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OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar un modelo de sensibilizacion a caseinas bovinas y ovoalbumina en
ratones BALB/c para evaluar la despolarizacion de la respuesta alérgica con

probidticos

Objetivos Especificos
1.- Sensibilizar de forma intragastrica a caseinas bovinas y ovoalbumina
mediante el uso de sucralfato a ratones BALB/c.

2.- Evaluar la fase efectora del modelo de sensibilizacion mediante la medicién

del marcador mMCP-1 en animales retados con el alérgeno.

3.- Evaluar el efecto de la suplementacién con probidticos sobre la respuesta
sistémica de hipersensibilidad, temperatura corporal, y niveles séricos de mMCP-

1 en ratones BALB/c sensibilizados con caseinas bovinas.

Xi



RESUMEN

Antecedentes: Las proteinas de la leche bovina (caseinas) y el huevo
(ovoalbumina) son dos de las principales proteinas desencadenantes de las
alergias alimentarias. La suplementacidon con probioticos podria representar una
alternativa para acelerar la adquisicion de tolerancia en los nifios afectados; sin
embargo, se carece de un modelo murino de alergia a caseinas y ovoalbumina
que permita su evaluacion. El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un
modelo de sensibilizacion a caseinas bovinas y ovoalbumina en ratones BALB/c
que permita evaluar la respuesta alérgica. Metodologia: Se realizaron ensayos
de digestibilidad de caseina con pepsina en fluido gastrico en condiciones acidas
y alcalinas (pH 1.2 y 8.0, respectivamente). Ratones BALB/c fueron sometidos a
un protocolo de sensibilizacion oral a caseinas y ovoalbumina, en el cual los
ratones recibieron de manera intragastrica una solucion del alérgeno y el
antiacido sucralfato semanalmente en 7 ocasiones. Adicionalmente, se evalué el
protocolo de sensibilizacidon intraperitoneal de 35 dias. La respuesta de
anticuerpos IgE especificos al alérgeno se evalué empleando ensayos de ELISA,
mientras que la fase efectora se evalué mediante niveles séricos de mMCP-1
después de un reto oral. La viabilidad de los probiéticos se evalué mediante retos
de crecimiento con biota intestinal del raton. Resultados: Las caseinas bovinas
fueron labiles a la digestion con pepsina en condiciones acidas (pH = 1.2),
mientras que permanecieron estables en condiciones alcalinas (pH = 8.0). Los
ratones sometidos al protocolo de sensibilizacion intraperitoneal de 35 dias a
ovoalbumina desarrollaron una respuesta detectable de anticuerpos IgE anti-
ovoalbumina. La presencia de mMCP-1 en suero después de un reto oral
confirmo el desencadenamiento de una respuesta alérgica en ratones
sensibilizados a ovoalbumina. El protocolo de inmunizacion intraperitoneal no fue
efectivo para sensibilizar a caseinas bovinas. El crecimiento de las bacterias del

probidtico VSL#3 no se afectd por la biota residente del intestino del ratén.

xii



Conclusién: El modelo murino de sensibilizacion a ovoalbumina bajo el protocolo
intraperitoneal de 35 dias puede ser un modelo adecuado para evaluar la
despolarizacion de la respuesta alérgica mediada por la suplementacion con
probiéticos.
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INTRODUCCION

La alergia alimentaria mediada por IgE es una respuesta inmune adversa que se
desencadena de forma reproducible tras la exposicion a un alimento dado y es
distinta de otras respuestas adversas a los alimentos tales como reacciones
farmacoldgicas, reacciones mediadas por toxinas, y la intolerancia alimentaria
(Ontiveros y col., 2014). Este trastorno afecta alrededor del 8% de los nifios y 4%
de la poblacién adulta (Lepski & Brockmeyer, 2013). En particular, tanto la alergia
a la leche bovina como la alergia al huevo afectan alrededor del 3% de los nifios
en el primer afo de vida (Eggesbg y col., 2001; Gupta y col., 2011; Martorell-
Aragonésy col., 2015; McGowan & Keet, 2013; Ronay col., 2007; Sicherer, 2011)
y aunque pronostico de estos es bueno, la alergia puede persistir hasta la edad
adulta. Esto ultimo se ha asociado a una respuesta de anticuerpos IgE,

especificamente a epitopes lineales de estos alérgenos (Jarvinen y col., 2007).

Los probioticos se definen como microorganismos vivos que cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud en el
hospedero (FAO, 2001). La suplementacién con probidticos podria representar
una alternativa para acelerar la adquisicion de tolerancia a las proteinas de la
leche y del huevo en nifios con alergia a estos alimentos, debido a que la
suplementacion con microorganismos probidticos tales como lactobacilos o
bacteroides ha mostrado en modelos murinos de alergia alimentaria capacidad
para despolarizar la respuesta alérgica a proteinas de los alimentos (Barletta y
col., 2013; Schiavi y col., 2011). Sin embargo, se carece de un modelo murino de
alergia a las proteinas de leche de bovina o huevo, sin el uso de adyuvantes que
permita evaluar de manera precisa el efecto de la suplementacion con probidticos
sobre la modulacion de la respuesta alérgica a estas proteinas. En la presente
investigacion se propuso utilizar la cepa de ratones BALB/c para estandarizar las
condiciones para el desarrollo de un modelo murino de alergia a las caseinas

bovinas y ovoalbumina mediante el uso del sucralfato, capaz de producir una



respuesta alérgica medible (niveles de mMCP-1), que posteriormente permita
evaluar el efecto de la suplementacion con probiodticos sobre la modulacion de

respuesta alérgica.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Alergia Alimentaria

La alergia alimentaria mediada por IgE ha sido definida como un “efecto adverso
para la salud derivado de una respuesta inmune especifica, que ocurre de
manera reproducible tras la exposicion a un alimento dado” y es distinta de otras
reacciones adversas a los alimentos tales como farmacolégicas (ej. cafeina),
reacciones mediadas por alimentos contaminados con toxinas o intolerancias
alimentarias (ej. intolerancia a la lactosa) (Sicherer & Sampson, 2014). Los
sintomas tipicos de la alergia alimentaria incluyen alteraciones de la piel, de las
vias respiratorias y del tracto gastrointestinal, asi como alteraciones
cardiovasculares. En ocasiones puede ocurrir una respuesta mas severa y
potencialmente mortal conocida como anafilaxis, en la cual pueden estar
implicados varios organos de diferentes sistemas e inducir un choque

hipovolémico y un compromiso respiratorio (Renz y col., 2018).

Prevalencia de Alergia Alimentaria

La prevalencia de alergia a los alimentos ha ido en incremento en las ultimas dos
décadas y actualmente se considera como un trastorno comun entre la poblacion
general y se reconoce como un problema de salud publica (Keet y col., 2014).
Algunos estudios muestran que este trastorno puede llegar a alcanzar una
prevalencia de hasta el 10% (Osborne y col., 2011). A pesar de la alta prevalencia
de alergia alimentaria, se ha reportado que solo una pequenfia lista de 8 alimentos
es responsable del 90% de los casos de alergia. Esta lista de alimentos incluye

leche, huevo, pescado, mariscos, nueces, cacahuates, trigo y (FDA, 2009).

Sin embargo, la estimacion de la prevalencia de alergia alimentaria a nivel
mundial es sélo una estimacion, ya que el estandar de oro para confirmar el

diagnodstico en la practica clinica es la realizacion de un reto oral simple-ciego



placebo-controlado con el alimento sospechoso, este procedimiento se debe
realizar en centros especializados bajo supervision meédica y suele ser un
proceso costoso (Renz y col., 2018). Asi, la mayoria de las estimaciones de
alergia alimentaria se basan en estudios de prevalencia por auto-reporte o por
reporte parenteral (en infante), y algunos otros se basan en combinaciéon de
sintomas clinicos de alergia y nivele séricos de anticuerpos IgE especifico al

alérgeno o en pruebas de puncion cutanea (Prescott y col., 2013).

La mayor parte de los estudios de prevalencia de alergia a los alimentos a
nivel mundial se han enfocado en los infantes y adolescentes (< 18 anos), y la
mayoria se han realizado en paises de América del Norte y Europa (Prescott y
col., 2013). Estos estudios se basan principalmente en el auto-reporte o reporte
parenteral de reacciones a los alimentos y generalmente las tasas de prevalencia
derivadas de estos estudios son mas altas que las prevalencias de estudios
basados en retos orales con los alimentos o confirmados por niveles séricos de
anticuerpos IgE. En este sentido, estudios de prevalencia de alergia alimentaria
por auto-reporte en poblacion estadounidense muestran cifras que van desde
6.5% a 8.9% (Gupta y col., 2011; McGowan & Keet, 2013; Verrill y col., 2015) y
estos valores se reducen hasta un 2.5% cuando la estimacion de la prevalencia
se basa en la concentracion de IgE sérica especifica al alérgeno en suero (A. H.
Liu y col., 2010). La prevalencia de alergia alimentaria por auto-reporte en
Canada (8.0%) es similar a la de Estados Unidos basados en encuestas

telefénicas a nivel nacional (Soller y col., 2012) (Figura 1).

Por otro lado, la prevalencia de alergia alimentaria reportada en paises de
Europa mediante el auto-reporte o reporte parenteral varia entre 0.8% y 30.2%
(Bulgaria 0.8 %, Austria 1.7%, Dinamarca 2.5%, Alemania 3.0-20.2%, Suiza 3.1-
7.8% , Francia 3.2%, Italia 3.9-10.7% , Eslovenia 4.6 %, Grecia 4.5-5.7%, Polonia
4.8-8.3%, Bélgica 4.9%, Lituania 5.1%, Holanda 5.9-22.0%, Espafia 7.4-8.4%,



Prevalencia de
alergia alimentaria
[ <2%

] 2-4.9%
B 5-8.9%
W >9%

[] Sin datos

Figura 1. Estudios poblacionales de prevalencia de alergia alimentaria realizados
alrededor del mundo. Si un pais presenté mas de un estudio de prevalencia, se
tomé el valor de prevalencia por el siguiente orden jerarquico: estudios de
prevalencia basados en retos orales, estudios basados en pruebas serologicas o

puncidn cutanea, estudios basados en cuestionarios.



Finlandia 11.7%, Islandia 4.4-19.7%, Reino Unido 22.0% (Brugman y col., 1998;
Burney y col., 2014; Kanny y col., 2001; McBride y col., 2012; Ostblom y col.,
2008; Rivas, 2009; Steinke y col., 2007)). Alternativamente, la prevalencia de
alergia alimentaria basada en la historia clinica en conjunto con pruebas de
punciéon cutanea o niveles séricos de IgE se encuentra entre 4.2% y 5.3%
(Ostblom y col., 2008; Roehr y col., 2004). Unicamente el Reino Unido (Venter y
col., 2006) y Noruega (Kvenshagen y col., 2009) han reportado la prevalencia de
alergia alimentaria confirmada mediante reto oral, teniendo una prevalencia de

4.0y 6.5%, respectivamente.

En los paises de Asia la prevalencia de alergia alimentaria por auto-reporte
o reporte parenteral varia entre 3.6 y 8.4% [Israel 3.6%, Corea 3.7-5.3%, China
4.8-8.4%, Taiwan 3.4-7.6%, Japon 3.6-4.8% (Al-Hammadi y col., 2010; Graif y
col., 2012; Ho y col., 2012; Kim y col., 2017; Kusunoki y col., 2013; Park y col.,
2014; Wu y col., 2012; Zhang y col., 2015)]. Con base en la confirmacion de
alergia alimentaria mediante reto oral, la tasa de prevalencia en Asia varia entre
0.16% y 3.8% con datos de estudios realizados en China, Turquia, Tailandia y
corea (Ahn y col., 2012; Chen y col., 2011; Chen y col., 2012; Lao-araya &
Trakultivakorn, 2012; Mustafayev y col., 2013; Orhan y col., 2009) (Figura 1).

Con respecto a Africa, la informacién publicada con respecto a la
prevalencia de alergia alimentaria a nivel poblacional es limitada (Justin-Temu y
col., 2008; Lunet y col., 2005; Obeng y col., 2011), mostrando valores que van de
16.7 a 19.1% por auto-reporte y de 5.0% mediante historia clinica y anticuerpos
IgE en suero. Por otro lado, en el continente Oceania, Australia registra la
prevalencia mas alta a nivel mundial de alergia alimentaria confirmada mediante
un reto oral (10%) en una poblacién de nifos de entre 11 y 15 meses de edad

con una prueba de puncion cutanea positiva. (Osborne y col., 2011) (Figura 1).

