tratamiento inicial ni Unico. Entre estos se encuentran los antihistaminicos y los
glucocorticoesteroides. El uso de antihistaminicos H1 orales es eficaz para paliar los sintomas
cutaneos que se originan durante la anafilaxia®®. En el caso de los glucocorticoesteroides, no
tienen ningun efecto sobre los sintomas iniciales, sino que su funcion es prevenir los de larga
duracion, especialmente en aquellos pacientes que sufren también de asma. Ademas, ayudan a

evitar las reacciones bifasicas®“”.



CAPITULO 3: microRNAs

3.1 Formacion y accion de los microRNAs

Los miRNAs regulan a nivel postranscripcional la expresion de la mayoria de los genes
del organismo. Esto lo hacen reconociendo a sus mRNAS diana por complementariedad de bases
entre su secuencia semilla y la region 3’UTR de los mMRNAs y guiando asi a un complejo de
silenciamiento que degrada al mRNA o inhibe su traduccion. De esta forma participan en
multiples procesos fisioldgicos y patoldgicos®.

Los miRNAs se encuentran codificados en intrones de genes y su formacién comienza
por la transcripcion llevada a cabo por la RNA polimerasa Il (Figura 3). En primer lugar, se forma
un transcrito largo llamado pri-miRNA (mas de 1000 nt) con una regién apareada, un loop y los
dos extremos con la caperuza y la cola de poliA desapareados. Este transcrito se procesa en el
propio nucleo mediante la RNAsa Il Drosha y el cofactor DGCRS, que forman un complejo
Ilamado microprocesador. ElI microprocesador corta el pri-miRNA eliminando las cadenas
desapareadas de los extremos y parte de la hebra apareada. Tras la catélisis se obtiene un pre-
miRNA formado por el loop y una region apareada de aproximadamente 22 nt y que tiene un
extremo 3’ protuberante. El pre-miRNA se exporta al citoplasma mediante la exportina 5 y RAN-
GTP. En el citoplasma, Dicer corta cerca del loop terminal liberando un duplex de RNA, y una
de sus hebras se carga en proteinas argonauta (AGO) formando un complejo efector llamado
RNA-induced silencing complex (RISC). En algunos miRNAs se cargan ambas hebras con la
misma frecuencia y en otros casos hay una que es mas habitual y ademas méas potente y activa en
el silenciamiento “®. EI miRNA actiia como guia para que el complejo RISC reconozca y regule
determinados mRNAs. ElI mecanismo de represion depende del grado de complementariedad
entre el mMiRNA y el mRNA. Cuando no hay complementariedad total, se produce la inhibicion
de la traduccion. Cuando la complementariedad es total, AGO tiene la capacidad de catalizar la
degradacion del mRNA, y se pueden producir en este caso ambos mecanismos®®,

Para estudiar la funcion celular de un determinado miRNA se usan los miRNA mimics y
los antimiRs 0 miRNA inhibitors. Los mimics son duplex de RNA sintéticos que al introducirse
en las células se comportan de forma equivalente a miRNAs enddgenos, lo que permite simular
una sobreexpresion. Los inhibitors son moléculas de RNA sintéticas complementarias a miRNAs
enddgenos, de tal manera que los secuestra e impide que realice su funcién, simulando una

reduccion en la expresion.
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Figura 3. Biogénesis de miRNAs y mecanismo de accion. La RNA Polimerasa Il transcribe el gen codificante para
el miRNA formando un pri-miRNA. Este es procesado en el ndcleo por Drosha y DGCR8 dando lugar a un pre-
miRNA que es exportado al citoplasma mediante un mecanismo exportina 5-RAN-GTP dependiente. En el citoplasma,
Dicer procesa al pre-miRNA y genera un ddplex. Este duplex interactda con la proteina AGO y una de las hebras se
cargara en ella dando lugar al complejo de silenciamiento RISC. Este complejo es guiado por el miRNA e interactla
con su mRNA diana. Si la complementariedad entre el miRNA y mRNA es total, el complejo RISC puede degradas
al mMRNA. Cuando no es total, tiene lugar la inhibicidn de la traduccion. Figura realizada con Biorender

3.2 miRNAs: Bases moleculares en enfermedades alérgicas

El conocimiento sobre el papel de los miRNAs en enfermedades alérgicas ha aumentado
durante los Ultimos afios®Y, sin embargo, tan solo existe una publicacion en la actualidad que
relacione directamente algin miRNA con la anafilaxia®. Los tres mecanismos descritos
mediante los cuales los miRNAs contribuyen a las enfermedades alérgicas son: alterando el
balance Th1/Th2, afectando al desarrollo y a las funciones de las células del sistema inmune y
promoviendo la inflamacién crénica del epitelio y el remodelamiento tisular®. Por tanto,
discutiremos el papel que desempefian algunos de los miRNAs implicados en las enfermedades
alérgicas y se discutira su posible participacion en la anafilaxia, centrandonos sobre todo en el
miRNA-155. La Tabla 2 muestra un listado detallado de distintos miRNAs, sus dianas, funciones
y enfermedades alérgicas en las que han sido descritos.