En Latinoamérica, la gran mayoria de los estudios de alergia alimentaria
estan basados en reporte parenteral de nifos en edad escolar (5-13 anos),



presentandose una prevalencia de 3.5% en México (Ontiveros y col., 2016), 5.3
% en el Salvador (Lopez-Gallardo y col., 2018) y 5.5% en chile (Hoyos-Bachiloglu
y col., 2014). Un estudio llevado a cabo en Brasil mostr6é que la prevalencia de
alergia alimentaria por reporte parenteral fue de 23.5% y 17.6% en infantes y
preescolares, respectivamente. Dichas cifras se redujeron a un 1.9% y 0.4%
después de una confirmacién con un reto oral con el alimento sospechoso
(Gongalves y col., 2016). En Colombia la prevalencia de alergia alimentaria por
auto-reporte en poblacién de 1-83 afios de edad fue de 14.9% (Marrugo y col.,
2008) (Figura 1).

Los datos de prevalencia de los distintos paises alrededor del mundo son
muy variables, lo cual puede estar influenciado por las diferencias en las
metodologias aplicadas en los estudios, la definicion de alergia alimentaria, la
carga genética de las poblaciones estudiadas, la poblacién objetivo (nifios,
adolescentes, adultos, poblacion general), efectos de la exposicion de la dieta, la
localizacion geografica, y el hecho de que algunos estudios se centran en

alimentos especificos (Sicherer & Sampson, 2018).

Alergia a la Leche Bovina

La alergia a la leche bovina puede definirse como una reacciéon inmune adversa
y reproducible a las proteinas de este alimento la cual conlleva a las
manifestaciones clinicas de la hipersensibilidad inmediata (Ontiveros y col., 2014)
La alergia a la leche bovina es la alergia alimentaria mas comun en nifios,
especialmente durante el primer ano de vida (Kulig y col., 1999), con una
prevalencia estimada entre 1.9% y 3.8% (McGowan & Keet, 2013; Sicherer,
2011). A pesar de que hay reportes de desarrollo de tolerancia en la mayoria de
los afectados al llegar a la adolescencia (79% desarrolla tolerancia a los 16
afos)(Skripak y col., 2007), este trastorno puede persistir durante la edad adulta.
Factores como niveles elevados de anticuerpos IgE especificos a la leche (>10
kUa/L), reaccion positiva a pruebas de puncion cutanea con un diametro superior
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a 10 mm y dermatitis atdépica severa al momento del diagnostico, se han asociado
con un mayor tiempo de desarrollo de tolerancia a la leche de vaca (Wood y col.,
2013).

Por otro lado, algunos estudios muestran que la mayoria de los nifios con
alergia a la leche bovina pueden tolerar la leche extensamente calentada (Kim y
col., 2011; Nowak-Wegrzyn y col., 2008). Esto puede explicarse, debido a que
las altas temperaturas pueden alterar la conformacion tridimensional de las
proteinas de la leche, destruyendo epitopes conformacionales, reduciendo asi la
alergenicidad de este alimento (Tordesillas y col., 2017). Ademas, la introduccion
de leche extensamente calentada en la dieta puede tener efectos terapéuticos en
nifios afectados con alergia a la leche de vaca. Un estudio realizado por Kim y
col. (2011), mostro que los nifios que fueron capaces de tolerar la leche calentada
y que la incorporaron a su dieta, presentaron mayor probabilidad de desarrollar
tolerancia a la leche no calentada a la edad de 5 afos, en comparacion de
aquellos nifios con alergia a la leche de vaca que evitaban estrictamente el

consumo de leche (Kim y col., 2011).

Las proteinas que componen la leche de vaca pueden dividirse en dos
fracciones, caseinas (Bos d 8) que representan el 80% del contenido total de las
proteinas y proteinas del suero, que componen el 20% restante. La fraccién de
caseina puede subdividirse en cuatro proteinas principales (as1, as2, B y K),
mientras que el suero de leche contiene B-lactoglobulina (BLG o Bos d 5), a-
lactoalbumina (ALA o Bos d 4), inmunoglobulinas (Bos d 7), albumina sérica
bovina (BSA o Bos d 6) y trazas de lactoferrina. A pesar de que todas estas
proteinas pueden actuar como alérgenos y desencadenar una respuesta
alérgica, se ha reportado que las caseinas, B-lactoglobulina y a-lactoalbumina
son las proteinas mas alergénicas en la leche de vaca (Ahrens y col., 2012;
Natale y col., 2004) y pueden ocasionar reacciones alérgicas que involucran la
piel, tracto respiratorio, tracto gastrointestinal y en casos extremos, un choque

anafilactico (Carrard y col., 2015).



Alergia al Huevo

Después de la leche de vaca, el huevo es unos de los principales alimentos
involucrados en la alergia alimentaria en nifios, presentando una prevalencia
estimada de 0.6 a 2.5% (Eggesbg y col., 2001; Gupta y col., 2011; McGowan &
Keet, 2013; Rona y col., 2007; Sicherer, 2011) y al igual que la leche, la alergia
al huevo se desarrolla comunmente durante el primer afio de vida (Kulig y col.,
1999; J. Savage y col.,, 2016). El prondstico de la alergia al huevo es
relativamente bueno, ya que se ha reportado que 68% de los afectados desarrolla
tolerancia al huevo a la edad de 16 afios (Savage y col., 2007). Similar a lo que
sucede con la leche de vaca, la mayoria de los nifios con alergia al huevo puede
tolerar el consumo del huevo extensamente calentado (como parte de un muffin
o waffle) (Lemon-Mulé y col., 2008; Leonard y col., 2012). Dentro de las proteinas
de la clara de huevo, se han reportado cuatro como los principales alérgenos:
ovomucoide (OVM o Gal d 1), ovoalbumina (OVA o Gal d 2), ovotransferrina (OVT
o Gal d 3) y lisozima (LYS o Gal d 4) (Mine & Yang, 2008). Varios modelos
murinos de alergia alimentaria al huevo han sido desarrollados para evaluar los
mecanismos inmunoldgicos responsables de provocar la produccion de
anticuerpos IgE especificos al alérgeno y otras reacciones mediadas por células
(Liu y col., 2016).

Patogénesis de la Alergia Alimentaria

Los eventos basicos durante el desarrollo de la alergia alimentaria se conocen
como fase de sensibilizacion y fase efectora (Ontiveros y col., 2014). La fase de
sensibilizacidén ocurre después de que células presentadoras de antigenos como
las células dendriticas o células B han reconocido segmentos alergénicos o
epitopes en el componente proteico de los alérgenos alimentarios, los cuales han
atravesado la barrera epitelial por diferentes procesos (difusion paracelular,
transcitosis de enterocitos, a través de células M), llegado a la mucosa o al



torrente sanguineo. Estos son procesados en las células presentadoras de
antigenos y cargados en las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase Il, para entonces ser presentados a las células T.
Esta interaccidn activa a las células T especificas al alérgeno, las cuales
producen citocinas de tipo Th2 como IL-4, IL5 e IL-13, las cuales promueven la
produccion de anticuerpos IgE por parte de las células B. Los anticuerpos IgE
pueden unirse a receptores de IgE de alta afinidad (FceRI) en la superficie de
mastocitos, eosindfilos y basofilos, generando asi células sensibilizadas (Figura
2). Cabe destacar, que la sensibilizacion a alérgenos alimentarios no sélo puede
ocurrir a través del tracto gastrointestinal, otras vias como la piel y el tracto
respiratorio han sido reportadas como una ruta de sensibilizacién (Brough y col.,
2015; Galand y col., 2016).

La fase efectora inicia cuando el mismo alérgeno que dio lugar a la fase
de sensibilizacién se entrecruza con dos IgE adyacentes en la membrana de
mastocitos sensibilizados, conduciendo a su activacion. Una vez activadas, estas
células liberan por exocitosis granulos que contienen mediadores
proinflamatorios preformados como histamina y proteasa. Al mismo tiempo, se
produce la sintesis de novo de metabolitos lipidicos como leucotrienos,
prostaglandinas y el factor activador de plaquetas, ocasionando respuestas
fisiologicas como vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular y
contraccion del musculo liso, las cuales son manifestaciones clinicas clasicas de

alergia alimentaria (Figura 3).
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Figura 2. Fase de sensibilizacion en el desarrollo de alergia alimentaria mediada
por IgE. Representacién grafica de la sensibilizacion a través del tracto

gastrointestinal.
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Los incidentes que conducen a la alergia alimentaria involucran el
rompimiento de la tolerancia oral, un aumento del transporte de alérgenos a
través del epitelio intestinal, la generacion de anticuerpos IgE especificos al
alérgeno y la induccidn de sensibilizacion de mastocitos intestinales (Ontiveros y
col., 2014). Dichos eventos son producidos bajo el control de células Th2 CD4+
especificas al alérgeno, mientras que la supresion del fenotipo de alergia
alimentaria requiere la induccién de células T reguladoras. Ambas respuestas
son iniciadas por células presentadoras de antigenos, las cuales estan sujetas a
factores ambientales como la microbiota, patégenos, la dieta, metabolitos y
caracteristicas de los alérgenos que pueden influir en el balance entre una
respuesta de tipo Th1, Th2 o T regulador (Cerovic y col., 2014; Chinthrajah y col.,
2016). En este sentido, la induccion y el mantenimiento de la tolerancia a los
antigenos alimentarios requiere de la generacion activa de células T reguladoras
especificas al antigeno alimentario. Estos procesos posiblemente estan

influenciados por la biota del residente (Rivas y col., 2013; Stefka y col., 2014).

Probiéticos y Alergia Alimentaria

El incremento acelerado de la prevalencia de la alergia alimentaria en las ultimas
décadas no puede ser explicado solo por la susceptibilidad genética, lo cual
sugiere que algo en nuestro ambiente moderno esta promoviendo la alergia
alimentaria. Evidencia actual sugiere que la microbiota comensal puede modular
la susceptibilidad al desarrollo de alergia a los alimentos y se ha despertado un
gran interés en la aplicacion de terapias basadas en modificar la proporcion de
bacterias de la microbiota intestinal para la prevencién o tratamiento de la alergia

alimentaria (Lee y col.,2008).

Colonizacion Bacteriana del Tracto Gastrointestinal

El desarrollo de la microbiota intestinal normal ocurre en varias fases durante los

primeros 2 anos de vida y cumple diferentes funciones. Primero, el neonato recibe
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su primer inéculo oral de bacterias vaginales y coldnicas maternas durante su
paso por el canal de parto (Yatsunenko y col., 2012). Esta colonizacién temprana
sirve como estimulo para mantener una barrera de mucosa intacta, la cual es
relevante para prevenir la captacion de patdégenos y antigenos nocivos (Artis,
2008). Asi, el tracto gastrointestinal es colonizado por diferentes tipos de
microorganismos tempranamente y esto es un factor critico en el desarrollo

postnatal del sistema inmune (Biasucci y col., 2008).

Segundo, durante la lactancia se lleva a cabo una segunda exposiciéon a
lactobacilos (e. g. L. reuteri, L. plantarum y L. salivarium) (Martin y col., 2007;
Sinkiewicz & Nordstrom, 2005) y Bifidobacterias bacterias tales como B.
adolescentis, B. animalis, B. breve, B. bifidum, B. cantenalatum, B. longum
(Gronlund y col., 2007). El desarrollo a nivel intestinal de estas llamadas
“bacterias pioneras” es promovido por algunos componentes de la leche materna
como los oligosacaridos. Dichas bacterias pueden estimular la funcién intestinal,
favoreciendo la produccion de IgA no monoméricas y una disminucién de las
respuestas inflamatorias intestinales mediada por la reduccion de IL-6 (Bode,
2012).

Por ultimo, el individuo se encuentra en una constante exposicion a
diferentes tipos de microorganismos cuando se inicia la introduccion de alimentos
sélidos en la dieta. De esta manera, la dieta puede modificar significantemente
la composicién de la microbiota, ya sea por la introduccion de nuevas especies
bacterianas o0 genes bacterianos, o por la modulacién del crecimiento de

bacterias residentes que ya forman parte la microbiota (Wu y col., 2011).

La colonizacién normal de bacterias intestinales promueve la homeostasis
inmune y la ausencia de enfermedad en aquellos infantes nacidos a término por
parto vaginal y no expuestos a antibidticos perinatales. Se reconoce que la
presencia de “bacterias pioneras” en estos infantes tienen un efecto especifico

en el desarrollo normal de la defensa inmune intestinal del hospedero y tolerancia
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oral (Jost y col., 2012). Por otro lado, una disrupcion en la colonizacién debido al
parto por cesarea, uso de antibioticos perinatales o parto prematuro pueden
afectar negativamente el desarrollo de los mecanismos de defensa a nivel
intestinal y predisponer a la inflamacién, la cual conduce a una mayor
susceptibilidad a enfermedades posteriores en la vida (Walker, 2017; Weng &
Walker, 2013).

Probidticos, Prebioticos y Simbiodticos.

Los probidticos se definen como “microorganismos vivos que cuando son
administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud en
el hospedero” (FAO, 2001). Los probidticos son por lo general bacterias o
levaduras, capaces de colonizar y restaurar la simbiosis de la microbiota en el
tracto gastrointestinal y deben ser no invasivos, no cancerigenos y no
patogénicos. Por lo cual, para que un microorganismo pueda ser llamado
probidtico, es necesario que cumpla con varias caracteristicas, como: la
capacidad de adherirse a las células del epitelio intestinal, reducir o evitar la
adherencia de otras bacterias patdgenas, persistir, multiplicarse y producir
acidos, peréxido de hidrogeno y bacteriocinas contra el crecimiento de bacterias
patdgenas (Heritage & Licht, 2005). Ademas, debe ser seguro para la salud
humana. Asi, un probidtico debe tener una ausencia de resistencia a antibioticos
de uso clinico o veterinario, asi como la ausencia de factores de virulencia
(Snydman, 2008).

Los prebioticos se definen como “ingredientes no digeribles de alimentos
que producen un efecto benéfico en el hospedero por la estimulacion selectiva
del crecimiento y/o actividad de un numero limitado de bacterias” (Lactobacilos y
Bifidobacterias) (Gibson & Roberfroid, 1995). Una gran variedad de moléculas en
los alimentos puede ser prebidticos, pero la gran mayoria son fibras dietarias,
tales como los oligosacaridos. Entre los principales oligosacaridos que son

considerados como  probidticos se encuentran la inulina, los
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galactooligosacaridos (GOS), fructooligosacaridos (FOS), oligosacaridos de la

soja (SOS) y xiloligosacaridos (Bode, 2012).

Por su parte, los simbiéticos son alimentos que tienen una combinacién de
probioticos y prebiodticos que pueden estimular e incrementar la supervivencia de
cepas bacterianas especificas del tracto gastrointestinal (TGI). Un ejemplo de
esto es la leche humana, ya que contiene tanto bacterias como oligosacaridos
(Bode, 2015; Gronlund y col., 2007; Gueimonde y col., 2007). Con base en las
observaciones del contenido de la leche humana y sus beneficios para la salud,
algunas formulas infantiles han sido adicionadas con probidticos,
galactooligosacaridos y fructooligosacaridos para imitar los efectos de la leche

humana cuando la lactancia materna no es posible.

Uso de Probioéticos para Prevenir o Tratar la Alergia Alimentaria

La idea de una correlacion estricta entre la composicion de la microbiota intestinal
y la predisposicion de enfermedades alérgicas es apoyada por varias
observaciones de cambios en la microbiota intestinal de nifios atdpicos con alta
prevalecia de Clostridia (Moradi y col., 2002; Smehilova y col., 2008). El hecho
de que estos cambios en la composicion de la microbiota intestinal estén
implicados en la patogénesis de desérdenes alérgicos, ha incrementado la
atencion de investigadores en el uso de probidticos con el fin de tratar y/o prevenir
reacciones alérgicas (Lee y col., 2008). En este marco, se ha sugerido que una
modificacion inmediata de la colonizacion posnatal podria ser util para prevenir
enfermedades alérgicas. Con base en este principio, a un grupo de 124 infantes
se les administré desde el primer dia de nacimiento hasta los 6 meses de edad
una formula de leche de vaca suplementada con los probidticos Bifidobacterium
longum 999 y Lactobacillus rhamnosus y a otro grupo de 121 infantes se les
administré solo la formula. A la edad de 5 afos, no se encontré diferencias
significativas entre los dos grupos con respecto al desarrollo de asma y alergia

alimentaria. Los autores concluyeron que la suplementacion temprana con
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probidticos no tiene un impacto en la prevencién del desarrollo de enfermedades

alérgicas (Lin, 2014).

Otros estudios sugieren que la suplementacion de probidticos (B. breve M-
16V y B. longum BB536) tanto a la madre durante las ultimas semanas de
gestacion, como al infante durante sus primeros seis meses de vida reduce el
riesgo de desarrollar dermatitis atdpica a los 18 meses de edad (Enomoto y col.,
2014). La suplementacion prenatal o posnatal solas, no ejercen una influencia en
el riesgo de sensibilizacion (Zhang y col.,, 2016). Sin embargo, un reciente
metaanalisis en el cual se incluyeron 17 ensayos dirigidos a evaluar el efecto de
la suplementacién prenatal y/o posnatal en la reduccién del riesgo de desarrollar
atopia e hipersensibilidad alimentaria, indicé que la suplementacién combinada
de probidticos en la etapa prenatal y posnatal reduce el riesgo a la sensibilizacion
a proteinas alimentarias. Sin embargo, el hecho de que hasta el momento el uso
de los probidticos para el tratamiento de alergias alimentarias no esté
consolidado no significa que deba ser descartado, ya que existe una amplia
variedad de microorganismos que no han sido evaluados ademas del método de

suplementacion que incluye el tiempo y la dosis.

Los resultados de estudios dirigidos a evaluar el uso de probidticos en
férmulas lacteas como terapia para el tratamiento de alergias alimentarias son
contradictorios. Mientras que algunos estudios muestran que la suplementacion
con L. casei CRL431 vy Bifidobacterim lactis Bb-12 en una férmula
extensivitamente hidrolizada (FEH) no es efectiva para tratar la alergia a la leche
bovina en infantes (Hol y col., 2008), otros muestran que la suplementacién con
Lactobacillus GG (LGG) en una FEH es efectiva para promover la tolerancia
inmunoldgica en nifios alérgicos a la leche bovina. (Canani y col., 2012). Estas
diferencias pueden ser explicadas por el hecho de que diferentes cepas de
bacterias, incluso de la misma especie, pueden tener diferentes propiedades de

adhesidn, agregacion, inhibicion competitiva y desplazamiento de patégenos, por
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lo cual se requiere de la comprension de estas propiedades cuando se utilizan

combinaciones de probidticos (Soh & Shek, 2016).

El posicionamiento de organismos internacionales respecto al uso de
probiéticos es que se requieren mas evidencias para soportar el uso de
probidticos para la prevencidon y manejo de alergias alimentarias (Muraro y col.,
2014). Sin embargo, también se considera que la administracion de férmulas
suplementadas con probioticos y/o prebioticos no plantean problemas de
seguridad con respecto al crecimiento infantil ni desarrollan efectos adversos.
(Braegger y col., 2011). Particularmente, la Organizacién Mundial de Alergias
(OMA) convocoé a un panel de expertos en el afo 2015 para desarrollar
recomendaciones basadas en evidencias sobre el uso de probidticos en la
prevencion de alergias. Se determin6d que existe un probable beneficio del uso
de los probidticos principalmente para la prevencion de eccema y se sugirio la
suplementacion con probidticos en mujeres embarazadas y madres en lactancia,
asi como en nifios con un alto riesgo de desarrollar alergia. Sin embargo, todas
estas recomendaciones son condicionales y estan respaldadas por ensayos de
baja calidad (Fiocchi y col., 2015).

Aunque actualmente no se ha llegado a un acuerdo en comun entre los
diferentes organismos internacionales pertinentes al tema, sobre si la
suplementacién con bacterias probidticas puede corregir las alteraciones en
microbiota de niflos con alergia a los alimentos. Se han propuesto algunos
mecanismos por los cuales los probidticos pueden ejercer un efecto benéfico en
esta patologia.

Mecanismos Propuestos de la Accion de los Probiéticos en la Patogénesis
de las Alergias Alimentarias Mediadas por IgE

Entre los factores de riesgo genéticos y ambientales asociados a la induccioén de
alergia alimentaria podemos encontrar: el sexo masculino, polimorfismos en los

genes de IL-10 e IL-13, parto por cesarea, bajos niveles de vitamina D, dietas
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occidentales bajas en fibra y una falta de exposicién microbiana en las etapas
iniciales de la vida (Ashley y col., 2015). Con relaciéon a esto ultimo, hay un
aumento en la evidencia que muestra que los patrones alterados en la exposiciéon
microbiana en las etapas iniciales de la vida, pueden conducir al desarrollo de
alergia alimentaria por una influencia negativa en el desarrollo del sistema
inmune (Tamburini y col., 2016). De este modo, la microbiota intestinal puede
ser considerada un potencial blanco para la prevencion y como terapia de
intervencion de la alergia alimentaria. Por todo lo anterior, se han propuesto
algunos mecanismos por los cuales los probidticos pueden ejercer un efecto
benéfico en esta patologia, como la induccién de células T reguladoras por medio
de metabolitos producidos por las bacterias, induccién de la produccion de

anticuerpos IgA y despolarizacion de respuestas de tipo Th2 a Th1.

Metabolitos Microbianos y la Induccion de Tolerancia

La tolerancia inmunoldgica es un estado de falta de respuesta del sistema inmune
a sustancias o tejidos que tienen potencial de inducir una respuesta inmune. La
evidencia actual sugiere que la microbiota y sus metabolitos, junto con la
exposicion de factores dietarios en etapas iniciales de la vida, influyen de manera
critica en el establecimiento de tolerancia inmune a antigenos alimentarios (Kim
y col., 2016). Por ejemplo, los acidos grasos de cadena corta producidos por
bacterias probiéticas durante la fermentacion de fibra dietética pueden estimular
a las células dendriticas para producir IL-10 (via GRP109A) y de esta manera
lograr la induccion de células T reguladoras (Smith y col., 2013). Este mecanismo
esta relacionado a la supresion de respuestas inflamatorias contra bacterias
comensales y a un aumento en la maduracion de células dendriticas reguladoras.
Logrando de esta manera la induccion de tolerancia inmunolégica (Aureli y col.,
2011). En este contexto, el butirato, un metabolito de la fermentacién de fibra
dietaria por parte de las bacterias, puede regular la expresion génica mediante la
inhibicion de la deacetilasa de histonas (DACH). La inhibicién de la DACH 9y 6
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aumenta la expresion del gen FoxP3 y la produccion e induccion de células T

reguladoras (Tao y col., 2007).

La microbiota intestinal también puede estimular a las células dendriticas
en las placas de Peyer para producir el factor transformante de crecimiento 3
(TGF- B), CXCL13 y proteina activadora de células B, que conducen al cambio
de clase y produccion de IgA (Suzuki y col., 2010). El sistema de IgA secretoras
es considerado un factor importante en la patogénesis de la alergia alimentaria,
debido a que un retraso en el desarrollo de células B productoras de IgA o una
insuficiente produccién parecen contribuir sustancialmente al desarrollo de

alergia alimentaria (Ohnmacht y col., 2015).

Despolarizacion de Respuestas de Tipo Th2 a Th1

La interaccion de la microbiota con el tracto gastrointestinal es una de las sefales
ambientales que estimulan la diferenciacion de las células T, principalmente
hacia tipo Th1 y T reguladoras. Hay evidencias de que, a través de receptores de
reconocimiento de patrones, tales como los receptores tipo toll (TLR), las
bacterias probidticas intestinales pueden inducir un tipo de respuesta inmune. Se
ha encontrado que la activacion del TLR2 por bacterias tales como Bacteroides
fragilis induce un cambio de respuestas de tipo Th2 a Th1 (De Kivit y col., 2014).
En este sentido, Pohjavuori y col. (Pohjavuori y col., 2004) mostraron que el
Lactobacillus rhamnosus GG puede incrementar la produccién de interferén
gamma (IFN-y) por parte de las células mononucleares de sangre periférica y
suprimir la secrecion de IL-4, promoviendo un cambio de la respuesta hacia tipo
Th1 en nifos con alergia a la leche de vaca. En general, los reportes publicados
muestran que una despolarizacion en la respuesta alérgica esta mediada por
distintos metabolitos de los microorganismos que estimulan la produccién de
citocinas que promueven un balance hacia la respuesta Th1 o de células T
reguladoras.
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Uso de Modelos Animales Para la Investigacion de los Principales
Alérgenos Asociados con Alergia Alimentaria

Actualmente hay un gran interés por el entendimiento de los mecanismos
inmunoldgicos y factores de riesgo asociados con el desarrollo de alergia a los
alimentos. Sin embargo, las investigacion de la alergia alimentaria en humanos
es limitada, debido a la preocupacion ética y a la posibilidad de desarrollar
reacciones anafilacticas fatales (Bock y col., 2001). Por lo cual, los modelos
animales tienen un gran potencial como herramienta de investigacion. Estos
pueden ser utilizados para predecir posibles factores desencadenantes de
alergia, para identificar los posibles mecanismos implicados en el establecimiento
de la alergia, asi como la prueba de nuevos tratamientos terapéuticos o alimentos
antialergénicos (Aldemir y col., 2009; Lehrer & McClain, 2009).