El miRNA-21 es uno de los primeros miRNAs estudiados en el campo de la alergia. Su
diana principal es la IL-12p35, una citoquina derivada de macrofagos y células dendriticas (CDs)
implicada en la polarizacion de la respuesta inmune hacia Th1l. Ademas, se encuentra elevado en
un modelo de ratén asmatico transgénico para la IL-13. Esto hace que sea un importante regulador
de la respuesta inmune y sus niveles altos favorezcan la respuesta Th2 de las enfermedades

alérgicas®®. A su vez, es el miRNA cuyos niveles aparecen mas aumentados en pacientes con
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esofagitis eosinofilica (EoE) junto con el mMiRNA-223, lo cual se revierte tras el tratamiento de la
enfermedad. Conjuntamente se correlacionan con el nivel de eosinofilia y polarizacion de la
respuesta inmune. EI miRNA-223 ademas se asocia con niveles bajos de linfocitos T reguladores
(Tregs), necesarios para la tolerancia inmune®®, También se ha detectado que el miRNA-21 se
encuentra elevado en el suero de pacientes de asma y EoE, por lo que se sugiere su potencial uso

como biomarcador novedoso y no invasivo de enfermedades inflamatorias alérgicas®®.

Tabla 2. Funciones de los miRNAs en enfermedades alérgicas

miRNA Enfermedad Funciones/mecanismo de accion Diana
Let-7 Asma Rol antiinflamatorio en asma(®? IL-13
miRNA-21 Asma, EoE Polarizacion de la respuesta inmune a Th2®? IL-12p35

Correlacionado con eosinofilia en asma y EoE®% %9
miRNA-126  Asma, Polarizacion de la respuesta inmune a Th26® OBF1?
Correlacionado con IL-4, linfocitos Th17 y severidad en  PI3k/Akt?

Dermatitis de asma®’
contacto Aumenta y acelera la degranulacion de mastocitos®®
miRNA-133a Asma Su disminucion causa hiperreactividad y contraccion de  RhoA

vias aéreas(®

miRNA-146a  Asma, EoE Suprime la respuesta Th1®®, Aumentado en asma® y STAT1
EoE®%
miRNA-155  Asma, Promueve la respuesta Th2. Correlacionado con IL-4, IL- PU.1
5, 1L-139
Necesario para la migracion de linfocitos Th2 al Slprl
pulmén®?)
PSA, Regulador negativo de la desgranulacion de mastocitos. PI3ky

Su delecion aumenta la severidad de PSA®?
Dermatitis atopica, Favorece la proliferacion de linfocitos T y contribuye a
la inflamacion(® CTLA4
Ateroesclerosis* Reduce la expresion de las proteinas de las uniones
adherentes de la epidermis® y del endotelio> PKla

Reduce la expresion de eNOS y la produccion de NO en  eNOS

VSMCs™)
miRNA-221  Asma Aumenta la expresion de IL-4 en mastocitos®? PTEN
Aumenta y acelera la desgranulacion de mastocitos©” PI3k/Akt?
miRNA-223 EoE Elevado en EOE, correlacionado negativamente con ?
Tregs®
miRNA-375  EOE, Rinitis Niveles reducidos en rinitis alérgica. Los agonistas JAK2
alérgica reducen la inflamacion alérgica®. Reducido en EoE®*

Akt, Proteina kinasa B; eNOS, Oxido nitrico sintasa endotelial; EoE, Esofagitis eosinofilica; JAK2, Janus
quinasa 2; NO, Oxido nitrico; OBF1, Oct binding factor 1; PI3k, Fosfatidilinositol-3-kinasa; PSA, Anafilaxia
sistémica pasiva; PTEN, Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa; slprl, Receptor de la esfingosina 1-
fosfato 1; STATL, Transductor de sefial y activador transcripcional 1; VSMCs, Células del musculo liso
vascular.