Entre los animales que han sido utilizados como modelo para investigar la
alergia alimentaria, podemos encontrar a los llamados pequefios animales
(ratones, ratas y conejillos de indias) y los grandes animales (perros, cerdos y
ovejas). El uso de cada modelo animal tiene sus ventajas, por ejemplo, en el caso
de los grandes animales, los cerdos tienen una gran similitud en la fisiologia
intestinal anatémica e histolégica comparada con la de los humanos (Helm y col.,
2003), los perros son una de las pocas especies que pueden desarrollar alergia
alimentaria de manera natural (Paterson, 1995) y las ovejas tienen un tamafno y
fisiologia similar al de los humanos y su uso implica menores restricciones éticas
(Meeusen y col., 2009).

En general, las principales ventajas del uso de modelos animales grandes
son la capacidad de realizar experimentos en serie dentro de la misma cohorte
de animales y su relativa longevidad, lo que permite investigaciones mas
relevantes sobre enfermedades cronicas y la evaluacion de terapias especificas
a largo plazo (Van Gramberg y col., 2013). Sin embargo, algunas de las

desventajas que presenta el uso de modelos animales grandes es el
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conocimiento limitado acerca de su sistema inmune y una baja disponibilidad de
herramientas y reactivos para estos modelos, lo cual ha conllevado a limitar su

uso en la investigacion de alergias alimentarias (Van Gramberg y col., 2013).

Por otro lado, los modelos animales pequefios son predominantemente
utilizados en los laboratorios de investigacion por su tamano, facil manejo, ciclos
cortos de crianza, relativo bajo costo de adquisicion y mantenimiento (Aldemir y
col., 2009; T. Liu y col., 2016). Entre estos, el uso de especies murinas en la
investigacion en las ultimas décadas, ha llevado al desarrollo continuo de
herramientas celulares y moleculares que han permitido realizar investigaciones
de los posibles mecanismos implicados en el establecimiento de la alergia (Van
Gramberg y col., 2013). En este contexto, los ratones han ganado relevancia
debido a una caracterizacidn mas completa de su biologia, sistema inmunoldgico
y composicion genética. Lo que ha llevado al predominante uso de los ratones
para el desarrollo de modelos murinos de alergia alimentaria (Liu y col., 2016;
McClain & Bannon, 2006).

Modelos Murinos de Alergia Alimentaria

Actualmente se han desarrollado diferentes modelos de alergia alimentaria en
ratones y ratas, los cuales tienen algunas diferencias que pueden influir en los
resultados y dificulta la comparacién entre los diferentes modelos. Sin embargo,
los ratones son usados de manera preferencial para el desarrollo de modelos de
alergia alimentaria debido a la necesidad de usar una menor cantidad de proteina
alergénica para las evaluaciones y por la mayor disponibilidad de herramientas y
reactivos disponibles para este modelo su corto tiempo de generacion entre
camadas, la posibilidad de agregar un gran numero de individuos en cada grupo
de estudio y el relativo bajo costo de compra y mantenimiento, comparado con
otros modelos animales (Gonipetay col., 2015). Ademas, se ha reportado que la
estructura general del sistema inmune del ratébn es muy similar a la del humano

(Haley, 2003). Por su capacidad de producir anticuerpos IgE e IgG1, las cepas
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de ratones C3H/Hed, BALB/c, C57/BL6, and DBA/2 han sido la mas utilizadas en
las investigaciones enfocadas en desarrollo de modelos de alergia alimentaria
(McClain & Bannon, 2006).

No obstante, un obstaculo involucrado en el desarrollo de modelos
murinos de alergia alimentaria es la tendencia del sistema inmune a desarrollar
tolerancia a los antigenos ingeridos (Bernard y col., 2014), por lo cual es
recomendable evitar el consumo de la proteina de estudio por al menos dos
generaciones (Bernard y col., 2014; Knippelsy col., 1998). Otros factores que han
sido reportados para afectar el desarrollo de una respuesta inmune especifica al
alérgeno (anticuerpos IgE o IgG1) son: la dosis de alérgeno implementada
durante la sensibilizacidn y el numero de los retos, asi como el tipo de adyuvante
usados (Gonipeta y col., 2015). Ademas, otros factores como la ruta de
exposicion (Dunkin y col.,2011), dano de la barrera epitelial (alcohol o toxinas),
efectos de la matriz alimentaria (lipidos, azucares y agregados de proteinas en
el extracto de proteina), contaminacion microbiana de los extractos proteicos,
composicidén de la microbiota y la cepa de animales usados en los experimentos
pueden impactar en el resultado final de los modelos (Liu y col., 2016; Smity col.,
2015).

Actualmente se han desarrollado algunos modelos murinos de alergia
alimentaria inducidos por via oral e intraperitoneal, los cuales en su mayoria
involucra el uso de adyuvantes (Liu y col., 2016). Con base en los parametros
que se evaluan, los modelos murinos de alergia alimentaria pueden ser divididos
en dos tipos: modelos de respuesta inmune mas enfermedad (enfocados tanto
en la respuesta de anticuerpos IgE, asi como medicion marcadores de una
respuesta efectora, como la evaluacion de subconjuntos celulares (células Th1y
Th2), liberacion de mediadores alérgicos (mMMCP-1, histamina, citocinas) y la
aparicion de sintomas de hipersensibilidad (puntuacion de anafilaxis y cambios
en la temperatura corporal) (Smit y col., 2015) y modelos de respuesta inmune

(s6lo enfocados en la produccién de anticuerpos IgE) (Gonipeta y col., 2015). El
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uso de modelos murinos de respuesta inmune es utilizado por lo general para
evaluar el potencial de sensibilizacion de nuevas proteinas alimentarias, ya que
la presencia de anticuerpos IgE es un marcador de sensibilizacion y un
prerrequisito para el desarrollo de una respuesta alérgica (Oettgen, 2016). Sin
embargo, se ha reportado que la presencia de anticuerpos IgE no garantiza el
desencadenamiento de la fase efectora después de un reto con el alérgeno. De
esta manera, es esencial que un modelo murino de alergia alimentaria que sera
usado para evaluar nuevos tratamientos terapéuticos antialergénicos, sea capaz
de generar tanto una respuesta de anticuerpos IgE, asi como una respuesta
alergénica desencadenada después de un reto oral, que pueda ser evaluada por

marcadores de la fase efectora.

En este sentido, modelos murinos de alergia a la tropomiosina de camaron
y a proteinas del cacahuate han sido utilizadas para evaluar el efecto terapéutico
de la suplementacion con probidticos (Barletta y col., 2013; Schiavi y col., 2011).
La suplementacién con probidticos podria representar una alternativa para
acelerar la adquisicion de tolerancia en nifios con alergia a las proteinas de la
leche o huevo. Sin embargo, actualmente no existe un modelo murino de alergia
alimentaria a caseina u ovoalbumina (principales alérgenos de la leche bovina y
huevo, respectivamente) en un formato libre de adyuvantes que permita evaluar

este efecto.

Debido a que en los humanos la sensibilizacién y la respuesta alérgica a
las proteinas de los alimentos son eventos tipicamente iniciados por la via oral,
la ruta oral parece ser la mas relevante para el desarrollo de un modelo murino
de alergia alimentaria a caseina u ovoalbumina. Los modelos murinos de alergia
alimentaria de sensibilizacion oral basados en el aumento del pH gastrico
mediante la administracion de medicamentos antiacidos, con el fin de disminuir
la digestién peptidica para conservar la inmunogenicidad de las proteinas para
que se pueda promover una respuesta de anticuerpos IgE, parecen ser una

buena opcion para desarrollar un modelo de alergia a caseina. El sucralfato es
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un complejo aluminio-sacarosa-sulfato utilizado para el tratamiento de ulceras
gastricas (Garnett, 1982; Untersmayr y col, 2003) y tiene la capacidad de
incrementar el pH estomacal (Bruner y col, 2009), ademas de inhibir a la enzima
digestiva pepsina y adsorber sales biliares (Garnett, 1982). Ademas, se ha
demostrado que el consumo constante de sucralfato puede promover la
sensibilizacidn e hipersensibilidad a las proteinas de los alimentos tanto en
ratones como en humanos (Schdl y col, 2005). Ademas, la respuesta alérgica
asociada al consumo de sucralfato en el raton conduce a cambios morfolégicos
intestinales e inmunoldgicos similares a la respuesta alérgica humana (Pali-Schol
y col, 2008). De este modo, en la presente investigacion se plantea utilizar el
sucralfato para sensibilizar a caseinas bovinas y ovoalbumina de forma oral a
ratones BALB/c, con el objetivo de desarrollar un modelo murino de alergia a
caseina y ovoalbumina que permita evaluar el efecto de la suplementaciéon con

probidticos sobre la modulacion de la respuesta inmune.
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Justificacion

Las caseinas son el principal componente proteico de la leche bovina asociado a
la alergia persistente a este alimento. Hasta el momento, el Unico tratamiento
disponible para este trastorno consiste en evitar el alérgeno o consumir formulas
de proteina de leche extensivamente hidrolizadas cuando estas son toleradas.
Es posible que la suplementacion con probidticos acelere la adquisicion de
tolerancia en nifios afectados con alergia a la leche bovina. Sin embargo, hasta

antes del presente estudio no existia un modelo apropiado para su evaluacion.

Hipotesis
La administracion intragastrica de proteinas alimentarias (caseinas bovinas y
ovoalbumina) con sucralfato a ratones BALB/c induce una sensibilizacion cuya
respuesta efectora puede ser evaluada con el marcador MCP-1 permitiendo asi

estudiar la despolarizacion potencial de la respuesta alérgica mediada por los

probiéticos.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y Aspectos Eticos

Se utilizaron ratones BALB/c libres de patégenos de 4 a 6 semanas de edad, los
cuales fueron criados y alimentados con una dieta libre de proteinas de leche
bovina y proteinas de huevo de gallina por al menos dos generaciones. Ratones
hembra BALB/c de segunda generacién y subsecuentes fueron utilizadas en
todos los ensayos. Los animales en estas condiciones estuvieron disponibles en
el bioterio de la Unidad Académica de Ciencias de la Nutricién de la Universidad
Auténoma de Sinaloa. Agua y alimento estuvieron disponibles ad libitum vy
durante todos los experimentos se continué empleando una dieta libre de
proteinas de leche bovina y proteinas de huevo. La temperatura del ambiente se
mantuvo entre 20 y 24 °C con una humedad relativa entre 45 y 55% con un ciclo
de 12 h luz/oscuridad. Todos los experimentos en animales fueron aprobados por
el comité de ética de la Unidad Académica de Ciencias de la Nutricion de la
Universidad Autonoma de Sinaloa (CE-UACNyG-2014-JUL-001) (Anexo ).