* No es una enfermedad alérgica pero el mecanismo del miR-155 en ella es de interés para la anafilaxia
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En un modelo de ratdn asmatico por polvo se ha visto un aumento en los niveles del
miRNA-126 tras la exposicion al mismo. La inhibicion de este miRNA provoca la disminucion
de los niveles de IL-4, IL-5 e IL-13, asociados a la sintomatologia de la inflamacion alérgica.
Aunque su diana no esta confirmada, un aumento de este reduce los niveles de Oct binding factor
1 (OBF1), un factor de transcripcién que regula negativamente a toll-like receptor 4 (TLR4) y el
factor de transcripcion méster de la respuesta Th2 GATAS. Por lo tanto, el miRNA-126 es un
activador especifico de la inflamacion alérgica®®. En nifios con asma agudo se ha visto que sus
niveles en sangre periférica se encuentran aumentados y correlacionan positivamente con la IL-
4, linfocitos Th17 y con la severidad del asma, y negativamente con interferéon y (IFNy). Todo
esto sugiere que este miRNA tiene un papel importante en la desregulacion del sistema inmune
en asma, postulandose, ademas, como biomarcador seroldgico para la prediccion de la severidad
de esta enfermedad®”. En otro modelo experimental de ratén con dermatitis alérgica de contacto,
se observo un aumento del miRNA-126 en mastocitos, lo que daba lugar a un aumento de la
liberacion de histamina y hexosaminidasa promoviendo la movilizacién de Ca?* intracelular
mediante la via fosfatidilinositol-3-kinasa/proteina kinasa B (P13k/Akt), asociada al cross-linking
de IgEs. Por tanto, este miRNA favorece y acelera la degranulacion de mastocitos®®. Este
mecanismo de accion resulta interesante ya que la degranulacion rapida de los mastocitos es
crucial en la anafilaxia, y sugirie un posible papel del miR-126 en su fisiopatologia.

El miRNA-221, que ha sido sugerido como posible biomarcador en cancer, se encuentra
aumentado en un modelo de asma murino, asi como en los pulmones y en el suero de nifios
asmaticos. Ademas, en mastocitos de raton se ha observado que la sobreexpresion del miRNA-
221 eleva los niveles de IL-4 al ser su diana la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
(PTEN), una enzima que regula negativamente una via de sefializacién que estimula la secrecion
de esta citocina®®. Este miRNA se ha relacionado ampliamente con diversas funciones de los
mastocitos como el control del ciclo celular, el citoesqueleto o la adherencia celular v,
recientemente, se ha observado que sus niveles aumentan en mastocitos activados favoreciendo
su desgranulacion y que actua, al igual que el miRNA-126, sobre la via PI13k/Akt®?. Por tanto,
este miRNA también resulta un candidato de interés en anafilaxia por favorecer la degranulacion
de los mastocitos.

El miRNA-375 esta regulado negativamente por la IL-13 y sus niveles se encuentran
disminuidos en el epitelio nasal de ratones en un modelo de rinitis alérgica®. Ademas, es el
miRNA que se encuentra mas reducido en EOE®¥. El uso de agonistas del miRNA-375 disminuye
la inflamacion de la mucosa nasal en la rinitis y aumenta la expresion de citoquinas
antiinflamatorias al reducir los niveles de su diana Janus quinasa 2 (JAK2), cuya via de

sefalizacion esta implicada en inflamacion®?.
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La familia de miRNAs Let-7 es un conjunto de miRNAs muy conservados que tienen
como diana la IL-13. En modelos murinos de asma se ha visto la reduccion de los niveles de esta
familia durante la inflamacidn alérgica. La administracion intranasal de un Let-7 mimic reduce de
forma significativa los niveles de IL-13 y la sintomatologia del asma, por lo que queda claro su
papel antiinflamatorio®?,

El miRNA-146a tiene como diana al transductor de sefial y activador transcripcional 1
(STAT1) y suprime asi de forma selectiva la respuesta Thl y favorece la polarizacion a Th262),
Esto concuerda con el hecho de que sus niveles estén aumentados en asma® y en pacientes con
EoE®%. Ademas, en el caso de la EOE no s6lo aparece aumentado en el tejido, sino también en el
plasma, lo cual sugiere su uso como posible biomarcador no invasivo.

En otro modelo murino de asma se ha observado una disminucion de los niveles del
mMiRNA-133a, lo que da lugar a un aumento de la GTPasa RhoA que causa hiperreactividad y
contraccion de las vias aéreas. Esta reduccion de sus niveles parece que se origina por un aumento
de la IL-139),

El miRNA-155 se considerd inicialmente supresor de la respuesta Th2, hasta que el
aumento de sus niveles se relaciond con el asma alérgica®). En un modelo murino sensibilizado
a ovoalbumina (OVA) se observaron niveles aumentados de este miRNA tras la exposicion al
alérgeno. El uso de ratones con este miRNA deleccionado (ratén miRNA-1557) permiti6 observar
una patente reduccion del nimero de eosinéfilos en el pulmdn tras la exposicion al alérgeno y
también en la sangre. Ademas, se reducian los niveles de IL-4, IL-5 e IL-13 secretados por los
noédulos linfaticos peribronquiales. Por tanto, parece que el miRNA-155 tiene un papel importante
en la regulacion de la inflamacion eosinofilica de las vias aéreas inducida por un mecanismo Th2
tras la exposicion al alérgeno. Ademas, el ratdn miRNA-155" mostraba niveles elevados del factor
de transcripcion PU.1, diana del miRNA-155 y regulador negativo de Th2®®, Datos semejantes
fueron hallados mediante el empleo de un modelo murino alérgico al polvo. En este modelo, los
ratones mMiRNA-155" presentaban susceptibilidad a infecciones por helmintos atribuida a su
incapaz de generar una respuesta Th2. Ensayos in vitro realizados en paralelo, demostraron que
la activacidn de los linfocitos Th2 aumentan los niveles del miRNA-155 y a consecuencia de esto
se reducian los del receptor de la esfingosina 1-fosfato 1 (s1prl), mientras que en el miRNA-155
" no se producian cambios en estos linfocitos. Ademas, se demostré que esta regulacion del
miRNA sobre s1prl es imprescindible para que se genere la inflamacién mediada por células Th2,
puesto que la reduccidn inicial de los niveles de slprl tras la activacion de los Th2 es necesaria
para su migracion desde los nddulos linfaticos a los pulmones®”. Si bien estos resultados
demostraban el papel del miRNA-155 en las reacciones de inflamacion aguda tras la exposicion
al alérgeno, también se ha sugerido que es relevante en la inflamacion cronica de las vias aéreas®®.
Este miRNA participa en la regulacion de la inflamacion alérgica mediada por IL-33 (citoquina

secretada por el epitelio) y células linfoides innatas de tipo 2 (ILC2). Estas células se activan por
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la IL-33 y dan lugar a una respuesta Th2. Parece que el miRNA-155 participa tanto en la
produccién de la IL-33 en el epitelio, en la respuesta y activacion de las ILC2 ante ella y en el
mantenimiento de la inflamacion crénica alérgica®®). Posteriormente se detectd una reduccion del
MiRNA-155 en los esputos de pacientes asmaticos, lo cual se correlaciona con los niveles del
MiRNA en las vias aéreas, y un aumento del miRNA-155 en células mononucleares de sangre
periféricas tras su activacion. Los cambios de expresion de este miRNA en los modelos de
inflamacion crénica fueron menores en comparacion con la induccién de la inflamacién aguda,
ante lo cual parece que el mMiRNA-155 presenta un papel predominante en la inflamacién alérgica
aguda y no tanto en la cronica®,

En lo que respecta a la anafilaxia, se ha demostrado que el miRNA-155 controla la
degranulacion de los mastocitos. Ademas, se ha relacionado con modelos murinos de PSA donde
ratones miRNA-155" mostraron una sintomatologia mucho mas grave que los de fenotipo salvaje
(WT). Ensayos complementarios in vitro demostraron que el miRNA-155 actla como un
regulador negativo de la degranulacién mastocitaria través de un mecanismo que implica a la
P13ky, al contrario que el miRNA-126 y el miRNA-22162),

Por otra parte, lesiones cutaneas de pacientes con dermatitis atopicas (DA) presentan
niveles elevados del miRNA-155, secretado por los linfocitos T infiltrados en ellas. La activacion
in vitro de los linfocitos Thl y Th2 da lugar a un incremento de este miRNA debido a que la diana
sobre la que actla es Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA4), un regulador negativo de la
funcion de las células T cuyo bloqueo produce un aumento de las enfermedades alérgicas e
inflamatorias. Esto indica que el miRNA-155 podria participar en la regulacién los linfocitos T
suprimiendo a CTLA4 y contribuyendo asi a la inflamacion de la piel™. Mediante el empleo de
un modelo experimental en raton de DA, se demostré que el miRNA-155 participa en la
inflamacion y descubrieron que la Protein Kinase Inhibitor o (PKIa) es una de sus dianas. La
regulacion negativa del miRNA-155 sobre PKla da lugar a la reduccion de los niveles de proteinas
de las uniones adherentes de la epidermis como claudina-1, zonula-ocluddens-1 (ZO-1) y
ocludina™. Esto concuerda con lo observado en ateroesclerosis acerca del miRNA-155 secretado
a la sangre por las VSMCs, donde participa en la ruptura de la barrera endotelial al reducir los
niveles de proteinas de las uniones adherentes del endotelio como ZO-1, catenina endotelial y B-
catenina’®. La diana a través del cual se ejercia esta regulacion no fue encontrada, por lo que es
posible que sea también a través de PKIa como se observo en DA. Este mecanismo de accion es
de interés puesto que el miRNA-155 podria estar implicado en la disrupcion de la barrera
endotelial durante la anafilaxia y el consiguiente aumento de la permeabilidad vascular. Se ha
observado también que la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) es una diana del miRNA-155
en VSMCs y que el incremento de sus niveles reduce la expresion de la enzima y por tanto
disminuye la sintesis del 6xido nitrico (NO) intracelular, favoreciendo la contracciéon de las

VSMCs vy su proliferacion en ateroesclerosis™. EI NO es un inductor de la vasodilatacion
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vascular, por lo que al estar su sintesis regulada por el miRNA-155 en VSMCs, es posible que

tenga un papel importante regulando la vasodilatacion periférica durante la anafilaxia.