Evaluacion de Cambios de pH en Fluido Gastrico Simulado Después de la

Adicion de Sales de Hank’s + NaHCO3 7.5% y Sucralfato
Se preparo fluido gastrico simulado (FGS; 0.084N HCI, 35mM NacCl) a un pH de
1.2. Se determiné el pH del FGS (10 mL) en diferentes puntos de tiempo (0 a 120
minutos) después de agregar 2.5 mL de una solucién de Sales de Hank’s +
NaHCOs 7.5% (relacion 1:4), 2.5 mL de sucralfato (1 g de SUC/ 5 ml de
suspension; Unival, Senosiain) o 2.5 mL de solucién salina de fosfatos (PBS;
control negativo). Adicionalmente, se evalué el efecto dosis-dependiente
agregando al FGS diferentes concentraciones de las sustancias evaluadas
(Relacion 1:10, 1:5, 1:2 y 1:1 sustancia/FGS) (Figura 4).
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2.5 ml

* Sales de Hank’s + NaHCO; 7.5%

. Sucra!fato . : 10 mL

* Solucidén Salina de fosfatos —25 Fluido gastrico simulado
) 0.084N HCI, 35mM NaCl
% pH 1.2

‘ Evaluacién de pH

1,2,5,10,20,30,60y 120
Minutos

Figura 4. Evaluacion de cambios de pH en FGS.
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Ensayo de Digestibilidad de Caseinas en FGS pH de 1.2 y Condiciones
Alcalinas (pH 8.1)
Se realizaron ensayos de digestibilidad de caseinas bajo dos diferentes
condiciones: a) digestiéon con pepsina y fluido gastrico simulado, pH 1.2 y b)
digestion con pepsina, fluido gastrico simulado, mas una solucion de Sales de
Hank’s + NaHCO3 7.5%, pH 8.01. Los ensayos se realizaron siguiendo la
metodologia establecida por Thomas y col. (Thomas y col., 2004), con algunas
modificaciones (Tabla |) Para todos los ensayos se pesd una muestra de
aproximadamente 10.0 mg de alfa-caseinas (MP BIOMEDICALS, #195096), la
cual fue disuelta en 1.0 mL de PBS. Posteriormente, se realizdé una cuantificacion
de proteina mediante el método del acido bicinconinico (BCA) (Scientific, 2013).
Con base en la concentracién de proteina, se prepard una solucion a una
concentracion de 5 mg/mL. Para el ensayo de digestibilidad en pH de 1.2, se
agregaron 60 pL de la solucion de caseinas (300 mg de caseinas) en un vial que
contenia 1.14 mL de fluido gastrico simulado (FGS; 0.084N HCI, 35mM NaCl, pH
1.2) y 3000 U de pepsina (10 U de actividad de pepsina/ug de caseinas). En
cuanto al ensayo de digestibilidad en pH de 8.01, se agregaron 60 uL de la
solucion de caseinas (300mg de caseinas) en un vial que contenia 570 mL de
FGS, 3000 U de pepsina y 570 mL Sales de Hank's + NaHCO3 7.5%,

conservando una relacion de 1:1 (FGS: Sales de Hank’s).

En ambas condiciones, tanto el FGS como la solucién de Sales de Hank’s
+ NaHCO3 7.5%, fueron precalentados aproximadamente a 37°C durante 5
minutos antes de agregar la solucidn de caseinas. Una vez agregadas las
caseinas, el contenido del vial se mezclé mediante agitacion suave e
inmediatamente se colocé en bafio maria a 37°C. Se tomaron muestras de 100
ML alos 0.5, 2, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos después del inicio de la incubacion. La
reaccion en cada muestra de 100uL fue detenida agregando 35 pL de una
solucién de 200mM NaHCOs, pH 11.0, y 35 L de buffer Laemmli 5X (glicerol al

29



Tabla I. Reactivos y procesos utilizados para el ensayo de digestidn con pepsina.

Thomas Digestion Digestion
2004 pH de 1.2 pH=8.0
Inicio de digestion
Volumen 1.6 ML 1.2 mL 1.2 mL
Total
Volumen
Fluido gastrico 1.520 mL 1.14 mL 0.57 mL
simulado
Volumen
SH+NaHCO3 7.5% - - 0.57mL
Volumen
(5 mg/mL) 0.08 mL 0.06 mL 0.06 mL
Pepsina 4000 U 3000 U 3000 U

Recoleccion de muestras a diferentes puntos de
tiempo (0.5, 2, 5, 10, 20, 30, 60 minutos)

Volumen por

tiempo 200 pL 100 uL 100 uL
Fin de digestion (Soluciéon Stop)
Volumen
(200 mM 70 uL 35 uL 35 uL
NaHCO3, pH 11)
Volumen
(5X Laemmli 70 yL 35 uL 35 uL
buffer)
Evaluacion de digestion por SDS-PAGE
Volumen SDS-
PAGE 15 uL 15 uL 15 uL
Muestra de
proteina 2.2 ug 2.2 ug 2.2 ug
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@ Inicio de digestion
( pH 1.2 h
&-.j’ 1.14 mL FGS_
_ 3000 U de pepsina )

60 pL p N
(300 mg CAS) pH 8.0
570 pL FGS/570 pL SH
_ 3000 U de pepsina )

Volumen total
1.2 mL

‘ Bafio Maria con agitacion a 37°C

@ Recoleccion de muestras a diferentes tiempos
100 pL por vial

o &

2 5 10 20
Minutos

@ Fin de la digestion

[ 35uL + 35uL J

200mM NaHCO3, pH 11 buffer Laemmli 5X

‘ Calentamiento a 95°C por 5 min

Evaluacion de digestion por SDS-PAGE

Volumen para SDS-PAGE
15 plL de solucion de cada tiempo

Figura 5. Ensayos de digestion de caseina con pepsina en condiciones

fisiolégicas y alcalinas.
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Tabla Il. Ingredientes para la preparacion de los geles de apilamiento y de

resolucion.

Reactivo

Gel separador

Gel de resolucion

4%

7.5% 12% 15%

30% Acrilamida/bis
0.5M Tris-HCI, pH 6.8
1.5M Tris-HCI, pH 8.8
10% SDS

diH20
TEMED
10% APS

Volumen total

1.98 mL
3.78 mL
0 mL
150 pL

9.0 mL
15 pL
75 uL

15 mL

3.75mL 6.0mL 7.5mL

3.75mL 3.75mL 3.75mL
150 uL 150 puL 150 pL

7.28mL 5.03mL 3.52mL
7.5 uL 7.5mL  7.5mL
75 uL 75 L 75 uL

15 mL 15 mL 15 mL
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40%, B-mercaptoetanol al 5%, SDS al 10%, Tris 0.33M, azul de bromofenol al
0.05%, pH 6.8) (Laemmli, 1970). Una vez detenida la reaccién, las muestras
fueron inmediatamente calentadas a 95°C por 10 minutos y almacenadas a -20°C

para su posterior analisis en SDS-PAGE (Figura 5).

Las muestras de digestion de caseinas en el tiempo cero para ambas
condiciones de digestion, se prepararon inactivando a la enzima pepsina
mediante la adicion de la solucion de 200mM NaHCQOS3, pH 11, y de buffer
Laemmli 5X antes de agregar la solucion de caseinas al vial del ensayo.
Adicionalmente, se incluyé en los analisis controles de autodigestion (pepsina sin
la proteina de prueba) y control de estabilidad de la proteina evaluada (solucion
de la reaccion con la proteina de prueba, pero sin pepsina). Ambos controles se
trataron de la misma manera que las reacciones de prueba, pero sélo fueron

preparados para los tiempos 0 y 60 minutos.

Electroforesis SDS-PAGE de Caseinas

Se utilizaron geles de poliacrilamida a una concentracién de 15%, con 15 pozos
en cristales de 1mm de espesor, los cuales fueron preparados en nuestro
laboratorio con base en la metodologia descrita en el protocolo de elaboracién
de geles de BIORAD (Biorad, 2018) (Tabla Il). Durante el proceso de digestion,
se colectaron muestras (15 uL) en cada punto de tiempo (2.2 ug de caseina), los
cuales se cargaron en cada carril y se sometieron a electroforesis de SDS-PAGE
en condiciones reductoras, de acuerdo con la metodologia descrita por Laemmli
(Laemmli, 1970). Se utilizd un marcador de peso molecular de amplio rango
(SIGMA, Cat # S8445-1VL) el cual contiene 12 proteinas con pesos moleculares
conocidos que van desde 6,500- 200,000 Da. La electroforesis se llevd a cabo a
un voltaje constante de 200 Volts con una duracion entre 45 a 50 minutos en
buffer de corrida.

33



Fijaciéon y Tinciéon de Geles SDS-PAGE

Una vez terminada la electroforesis, cada gel fue colocado de manera individual
en un recipiente de vidrio y lavado con 200 mL de agua destilada con agitacion
suave durante 5 minutos. Al final de cada lavado el agua fue retirada y el proceso
fue repetido en 3 ocasiones. Después del ultimo lavado, los geles fueron fijados
con una solucién de metanol (50%), acido acético (10%) y agua destilada (40%)
por 30 minutos con agitacion suave. La tincion se realizé agregando 50 mL de
Bio-Safe Coomassie stain (BIO-RAD, Bio-Safe™ Coomassie G-250 Stain, Cat.
161-0786) al recipiente del gel. Los geles se tifieron durante un periodo de 2-4
horas con agitacion suave. Terminado este proceso, los geles se lavaron como
se describid anteriormente y destefidos con una solucién de metanol (30%) acido

acético (5%) y agua desionizada (65%).

Sensibilizacion Oral a Proteinas Alimentarias

Grupos de 6 ratones hembra fueron sometidos al protocolo de sensibilizacion
intragastrica a caseina u ovoalbumina (Brunner y col., 2009). El protocolo consta
de dos principales pasos: 1) la neutralizacion o aumento del pH estomacal y 2) la
administracién intragastrica del alérgeno. Para la neutralizacion del pH
estomacal, se les administr6 a los ratones de forma intragastrica mediante
sondas de caucho 100 pL de una solucién de Sales de Hank’s mas NaHCOs al
7.5%. Después de 5 minutos, los ratones se sensibilizaron de manera
intragastrica con una solucién que contenia 0.2 mg de caseina u ovoalbumina en
100 yL de PBS mas 50 pL del antiacido sucralfato (1 g de SUC/ 5 mL de
suspension; Unival, Senosiain). El procedimiento de sensibilizacion intragastrica
se repiti6 semanalmente en 8 ocasiones (dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42y 49) (Figura
6). Como grupo control, ratones recibieron solamente PBS mas sucralfato. Antes
de cada sensibilizacion intragastrica los ratones se sometieron a un ayuno de 12

horas.
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Sensibilizacion intragastrica

Grupo 1: PBS + Sucralfato + 0.2 mg caseina
Grupo 2: PBS + Sucralfato + 0.2 mg caseina
Grupo 3: PBS + Sucralfato + 0.2 mg caseina
Grupo 4: PBS + Sucralfato + 0.2 mg caseina
Grupo 5: PBS + Sucralfato + 0.2 mg ovoalbimina
Grupo 6: PBS + Sucralfato + 0.2 mg ovoalbimina
Grupo 7: PBS + Sucralfato + 0.2 mg ovoalbumina

Sensibilizacion
intragastrica

Ratones BALB/c l
f \
6/grupo 1 | ] | | 1 1 1 ]
1 1 1 1 1 1 1 1 1 >
Dia 0O 7 14 21 28 35 42 49 52
Prelnmune 0.2mg /100 WL PBS + Inmune
50 L sucralfato "

* Toma de muestra de sangre para la evaluacion de anticuerpos IgE al alérgeno
(caseinas u ovoalbumina)
Antes de cada sensibilizacién los ratones fueron sometidos a 12 horas de ayuno.

Figura 6. Protocolo de sensibilizacion intragastrica.
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Se tomaron muestras de sangre de la vena de la cola, previo a la primera
inmunizacion (preinmune; dia 0) y a los 52 dias posteriores de la primera

inmunizacion (inmune).

Sensibilizacién Intraperitoneal a Alérgenos Alimentarios (Caseina y
Ovoalbumina)
Grupos de 6 ratones hembra fueron sometidos al protocolo de sensibilizacién
intraperitoneal de 35 dias a caseina u ovoalbumina. Los ratones recibieron una
dosis de 50 pg de caseina u ovoalbumina en 200 uL de PBS estéril de manera
intraperitoneal en 3 ocasiones (dia 0, 14 y 28). Se obtuvieron muestras de sangre
de la vena de la cola, previo a la primera exposicidn intraperitoneal al alérgeno y
7 dias después de la ultima exposicion (dia 35). El grupo control solo recibié de

manera intraperitoneal la solucién de PBS (Figura 7).

Toma de Muestra de Sangre y Sacrificio de Animales

En cada toma de muestra fue obtenido de la vena de la cola de los ratones un
volumen de sangre de 100-150 uL. Las muestras se dejaron coagular toda la
noche a 4°C y posteriormente fueron centrifugadas a 1500 g por 15 min. Las
muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su uso. Todos los animales fueron

sacrificados por dislocacién cervical una vez terminado los ensayos.

Reto Oral con el Alérgeno

Con el objetivo de evaluar la fase efectora de la alergia alimentaria, los ratones
fueron sometidos a un reto oral con el alérgeno al que fueron sensibilizados. El
reto oral fue llevado a cabo 7 dias posteriores de la ultima exposicién al alérgeno,
independientemente de la via de administracion (oral o intragastrica). El reto
consistio en la administracion intragastrica de 2.0 mg de caseinas u ovoalbumina

(dependiendo del alérgeno al que fue sensibilizado) disueltos en 250 uL de PBS.
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Sensibilizacion

intraperitoneal
A
|
l | |
Ratones BALB/c | | I
6/grupo Dia 0 14 28 35
3
l ( 0.05 mg /200 L PBS l
Muestra de Muestra de
sangre sangre

Dia 0: Muestra de sangre preinmune
Dia 35: Muestra de sangre inmune

Figura 7. Protocolo de sensibilizacion intraperitoneal de 35 dias.
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Se evalud la temperatura corporal mediante un termémetro digital, previo a la
administracion intragastrica del alérgeno y 30 minutos posteriores.
Adicionalmente, se tomaron muestras de sangre de la vena de la cola 30 minutos
después de la administracidn intragastrica del alérgeno, para la evaluacion de la

proteasa 1 de mastocitos (mMMCP-1).