3.3 miRNAs: Biomarcadores de enfermedades alérgicas

Los miRNASs han generado un interés como biomarcadores en el campo del diagndéstico
molecular debido a su papel en la regulacion celular y los cambios en sus niveles en procesos
patoldgicos. Una de las caracteristicas que los postula como unos marcadores prometedores es
gue son estables en la sangre y se pueden detectar en muchos fluidos corporales, lo que permite
la obtencion no invasiva de muestras®. Ademas, su cuantificacion por qPCR es relativamente
asequible y reproducible®?. Las investigaciones en este aspecto se centran en desarrollar modelos
basados en un grupo de varios miRNAs (perfil de expresion o fingerprint) que se relacionen con
la presencia de la enfermedad, severidad y en algunos casos la caracterizacion de distintos
endotipos. Esto tiene cierta ventaja frente a usar un Unico miRNA como biomarcador. Por
ejemplo, el miRNA-21 se ha propuesto como biomarcador del asma y EOE®®, no obstante, se
caracteriza también por ser uno de los principales miRNAs cuya expresion se ve aumentada en
cancer favoreciendo su desarrollo, ademas de participar en muchos otros procesos’®. Por lo tanto,
el uso de un unico miRNA puede dar lugar a inespecificidades.

En un estudio en asma y rinitis alérgica llevado a cabo por Panganiban et al. en 2016 se
evaluaron mas de 40 miRNAs en plasma de pacientes con asma, rinitis alérgica o individuos
sanos. Se emplearon los 6 que consideraron mas relevantes tras su analisis (MiIRNA-125b,
MiRNA-16, miRNA-299-5p, miRNA-126, miRNA-206, y miRNA-133b) y se disefid un
algoritmo con el cual poder diferenciar entre los distintos pacientes en un 92,4% de los casos, con
un valor predictivo positivo y un valor predictivo negativo muy altos, lo que supone un modelo
ideal con excelente potencial diagnéstico®?,

En otro estudio de Jia et al. de 2018, se analiz6 la expresion de miRNAS en la mucosa
nasal de pacientes con rinitis alérgica y se determind que la utilizacion conjunta de tres de ellos
(miRNA-126-5p, miRNA-19a-5p y miRNA-26a-5p) diagnostica la enfermedad con un 89,6% de
sensibilidad y 70% de especificidad, ademas de correlacionarse con la gravedad de la
enfermedad™®. Otro estudio similar de He et al. de 2017 con mayor nimero de poblacion muestral
concluyd que la combinacion del miRNA-221 y el miRNA-142-3p podia servir como
biomarcador de la enfermedad con un 81,2% de sensibilidad y 64,9% de especificidad’®). Por otra
parte, se ha explorado el uso de los mMiRNAs como marcadores predictivos de la remision del
asma. Un modelo generado tras el analisis del suero de nifios permite predecir esta con 84% de
sensibilidad y 70% de sensibilidad™.

Ademas, los miRNAs se han utilizado para determinar la eficacia de la inmunoterapia.
El mayor problema de esta es que la unica forma de evaluar si esta teniendo efecto es mediante

una re-exposicion del paciente al alérgeno, lo cual es potencialmente peligroso. Un estudio de
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Specjalski et al. de 2016 sobre la inmunoterapia contra el veneno de avispa demostré aumentos
en la expresion del miRNA-143, Let-7d, y disminucion en los miRNA-146b, miRNA-106 y

miRNA-485, lo que sugiere un posible uso de dichos miRNAs para su monitorizacion,
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CAPITULO 4: VESICULAS EXTRACELULARES

4.1 Formacion y accion de las vesiculas extracelulares

Las VEs son relevantes en mdltiples procesos fisiologicos y patolégicos debido a su
participacion en la comunicacién intracelular, actuando como vehiculos de lipidos, miRNAs,
proteinas, mMRNAS, metabolitos, etc. Pueden ejercer su funcion moduladora de forma autocrina
sobre la propia célula secretora y de forma paracrina sobre células cercanas o a nivel sistémico.
Existen tres tipos de VES que se diferencian en funcién de su origen y tamafio: microvesiculas,
exosomas Y cuerpos apoptoticos®.

Las microvesiculas (MVs) son estructuras membranosas que se forman directamente por
gemacion y fisién de la membrana plasmaética de las células (Figura 4). Su tamafio varia
normalmente entre 50 y 1000 nm, pero pueden ser mayores. Su formacion requiere de grandes
cambios a nivel de composicién de membrana y de la concentracion intracelular de Ca?* que
permitan modular su curvatura y rigidez®. Las proteinas secretadas en las MVs se cargan
mediante union a lipidos de anclaje de la membrana plasmatica interna, que da lugar a la
formacion de pequefios dominios de membrana a partir de los cuales se forma la MV como tal.
En cuanto a los &cidos nucleicos, no estan claro los mecanismos moleculares por los cuales éstos
son dirigidos a la membrana plasmatica para secretarse en MVs®, Por otra parte, los cuerpos
apoptéticos se forman de manera similar, pero no son secretados por células sanas, sino que son
restos celulares que se forman en la etapa tardia de la apoptosis y que estan constituidos por
fragmentos nucleares y citoplasmaticos®.

Los exosomas son vesiculas membranosas de entre 30 y 150 nm generadas a partir de la
via endosomal. La biogénesis comienza con la formacion y maduracion de endosomas tempranos,
proceso durante el cual sumembrana se invagina generando vesiculas intraluminales en el interior
(ILVs), dando lugar al cuerpo multivesicular (MVB) (Figura 4)®. Las ILVs posteriormente
seran los exosomas. Durante este proceso es importante el endosomal sorting complex required
for transport (ESCRT), que participa en la formacion de las ILVs, en la eleccién de los productos
que llevan en su interior y en la posterior secrecion. Durante su formacion, las ILVs se ven
enriquecidas en diferentes tipos de proteinas como ALIX, sintenina o sindecanos, las cuales
participan en su biogénesis®, y también en proteinas de membrana como la tetraspanina CD63.
Estas proteinas son de gran utilidad puesto que se usan a nivel experimental para detectar y
caracterizar los exosomas®. Una vez se han formado los MVBs, estos pueden degradarse en
lisosomas o dirigirse a la membrana para liberar los exosomas, los cuales se secretan tras la fusion
de los MVBs con la membrana plasmatica con la participacion de proteinas como SNAREs, Rabs
y Ras GTPasas®.

Una vez en el espacio extracelular, las VEs pueden desplazarse hasta otras células y

causar efectos que promuevan cambios fenotipicos afectando al estado fisioldgico o patoldgico.
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Pueden desencadenar sefializacion intracelular por unirse a receptores de superficie, o pueden
internalizarse y liberar su contenido en el interior celular. La internalizacion es necesaria, por
ejemplo, para que los acidos nucleicos presentes en las VES puedan regular la expresion génica
de las células diana®®. Los procesos fisioldgicos en los que estan implicadas las VEs son, entre
otros, coagulacién sanguinea, inflamacion, proliferacion de células madre, comunicacion
neuronal®. En cuanto a procesos patoldgicos, un descubrimiento reciente propone que las VEs
constituyen un mecanismo importante para la transferencia de proteinas prionicas o péptidos -

amiloides favoreciendo la propagacion de enfermedades neurodegenerativas®®.
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Figura 4. Biogénesis de microvesiculas y exosomas. Las microvesiculas se forman directamente por gemacion de la
membrana plasmatica, proceso regulado por el Ca?* intracelular. Los exosomas se generan a partir de la via endosomal.
En primer lugar, se forman vesiculas intraluminales (ILVs) por invaginacién de los endosomas, proceso regulado
principalmente por ESCRT. Tras esto, se forman los cuerpos multivesiculares (MVBs) que pueden secretar su
contenido al medio extracelular por medio de fusién con la membrana plasmatica (exosomas) o pueden fusionarse con
los lisosomas y degradarse. Figura realizada con Biorender.

4.2 Vesiculas extracelulares: Bases moleculares en enfermedades alérgicas

Las VEs, y principalmente los exosomas, se han asociado desde hace tiempo a las
enfermedades alérgicas®. Los procesos de secrecion y/o recepcion de VEs en los cuales estan
implicados los mastocitos son especialmente importantes debido al papel que desempefian estas
células en la patologia alérgica y la anafilaxia. Por un lado, se ha demostrado tanto in vitro como
in vivo que los exosomas derivados de mastocitos de la médula 6sea estimulados por IL-4
producen la activacion de linfocitos Ty B®9. Al mismo tiempo, las MVs secretadas por linfocitos

T activados inducen la degranulacion y la liberacion de citoquinas por parte de los mastocitos®?.
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También se ha observado que los exosomas de los mastocitos son capaces de inducir la
maduracion fenotipica y funcional de las CDs, promoviendo la presentacion de antigenos y la
generacion de respuestas inmunes in vivo®?, Ademas, se ha descrito que, junto con otros factores
solubles, son capaces de estimular células musculares de las vias respiratorias e inducir la
secrecion de citoquinas proinflamatorias en asma®. Por otro lado, se ha atribuido cierta
capacidad antialérgica a exosomas derivados de mastocitos, los cuales tienen receptores FceRI y
pueden competir por la unién de IgE libre. En un modelo murino de asma, los ratones tratados
con ellos mostraban una disminucion en los niveles de histamina en pulmon, IgE sérica y
citoquinas Th2®4, Por tanto, queda patente que participan en la comunicacion celular, y en
concreto en la de los mastocitos modulando varios procesos celulares y moleculares subyacentes
a las enfermedades alérgicas.