Evaluacion de mMCP-1 en Suero

La concentracion de proteasa 1 de mastocitos (mMMCP-1) en suero fue evaluada
mediante el kit comercial mMCP-1 ELISA kit (BioLegend, Cat # 432702)
siguiendo las instrucciones del fabricante. En breve, el anticuerpo de captura se
diluydé 1:200 en buffer de cubierta y se agregé un volumen de 100 uL por cada
pozo y se dejé incubar toda la noche a 4 °C. Posteriormente las placas se lavaron
(4 veces) con 300 uL de buffer de lavado. Las placas se bloquearon con suero
fetal bovino al 10% por 2 horas a temperatura ambiente. Subsecuentemente, las
placas se lavaron (4 veces) y se agregaron por duplicado 100 pL del estandar de
mMCP-1 (7 diferentes concentraciones 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125y 62.5
pg/mL) y las muestras a evaluar. Las placas se incubaron por 2 horas a
temperatura ambiente y después fueron lavadas nuevamente (4 veces).
Posteriormente se agregd a cada pozo 100 uL del anticuerpo de deteccién y se
incubé de nuevo 1 h a temperatura ambiente. Se lavd nuevamente en 4
ocasiones y se agreg6 a cada pozo 100 pL del complejo Avidina-HRP. Se incubd
durante 30 min a temperatura ambiente y se realizaron 5 lavados. Se agregaron
100 L de sustrato TMB y se incubd en la oscuridad durante 30 min. La reaccion
se detuvo agregando 100 pL de H2SO4 2N y la absorbancia se leyé a 450 nm

después de 5 minutos de detenida la reaccién.

38



Evaluacién de Anticuerpos IgE por Ensayos de Inmunoadsorcién Ligado a
Enzimas
Los anticuerpos IgE especificos a caseinas y ovoalbumina fueron determinados
por ensayos de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA por su acronimo en
inglés; Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) como se describe a continuacion:
microplacas de 96 pozos fueron cubiertas con 20 ug de caseinas u ovoalbumina
en 100 pL de buffer de cubierta pH 9.5 (NaHCO3 0.099 mol/L; Na2COs 0.033
mol/L) e incubadas por 18 h a 4°C. Las placas fueron lavadas (200uL/pozo) con
una solucién de PBS pH 7.4 (NaCl 0.136.8 mM; Na2HPO4 8.1 mM; KH2PO4 1.4
mM; KCI 2.6 mM) / Tween 20 (FagalLab, Cat. 2377) al 0.05% y bloqueadas por 2
h con una solucion de suero fetal bovino al 10% en PBS pH 7.4. Las muestras de
suero de los ratones fueron diluidas 1:10 con solucion de bloqueo (suero fetal
bovino al 10% en PBS pH 7.4). Volumenes de 100 pL de los sueros diluidos 1:10
fueron colocados en los pozos de las microplacas y se dejé incubar toda la noche
a 4°C. Posteriormente, las placas fueron lavadas en 3 ocasiones y se agregaron
100 pL de anticuerpo anti-lgEa de ratén acoplado a biotina (BioLegend. Cat #
408804) diluido 1:250 en solucion de bloqueo (concentracion final de 2 pg/mL).
Las placas fueron incubadas por una hora a temperatura ambiente y
posteriormente lavadas (3 veces). Después de esto, se agregaron 100 pyL por
pozo de un conjugado estreptavidina/peroxidasa de rabano (BioLegend. Cat.
405210) diluido 1:1000 en solucion de bloqueo. Las placas fueron incubadas a
temperatura ambiente por 30 min y después lavadas (6 veces) para
posteriormente agregar 100 uL de sustrato TMB (Thermo Scientific, Cat. 34028).
El color se dejo desarrollar por 30 min y la reaccién se detuvo agregando 50 pL
de H2SO4 2M. La densidad 6ptica se midié a 450 nm en un lector de microplacas
(Thermo Scientific. Cat # 51119000). Todos los sueros fueron analizados por

duplicado.
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Evaluacién de Viabilidad del Probiético VSL#3 y Pruebas de Reto de
Crecimiento con la Biota Intestinal del Ratén
Como fuente de probidticos, se utilizé la mezcla comercial disponible de
probidticos VSL#3. La cual contiene una concentracion de 112.5 billones de 8
diferentes microorganismos Gram positivos por capsula (Lactobacillus
acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaris, L. casei, L. plantarum, Bifidobacterium
longum, B. infantis, B. breve, Streptococcus salivaris subsp. thermophilus). La
concentracion de cada cepa es desconocida y patentada por el fabricante. La
evaluacion de la viabilidad de los probidticos (VSL#3) y el analisis de la biota
intestinal de los ratones se realizaron mediante analisis microbioldgicos. Los
medios de cultivo usados en los analisis microbioldgicos se describen a
continuacion: se utilizé el medio Agar Lactobacilli MRS (Difco™, Cat. 288210), el
cual es un medio especifico para el crecimiento de lactobacilos. Para el
aislamiento y deteccion de enterobacterias patégenas, se utilizé el medio azul de
metileno eosina (EMB) (Merck, Cat. 101347) y el medio agar tripticasa de soya
(TSA) (Merck, Cat. 105458) se utiliz6 como medio para el crecimiento abundante

de microorganismos.

Para realizar la siembra de microorganismos probidticos, primero se
disolvié el contenido de una capsula del probidtico VSL#3 en 10 mL de solucion
salina estéril. Posteriormente, se realizaron 6 diluciones seriadas 1:10 y de la
ultima dilucién se sembraron 20 yL en agar MRS. Adicionalmente, 20 yL de la
dilucion 4, fueron sembrados en medio EMB. Para evaluar la biota intestinal de
los ratones, se tomd un grupo de 3 animales los cuales fueron sacrificados y se
extrajo un fragmento de yeyuno, el cual fue cortado longitudinalmente para dejar
expuesta la parte apical. De aqui se tomaron muestras con asa microbiolégica
las cuales fueron sembradas en agar MRS y TSA. Veinticuatro horas después se
tomo una colonia de cada uno de los medios y se cultivaron en linea en agar
TSA. Posteriormente se tomaron colonias de la mezcla de probidticos VSL#3 a
diferentes diluciones y se cultivaron de manera opuesta (90°) a la linea
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previamente sembrada (biota del yeyuno) formando asi una interseccién donde

se midio el desplazo y/o inhibicion.

Analisis Estadistico

Los datos se presentan como la media de las mediciones con desviacion
estandar y se analizaron empleando el software estadistico GraphPad Prism
version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). La prueba de Kruskal-Wallis
se utilizd para calcular las diferencias entre grupos. La prueba U de Mann-
Whitney se utilizé para comparar los niveles séricos de mMCP-1 en ratones
sensibilizados y no sensibilizados. Un valor de p < 0.05 se consideré como

diferencia estadisticamente significativa.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de Cambios de pH de Fluido Gastrico Simulado

Parte de los resultados del presente estudio han sido publicados en la revista
Nutrients (Factor de Impacto = 4.196) en el articulo de Aramburo-Galvez y col.,
(2018; doi: 10.3390/nu10070903), titulado “Assessment of the Sensitizing
Potential of Proteins in BALB/c Mice: Comparison of Three Protocols of

Intraperitoneal Sensitization”, el cual se anexa al final del documento (Anexo II).

El modelo murino de alergia alimentaria inducido por via oral
implementado en este proyecto de investigacién se basa en la elevacion del pH
gastrico mediante la administracion de un antiacido, y por consiguiente el bloqueo
o disminucion de la digestion gastrica. De esta manera, las proteinas intactas o
péptidos remanentes pueden ser mejor reconocidas por el sistema inmune y
generar una produccién de anticuerpos IgE especificos al alérgeno (Brunner y
col., 2009). En este sentido, con el objetivo de establecer las condiciones idéneas
para el desarrollo del modelo murino de alergia alimentaria inducido por via oral,
primero se realizaron ensayos in vitro de cambios de pH en fluido gastrico
simulado después de la adicidn de 3 diferentes soluciones, dos de ellas con
capacidad de elevar el pH (sucralfato y Sales de Hank’s+ NaHCO37.5%) y una
como solucion control (PBS), esto con el fin de seleccionar tanto la dosis como
la solucion ideal para elevar el pH gastrico a valores alcalinos antes de la

administracion intragastrica del alérgeno.

En la figura 8 se muestran los resultados de la valuacion de cambios de
pH de FGS después de la adiciéon de tres diferentes soluciones. Una vez
agregado la solucién de PBS los valores de pH del FGS se elevaronde 1.2 a 1.4
desde el primer minuto de reaccién y este valor se mantuvo constante hasta los
120 minutos de reaccion (Figura 8). Por otro lado, cuando el FGS fue mezclado

con el antiacido comercial sucralfato, los valores de pH cambiaron de 1.2 a 2.6 al
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primer minuto de reaccion y el valor del pH de la mezcla fue aumentando de
manera gradual hasta alcanzar un valor de pH maximo de 3.6 a los 120 minutos
de reacciéon (Figura 8). Este aumento de pH puede explicarse debido a la
presencia de hidroxido de aluminio (Al(OH)3) en la formulacién del Sucralfato, el
cual funciona como una base de Brgnsted-Lowry, por lo cual se pueden aceptar
iones de hidrogeno y se neutraliza el acido, con lo cual aumenta el pH del medio.
Sin embargo, a pesar del aumento de pH del FGS promovido por el Sucralfato
(pH de 1.2 a 3.6), estos valores de pH no son suficientes para inducir un bloqueo
de la digestion gastrica de caseina, debido a que se ha reportado que el rango
optimo de actividad de la pepsina es de un pH de 1.2 a 3.5 (Jensen-Jarolim &
Untersmayr, 2006) , valores de pH en los que las caseina son facilmente
degradable (Fu y col., 2002). Por lo cual el uso de Sucralfato como solucion
vehiculo del alérgeno para la sensibilizacion oral, no seria suficiente para lograr

un bloqueo de la digestion gastrica.

En cuanto a la solucidon de sales de Hank’s + NaHCO3 7.5% (relacion
20:80), una vez mezclada con el FGS, los valores de pH del FGS aumentaron de
1.2 a 6.6 desde el primer minuto de reaccion y continuaron aumentando de
manera gradual hasta alcanzar un valor de 8.2 a los 120 minutos de reaccion
(Figura 8).
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Figura 8. Evaluacion de cambios de pH de FGS después de la adicion de tres
diferentes soluciones. Se us6 una relaciéon 1:4 de las soluciones a evaluar y el
FGS. PBS: Solucién de buffer de fosfatos; SH: Sales de Hank’s + NaHCO3 7.5%.
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Estudios previos muestran que la actividad de la pepsina se ve limitada en
valores de pH superiores a 5.0 (Al-Janabi y col., 1972; McPhie, 1972), lo anterior
con base en ensayos de digestibilidad realizados a un pH de 5.0, en los cuales
alérgenos labiles a la digestion como algunas proteinas de leche bovina (entre
ellas la caseina), pescado y avellana permanecen estables (Schdll y col., 2005;
Untersmayr y col., 2005; Untersmayr y col., 2005b). Esto indica que, la actividad
de la pepsina se ve disminuida con el aumento del pH e incrementada con la
disminucién del pH gastrico (Al-Janabi y col., 1972; McPhie, 1972).

La marcada elevacién de pH en el FGS promovida por la solucién de sales
de Hank’s + NaHCO3 7.5% desde el primer minuto de reaccion (pH 6.6), permitiria
que caseinas intactas o péptidos remanentes sobrevivan a la digestion, debido a
que en estos valores de pH la actividad de la pepsina se ve limitada. No obstante,
en condiciones fisiologicas la presencia de proteinas en el estbmago promueve
la secrecidon de acido clorhidrico (Soybel, 2005), lo cual dificultaria el
mantenimiento del pH en valores en los cuales la actividad de la pepsina es
limitada. En este sentido, se ha reportado que la pepsina es completamente
desnaturalizada e irreversiblemente inactivada hasta valores de pH de 8.0
(Velickovi¢ & Gavrovi¢-Jankulovi, 2014). De este modo, un aumento de pH del
FGS a valores superiores a 8.0 en los primeros minutos de reaccion, aumentaria
la probabilidad de la supervivencia de un mayor numero de caseinas intactas o

fragmentos peptidicos con capacidad de generar una respuesta inmune.