Uno de los procesos més estudiados de las VEs en las enfermedades alérgicas es su
capacidad para transportar alérgenos y presentarlos directamente como si se tratasen de CPAs.
Los exosomas derivados de linfocitos B de pacientes alérgicos a abedul contienen en su superficie
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) 1y Il. Su modificacién in vitro con
los principales epitopos del alérgeno Bet v 1 y la estimulacion de linfocitos T de los propios
pacientes con estas vesiculas causaron un aumento en su proliferacion y la secrecion de citoquinas
Th2®9, De forma similar, los exosomas derivados de CDs modificados con el alérgeno de gato
Fel f 1 indujeron la produccion de citoquinas Th2 en linfocitos T estimulados con ellos®®. Por
otro lado, los derivados de las células epiteliales de tracto intestinal contienen antigenos luminales
como los principales alérgenos alimentarios. Estos muestran una tendencia muy alta a interactuar
con las CDs in vitro y mediante esto dan lugar a la activacién de linfocitos T, lo que parece indicar
gue los exosomas tienen un papel importante en la activacion del sistema inmune frente a los
alérgenos alimentarios®”. Ademas, en el caso de la alergia a amoxicilina, se ha observado que las
VEs derivadas de linfocitos B sirven como vehiculo para proteinas haptenadas con este farmaco
y podrian estar relacionadas con la activacion del sistema inmune frente a él y el desarrollo de la
alergia a los antibiéticos B-lactamicos®®.

Los exosomas se han relacionado directamente con la patogénesis del asma. En pacientes
asmaticos se ha observado una mayor cantidad de marcadores exosomales en el fluido de lavado
broncoalveolar (BALF). Ademas, estas vesiculas contienen enzimas implicadas en la sintesis de
CysLTs como el LTC4 Al estimular células epiteliales bronquiales (BECs) de pacientes asmaticos
con ellas, se observé un aumento en los niveles de LTs e IL-8, lo que sugiere que podrian
contribuir a la patogénesis del asma®. La presencia de enzimas para la sintesis de CysLTs se ha
detectado también en exosomas secretados por CDs y macr6fagos, donde ademas son mucho mas
activas y se encuentran en mayor cantidad que en las propias células. Estas vesiculas tienen
también la capacidad de reclutar granulocitos, probablemente mediante la liberacidn de factores

quimiotacticos®, La capacidad de los exosomas para favorecer la sintesis de CysLTs podria ser
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de importancia en la anafilaxia ya que estos mediadores son clave en el desarrollo de la
sintomatologia respiratoria durante la reaccion. En un modelo experimental de raton asmético se
observaron niveles elevados de exosomas y sus proteinas asociadas en BALF. La estimulacién de
BECs con IL-13 dio lugar a un aumento en la secrecién de estas vesiculas, las cuales ademas
tenian la capacidad de inducir la proliferacion de monocitos y aumentar la respuesta inflamatoria.
Ademas, ensayos in vivo demostraron que el bloqueo de la biogénesis de los exosomas mediante
el uso de un inhibidor especifico de su formacion alivia todas las caracteristicas tipicas de la
inflamacion alérgica de las vias respiratorias®®?, Estos cambios podrian deberse a modificaciones
en la regulacion génica de las células recipientes, ya que también se ha observado una
desregulacion de la expresion de una gran cantidad de miRNAs en los exosomas del BALF de
pacientes asmaticos. Estos miRNAs desregulados muestran un perfil proinflamatorio y estan
implicados en la produccion de citoquinas como la IL-13, vias de sefializacion como JAK-STAT
y su expresion se correlaciona directamente con la funcién pulmonar. Ademas, usando 16 de estos
miRNAs exosomales generaron un modelo diagndstico con un poder predictivo del 72%%, Por
otro lado, las VEs de la mucosa nasal de pacientes con rinitis alérgica también presentan
alteraciones en los niveles de los miRNAs®%, demostrando de nuevo que son importantes
reguladores de enfermedades alérgicas.

Por otra parte, se ha observado que las VEs tienen funcién inmunoreguladora y pueden
prevenir las enfermedades alérgicas mediante la induccion de la tolerancia y la supresion inmune.
Estas VEs reciben el nombre de tolerosomas. Los exosomas del BALF de ratones a los que se les
habia inducido la tolerancia al alérgeno de olivo Ole e 1 se aislaron y se administraron
intranasalmente a ratones a los que una semana mas tarde se les realiz6 el protocolo de
sensibilizacion/exposicion. Esto inhibié completamente la formacion de IgEs, la produccién de
citoquinas Th2, la infiltracion de células inflamatorias en el pulmoén y se produjo un aumento del
factor de crecimiento transformante p (TGFp). Ademas, este perfil se mantenia a largo plazo, lo
gue convierte a los exosomas en interesantes candidatos para ser utilizados en la terapia anti-

alérgica®®?,

4.3 Vesiculas extracelulares: biomarcadores de enfermedades alérgicas

Las VEs se encuentran en la mayoria de los fluidos corporales como la sangre, el plasma
o0 el semen y estan implicados en multiples patologias, lo cual ha provocado un gran interés de su
uso como biomarcadores diagnosticos o para el seguimiento de la progresion de multiples
enfermedades. Ademas, son muy estables y protegen su contenido de la degradacién, lo que los
convierte en biomarcadores ideales®®). Recientemente se ha comercializado para el caso del
cancer el primer método de diagndstico a partir de exosomas libres en sangre®), El diagndstico
mediante VEs puede estar basado en su composicidn o bien en su concentracion. Un ejemplo del

primer caso es el miRNA-217 exosomal y el RNA largo no codificante CRNDE-p, que se
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expresan de forma diferencial en el suero de pacientes con carcinoma colorrectal y correlacionan
con la clasificacion del tumor, estado clinico y distancia de metastasis®®”. Por otra parte, se ha
determinado que la precisidn para distinguir entre colangiocarcinoma maligno y benigno usando
la concentracion de VEs en la bilis es del 100%%9),

En el caso de las enfermedades alérgicas, el uso de VESs como biomarcador no ha sido tan
explorado como los miRNAs y, ademas, lo méas caracterizado ha sido el perfil de las moléculas
contenidas en su interior, como en el caso de los exosomas del BALF de pacientes asmaticos%?.
Cabe destacar que el uso de la concentracién de VEs como biomarcador probablemente requiera
de una gran cantidad de las mismas ya que la determinacion de las VES en el suero en lugar de en

la bilis disminuye la precision de deteccion de colangiocarcinoma al 60% (%),
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

La anafilaxia es una reaccion alérgica heterogénea y multifactorial con mecanismos
moleculares complejos que no se conocen en su totalidad y cuyos métodos de diagnostico actuales
son poco fiables.

Los miRNAs han demostrado tener un papel muy importante en la patogénesis de las
enfermedades alérgicas y la evidencia sugiere que también juegan un papel crucial en la anafilaxia
a pesar de la escasez de estudios en ella. En esta reaccion, estas moléculas pueden participar en
la fase de sensibilizacion al alérgeno favoreciendo la respuesta Th2; en el inicio de la reaccion,
promoviendo y acelerando la degranulacion de los mastocitos; e incluso en el desarrollo de
algunos de los eventos fisiopatol6gicos mas importantes como el aumento de la permeabilidad
vascular y la vasodilatacion. A pesar de esto, el potencial que tienen los miRNAs en la anafilaxia
es todavia desconocido y se necesitan mas estudios.

La patogénesis de las enfermedades alérgicas también estd claramente influenciada por
las VEs, las cuales en anafilaxia pueden participar promoviendo la sintesis de novo de leucotrienos
o regulando la expresion génica de las células mediante la transferencia de miRNAs. Las VEs
estan implicadas en procesos de comunicacién entre células del sistema inmune en los cuales se
favorece el desarrollo de estas enfermedades. Tienen también capacidad para transportar y
presentar alérgenos como si se tratasen de CPASs, asi como funcién inmunoreguladora. Nuestro
conocimiento en las bases de estas enfermedades avanzara indudablemente cuando integremos
estos descubrimientos, y los que estan por hacer, a todo lo ya previamente estudiado.

En lo que respecta al diagnostico, los miRNAs estdn mostrando un gran potencial para
ser desarrollados como nuevos biomarcadores no invasivos en enfermedades alérgicas como el
asma. Lo mismo ocurre con el andlisis del contenido de RNAs y proteinas en el interior de VESs.
Si bien los miRNAs estan actualmente mas estudiados que las VES, ambos se encuentran en fases
prematuras para su implementacién como biomarcadores, sobre todo en anafilaxia donde los
primeros estudios se estan comenzando a realizar ahora. Por lo tanto, todavia se necesita mucha
mas investigacion para determinar su funcionalidad como biomarcadores sustitutivos o

complementarios a la triptasa.
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