En busqueda de establecer las condiciones para lograr un aumento del pH
del FGS a valores superiores a 8.0 en los primeros minutos de reaccion, se
realizd un ensayo dosis-dependiente utilizando diferentes relaciones de la
solucién de sales de Hank’s + NaHCO3 7.5% y FGS (relacion 1:4,1:2y 1:1). Como
se observa en la figura 9, al utilizar una relaciéon 1:1 de la solucion de sales de
Hank’s + NaHCO3 7.5% y FGS, el pH del FGS aument6 de 1.2 a 7.8 en el primer

minuto de reaccion y alcanzé un valor de pH de 8.0 a los 5 minutos de
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Figura 9. Evaluacion del efecto dosis-dependiente en los cambios de pH de fluido
gastrico simulado después de la adicion de diferentes concentraciones de Sales
de Hank’s + NaHCO3 7.5%.
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reaccion y este fue aumentando ligeramente de manera gradual hasta alcanzar
un valor de pH de 8.7 al minuto 120. Debido al rapido aumento del pH promovido
por la solucion de sales de Hank's + NaHCOs 7.5%, esta solucion fue
seleccionada para utilizarse previo a la administracion del alérgeno en el modelo
murino. De esta manera se asegura que al momento de la administracion
intragastrica del alérgeno el pH estomacal estara en condiciones alcalinas y la

digestion gastrica disminuida.

Digestibilidad de Caseinas en Fluido Gastrico Simulado

Actualmente, no se ha establecido qué hace que una proteina alimentaria sea un
alérgeno alimentario. Sin embargo, se ha propuesto que los alérgenos
alimentarios comparten algunas caracteristicas (glicoproteinas solubles en agua,
peso molecular de entre 10 a 70 kDa, abundantes en el alimento y estables al
tratamiento con calor y acidos) (Bannon, 2004; Fu y col., 2002; Lehrer y col.,
2002), entre ellas la resistencia a la digestion. En este sentido, la resistencia de
proteinas alimentarias a la protedlisis en el tracto gastrointestinal ha recibido
mucha atencion y ha sido propuesta como un prerrequisito para que los alérgenos
sean capaces de sensibilizar (Astwood y col., 1996; Bannon, 2004; Mills y col.,
2004). Esto parte de la hipétesis, de que los alérgenos alimentarios resistentes a
la digestion permanecen como proteinas intactas o como fragmentos grandes
inmunolégicamente activos, los cuales son mas probable de ser absorbidos y
encontrados por células del sistema inmune asociado a mucosas (placas de
Peyer en el tracto gastrointestinal), aumentando la probabilidad de desarrollar
una respuesta de anticuerpos IgE especificos al alérgeno (Bannon, 2004; Mills y
col., 2004).

Varios estudios de digestién gastrica humana in vivo han sido realizados (Polovic
y col., 2007; Troost, Steijns, Saris, & Brummer, 2001). Sin embargo, estos son
técnica y éticamente dificiles de conducir e igualmente costosos (Wickham y col.,
2009). Por lo cual, se han desarrollado varios modelos in vitro que simulan el
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proceso de digestion gastrica. Entre los cuales destacan los ensayos de
digestibilidad con pepsina, los cuales han sido disefiados para el evaluar el
potencial alergénico de proteinas alimentarias basandose en su resistencia a la
protedlisis con pepsina (Astwood y col., 1996; Thomas y col., 2004). Actualmente
la resistencia a la protedlisis con pepsina es uno de los parametros propuestos a
evaluar cuando se estudia la alergenicidad de proteinas alimentarias (Codex
Alimentarius, 2009).

En el presente estudio, en el marco del desarrollo del modelo murino de
alergia alimentaria inducido por via oral, se realizaron ensayos de digestibilidad
con pepsina en fluido gastrico simulado en condiciones acidas (pH 1.2, Figura
10) y con base en los resultados de los ensayos de cambios de pH, en
condiciones alcalinas (pH = 8.0, Figura 11). Esto con el fin de analizar el efecto
de la inactivaciéon de la pepsina o bloqueo de la digestion gastrica en el perfil

electroforético de la caseina.

La figura 10 muestra el patrén electroforético de las muestras obtenidas a
diferentes puntos de tiempo en el ensayo de digestibilidad de caseina con
pepsina. En los carriles 2 y 3 (controles de estabilidad) se puede observar una
banda con peso molecular de entre 29 y 36 KDa, lo cual corresponde con el peso
molecular reportado de la caseina. El perfil electroforético de las muestras de la
digestion revela que las caseinas son totalmente digeridas después de 0.5
minutos de reaccién (carril 7, Figura 10), lo cual concuerda con lo anteriormente

reportado por otros autores (Fu y col., 2002; Jensen-Jarolim & Untersmayr, 2006).

La figura 11 muestra los resultados del ensayo de digestibilidad de caseina
con pepsina en condiciones alcalinas (pH < 8.0). Este ensayo se llevé a cabo
como anteriormente descrito, solo que previo a la adicion de la muestra de
caseina, el fluido gastrico simulado fue mezclado con una solucion de sales de
Hank’s + NaHCo3 7.5% en una relacion 1:1, aumentando el pH de la solucion,

como se mostro en la figura 9.
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Figura 10. Gel de electroforesis al 15% con muestras de digestion de caseinas
tomadas a diferentes puntos de tiempo en condiciones fisiologicas (pH 1.2). Carril
1: marcadores de peso molecular (6.5-200 kDa). Carriles 2 y 3: controles de
estabilidad de la caseina. Carriles 4 y 5: controles de autodigestién de pepsina.
Carriles del 6 al 13: digestion de caseina con pepsina a diferentes puntos de

tiempo.
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Figura 11. Gel de electroforesis al 15% con muestras de digestion de caseinas
en fluido gastrico simulado en un pH alcalino (pH = 8.0) tomadas a diferentes
puntos de tiempo. Carril 1: marcadores de peso molecular (6.5-200 kDa). Carriles
2 y 3: controles de estabilidad de la caseina. Carriles 4 y 5: controles de
autodigestion de pepsina. Carriles del 6 al 13: digestién de caseina con pepsina

a diferentes puntos de tiempo.
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El perfil electroforético de las muestras de digestion revela que las
caseinas son resistentes a la digestion en condiciones alcalinas (pH = 8.0), esto
debido a que la banda correspondiente a la caseina se puede observar hasta el
minuto 60 (carriles 6 al 13, Figura 11). Aunque en la presente investigacion soélo
se realizaron ensayos de digestion con pepsina de caseinas en FGS a valores
de pH de 1.2 y de 8.0, otros investigadores han reportado que las caseinas son
parcialmente resistentes a la digestion a pH de 3.0 y pueden permanecer

parcialmente intactas a un pH de 5.0 (Untersmayr y col., 2005).

De igual manera, otros estudios han mostrado que la digestibilidad de los
alérgenos puede ser afectada por variaciones en el pH. Por ejemplo, Lucas y col,
(Lucas, Cochrane y col., 2008) mostraron que un aumento del pH de 1.5 a 2.5
puede reducir significativamente la protedlisis de alérgenos del kiwi y un aumento
a un pH de 3.0 la puede bloquear por completo. Untersmayr y col (Untersmayr y
col., 2005) observaron que las proteinas del bacalao son labiles a la digestién en
un rango de pH de 1.2 a 2.5, mientras que un ligero aumento del pH a valores de
2.75 es suficiente para bloquear por completo la digestion. Este efecto puede ser
explicado debido a la actividad dependiente del pH de la pepsina y a que la
desnaturalizacion dependiente de pH de las proteinas, ambas siendo afectadas

por un aumento del pH del medio (Bagh & Madsen, 2016).

Adicionalmente, otros estudios han mostrado que el deterioro del proceso
de digestion gastrica puede conducir a una mayor alergenicidad de las proteinas
alimentarias (Untersmayr y col., 2005; Untersmayr y col., 2007; Yoshino y col.,
2004). Un ejemplo de esto es el estudio realizado por Untersmayr y col,
(Untersmayr y col., 2003), al igual que el presente estudio, utilizé un medicamento
antiacido para dificultar la digestion de las proteinas del caviar (una proteina
normalmente degradable) al aumentar el pH estomacal, convirtiendo a estas
proteinas en un alérgeno potencial, promoviendo su sensibilizacion en ratones.
De manera similar, Scholl y col, (Schdll y col., 2005) mediante el mismo principio,

promovieron la sensibilizacion a proteinas de avellana (proteinas degradables)
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en ratones. De esta manera, el aumento del pH promovido por la solucion de
sales de Hank’s y NaHCOs3 7.5%, se ve reflejado en el bloqueo de la digestion
(Figura 11), ya que la banda correspondiente a la caseina permanece visible
hasta los 60 minutos de reaccion. Esto es de relevancia para el desarrollo del
modelo murino de alergia alimentaria a caseinas bovinas, debido a que la
resistencia a la digestion gastrica de la caseina inducida por el ambiente alcalino
promueve que las caseinas permanezcan como proteinas intactas, lo cual al igual
que lo observado por Untersmayry col (2003) con las proteinas del caviar y Scholl
y col. (2005) con las proteinas de avellana, el deterioro del proceso de digestion
gastrica puede conducir a una mayor alergenicidad de las proteinas. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que la asociacion entre la resistencia a la
digestion gastrica y la alergenicidad no siempre es absoluta, ya que se ha
reportado que algunos alérgenos son susceptibles a la protedlisis con pepsina,
mientras que otras proteinas no alergénicas son resistentes a la digestion con
pepsina (Bagh & Madsen, 2016; Foster y col., 2013).

Sensibilizaciéon Oral a Proteinas Alimentarias en Ratones BALB/c

Con base en los resultados obtenidos en los ensayos de cambios de pH, se tomé
la decision de realizar la sensibilizacion oral administrando una solucion de sales
de Hank’s + NaHCO3 7.5% de manera intragastrica. Después de cinco minutos,
los ratones recibieron de manera intragastrica una dosis de 0.2 mg de caseina
en 100 uL de PBS mas 50 uL del antiacido sucralfato. Este procedimiento se
repiti6 semanalmente durante 8 semanas, previo a la primera sensibilizacion y 3
dias después de la ultima se tomaron muestra de sangre para la evaluacion de

anticuerpos IgE por medio de ensayos ELISA.

La figura 12 muestra los resultados de la deteccion de anticuerpos IgE
especificos a caseinas en suero de ratones sometidos al protocolo de
sensibilizacion oral. En general, se observd una ausencia de respuesta de

anticuerpos IgE, dado que después de 8 sensibilizaciones intragastricas no se
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observo una diferencia significativa en los niveles de anticuerpos IgE anti-caseina
detectados entre el suero preinmune e inmune de los cuatro grupos de ratones
sometidos al protocolo de sensibilizacion intragastrica (p<0.05). Sélo uno de los
24 ratones sometidos al protocolo, produjo una repuesta de anticuerpos IgE anti-
caseinas a niveles detectables mediante ensayos de ELISA. Debido a falta de
respuesta observada al utilizar caseina como alérgeno, se optd por explorar el
uso de la ovoalbumina como alérgeno, la cual se ha reportado como una de las
proteinas mas alergénicas, para lo cual, se siguio el protocolo de sensibilizacion

oral anteriormente descrito utilizando la ovoalbumina como alérgeno.

En la figura 13 se observan los resultados de la deteccion de anticuerpos
IgE especificos a ovoalbumina en suero de ratones sometidos al protocolo de
sensibilizacion oral a ovoalbumina. Al igual que lo observado en el protocolo de
sensibilizacidn intragastrico a caseina, solo una pequefia proporcidon de ratones
produjeron una respuesta de anticuerpos IgE anti-ovoalbumina después de
recibir 8 sensibilizaciones intragastricas (2 de 18 ratones). De manera contraria,
Brunner y col, (2009) utilizando el mismo protocolo de sensibilizacion
intragastrico y el antiacido sucralfato para aumentar el pH estomacal, mostraron
una completa sensibilizacion a ovoalbumina en ratones BALB/c, presentando una
produccion de anticuerpos IgE anti-ovoalbumina desde la segunda
sensibilizacion y esta produccion se incrementé conforme aumentd el numero de
sensibilizaciones (Brunner y col., 2009). Otros autores que utilizan un modelo
murino de alergia alimentaria basado en el aumento del pH gastrico para inducir
sensibilizacion han reportado la falta de respuesta de anticuerpos IgE en algunos
de los ratones BALB/c sometidos al protocolo de sensibilizacion oral a

ovoalbumina (Diesner y col., 2016).
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Figura 12. Sensibilizacién oral a caseinas bovinas en ratones BALB/c. Se
detectaron anticuerpos IgE especificos a caseina en el suero de ratones
sometidos a un protocolo de sensibilizacion oral a caseina. Las muestras de
suero fueron tomadas previo a la primera sensibilizacion (dia 0, circulos de color
azul) y 3 dias posteriores de la ultima sensibilizacion (dia 52, puntos negros). Los
ratones fueron sensibilizados con una dosis de 0.2 mg de caseina en 100 uL de
PBS mas 50 pL de sucralfato. Se muestran los resultados individuales de 6

ratones por grupo evaluados por duplicado.
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Figura 13. Sensibilizacion oral a ovoalbumina en ratones BALB/c. Se detecté
anticuerpos IgE especificos a ovoalbumina en el suero de ratones sometidos a
un protocolo de sensibilizacidén oral a ovoalbumina. Las muestras de suero fueron
tomadas previo a la primera sensibilizacién (dia 0, circulos de color azul) y 3 dias
posteriores de la ultima sensibilizaciéon (dia 52, puntos negros). Los ratones
fueron sensibilizados con una dosis de 0.2 mg de ovoalbumina en 100 yL de PBS
mas 50 uL de sucralfato. Se muestran los resultados individuales de 6 ratones

por grupo evaluados por duplicado.
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La falta de respuesta en su modelo se ha asociado con diferencias en las
poblaciones de bacterias intestinales de los ratones BALB/c sensibilizados y los
no sensibilizados (Diesner y col., 2016). Desafortunadamente, la evaluacion de
las poblaciones bacterianas de la microbiota van mas alla del objetivo de la
presente investigacion, sin embargo, este enfoque podria ser de gran relevancia
y puede retomarse en futuras evaluaciones enfocadas en el desarrollo de un

modelo murino de alergia alimentaria.

El protocolo de sensibilizacion oral del presente estudio se basoé en el
aumento del pH gastrico mediante la administracion de un antiacido, para
dificultar la digestion peptidica y aumentar la posibilidad de sensibilizacion.
Trabajos de investigacion que utilizan un principio diferente para generar
sensibilizacion a proteinas alimentarias, como lo es la toxina colérica a modo de
adyuvante, son otro ejemplo de las inconsistencias entre los resultados de
protocolos de sensibilizacion oral en ratones BALB/c. Mientras que, algunos
autores han reportado una ausencia de respuesta de anticuerpos IgE en ratones
BALB/c sometidos a protocolos de sensibilizacién oral a proteinas de la leche de
bovina usando la toxina colérica como adyuvante (Morafo y col., 2003; Thang y
col.,, 2011), otros reportan una completa sensibilizaciéon a proteinas de leche
bovina (entre ellas caseinas) en ratones BALB/c usando un protocolo distinto de
sensibilizacion oral y la toxina colérica como adyuvante (Adel-Patient y col., 2005;
Bailén y col., 2012). En estos protocolos con sensibilizacién positiva a las
proteinas de leche bovina también fue posible evaluar la fase efectora después
de un reto oral con el alérgeno mediante niveles séricos de histamina y la
evaluacién de sintomas de hipersensibilidad (Adel-Patient y col., 2005; Bailén y
col., 2012). En nuestro modelo de sensibilizacion oral a caseinas u ovoalbumina
no se pudieron evaluar indicadores de la fase efectora debido a la falta de

sensibilizacion en la mayoria de los ratones.

A pesar de que el mecanismo por el cual las proteinas alimentarias

sensibilizan a un individuo actualmente permanece parcialmente sin resolver, se
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cree que muchos alérgenos alimentarios promueven una sensibilizacion a través
del tracto gastrointestinal (via oral), la cual también es la ruta de entrada general
de los alérgenos alimentarios que inducen una respuesta alérgica. Por lo cual, la
via oral parece ser la ruta mas relevante cuando se intenta desarrollar un modelo
murino de alergia alimentaria o para la evaluacion del potencial alergénico de las
proteinas alimentarias. No obstante, se debe tener en cuenta las posibles
complicaciones o limitaciones al usar esta via, ya que el sistema inmune asociado
a mucosas es tolerogénico y tiende a desarrollar una ausencia de respuesta
inmunoldgica a las proteinas consumidas por la via oral (conocida como
tolerancia oral). De esta manera, para lograr la sensibilizacién a las proteinas
alimentarias que ingresan por via oral, se debe de romper dicha tolerancia

(Remington y col., 2017).

En la presente investigacion se propuso desarrollar un modelo murino de
alergia alimentaria inducido por via oral para evaluar el efecto de la
suplementacién con probidticos sobre la respuesta alérgica a proteinas
alimentarias. Dicho modelo se basd en el aumento del pH gastrico mediante la
administracién de un antiacido, para dificultar la digestion peptidica y aumentar
la posibilidad de sensibilizacion. Partiendo de la hipétesis de que los alérgenos
deben llegar a la mucosa intestinal en forma intacta o parcialmente digeridos,
para inducir una sensibilizacién (Astwood y col., 1996). Este modelo utiliza el
antiacido sucralfato, el cual es un complejo aluminio-sacarosa-sulfato utilizado en
el tratamiento de ulceras gastricas (Untersmayr y col., 2003) y tiene la capacidad
de elevar el pH gastrico (R Brunner y col., 2009). Ademas, el sucralfato puede
funcionar como adyuvante debido a la presencia de aluminio en su formulacion,
el cual promueve respuestas de tipo Th2 y consecuente produccion de
anticuerpos IgE (Brunnery col, 2010; Brunner y col., 2009; Brunnery col., 2007).
De este modo, el sucralfato en el modelo murino puede aumentar el riesgo de
sensibilizacion tanto por el efecto de la inhibicion de la digestion peptidica como

la capacidad de actuar como adyuvante de tipo Th2 (Brunner y col., 2009). Sin
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embargo, en el presente estudio el uso del sucralfato en las sensibilizaciones
orales no fue suficiente para generar una respuesta de anticuerpos IgE
especificos al alérgeno en la gran mayoria de los sometidos al protocolo de
sensibilizacion oral (Figuras 12 y 13). Esta ausencia de respuesta también puede
asociarse con induccion de tolerancia oral debido a la alta capacidad tolerogénica
del sistema inmune asociado a mucosas, la cual pudo fomentarse si durante la
administracion intragastrica del alérgeno existieron complicaciones técnicas que
promovieron el contacto del alérgeno en la cavidad oral. Esto debido a que se ha
reportado que el contacto del alérgeno en la cavidad oral previo a una
sensibilizacion es suficiente para generar una ausencia de respuesta a la

proteina de estudio en un modelo murino (Brunner y col., 2009).

Ciertamente, una de las caracteristicas que deben tomarse en cuenta
cuando se intenta desarrollar un modelo murino de alergia alimentaria, es la carga
genética de la cepa de ratdn que se utilizara, ya que cada cepa de ratdn tiene
una asociacion con el tipo e intensidad de respuesta que genera después de la
exposiciéon a un antigeno (Gonipeta y col., 2015; Liu y col., 2016). En este
contexto, con base en lo reportado en otras investigaciones en las cuales se
utiliza la cepa de ratones BALB/c, se muestra una inconsistencia entre las
respuestas de anticuerpos IgE generadas al usar protocolos de sensibilizaciéon
orales, igual a lo observado en la presente investigacién. Por lo cual, el uso de
ratones de la cepa BALB/c no parece adecuado para el desarrollo de un modelo
murino de alergia alimentaria, si se tiene pensado utilizar como ruta de
sensibilizacion la via oral. Tomando esto en cuenta, se descart6 el uso de la via
oral para el desarrollo del modelo murino de alergia alimentaria. No obstante, se
optd por explorar la ruta intraperitoneal para establecer el modelo murino para
ser utilizado en la evaluacion de la suplementacion con probidticos sobre la

modulacioén de la respuesta inmune.
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Sensibilizacion Intraperitoneal a Proteinas Alimentarias

Aunque la sensibilizacion a proteinas alimentarias por via intraperitoneal tiene
algunas limitaciones, esta ruta parece ser el método de eleccion en el modelo de
raton. Esto se debe principalmente a que la sensibilizacion intraperitoneal evita
la induccion de tolerancia oral a la proteina administrada. En la presente
investigacion se utilizé este enfoque para inducir la sensibilizacién a proteinas
alimentarias. Para lo cual, se sigui6 un protocolo de sensibilizacion intraperitoneal
de 35 dias, el cual consistié en administrar de manera intraperitoneal una dosis
de 0.05 mg de alérgeno (caseina u ovoalbumina) en 200 pL de PBS. Este
procedimiento se repitié en 3 ocasiones (dia 0,14 y 28) y se tomo6 una muestra
de sangre previo a la primera sensibilizacion y siete dias después de la ultima

para la evaluacion de anticuerpos IgE.

La figura 14 muestra los resultados de la evaluacién de anticuerpos IgE
especificos a caseinas bovinas en suero de ratones BALB/c sometidos a un
protocolo de sensibilizacién intraperitoneal. En general, el protocolo de
sensibilizacién intraperitoneal de 35 dias falld en la induccion de una respuesta
de anticuerpos IgE anti-caseinas en los ratones BALB/c. Sin embargo, otros
esquemas de sensibilizacion que varian en el numero y frecuencia de las
sensibilizaciones intraperitoneales, asi como en la dosis utilizada han mostrado
ser capaces de inducir una respuesta de anticuerpos IgE anti-caseina (Aramburo-
Galvez y col., 2018). Un protocolo de sensibilizacion intraperitoneal de 14 dias
con dos sensibilizaciones (dia 0 y 14), produjo una leve respuesta de anticuerpos
IgE anti-caseinas cuando se us6 una dosis de 0.025 y 0.05 mg de caseina,

mientras que al usar una dosis de 0.25 mg no generd una respuesta.
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Figura 14. Evaluacion de anticuerpos IgE especificos a caseinas bovinas en
suero de ratones BALB/c sometidos a un protocolo de sensibilizaciéon
intraperitoneal. Las muestras de suero fueron tomadas previo a la primera
sensibilizacion (dia 0, circulos de color azul) y 3 dias posteriores de la ultima
sensibilizacion (dia 31, puntos negros). Los ratones fueron sensibilizados de
manera intraperitoneal con una dosis de 0.05 mg de caseina en 200 uL de PBS.
Se muestran los resultados individuales de 6 ratones evaluados por duplicado. *

diferencia estadistica.
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Adicionalmente, un protocolo de sensibilizacidn intraperitoneal 28 dias con
5 sensibilizaciones (dia 0, 3, 6, 9 y 12) fue capaz de producir una alta respuesta
de anticuerpos IgE anti-caseinas usando tanto una dosis de 0.05 y 0.025 mg de
caseina y dicha respuesta fue menor al utilizar una dosis de 0.25 mg (Aramburo-
Galvez y col., 2018). Estas observaciones destacan el rol critico de la dosis del
alérgeno, asi como del numero y frecuencia de las sensibilizaciones para lograr
una sensibilizacion completa en ratones BALB/c. Otros autores, han mostrado
que los ratones BALB/c pueden ser sensibilizados a las proteinas de la leche de
vaca sin el uso de adyuvantes, utilizando un protocolo de sensibilizacion
intraperitoneal (Morin y col., 2011). Sin embargo, este protocolo es dificil de llevar
a cabo, debido a que involucra que los ratones nazcan y crezcan en un ambiente
libre de gérmenes. Otros autores han mostrado que los ratones BALB/c pueden
ser sensibilizados a proteinas de leche de vaca sin el uso de adyuvantes
mediante un protocolo de sensibilizacion transdérmico de 6 semanas ( Gonipeta
y col.,, 2009). No obstante, el protocolo de sensibilizacion intraperitoneal a
caseina de 28 dias tiene la ventaja de ser mas corto que el protocolo
transdérmico de 6 semanas y que los ratones pueden ser sensibilizados sin la
necesidad de crecer en un ambiente libre de gérmenes. Por lo cual, este modelo
murino de alergia a las caseinas parece ser adecuado para ser usado para
evaluar el efecto de la suplementacion con probidticos sobre la modulacion de la

respuesta alérgica.

Por otro lado, los ratones que fueron sometidos al protocolo de
sensibilizacion intraperitoneal de 35 dias mostraron una moderada respuesta
positiva de anticuerpos IgE anti-ovoalbumina (Figura 15). De manera similar con
lo observado en los protocolos de sensibilizacion intraperitoneal a caseina, otros
esquemas de sensibilizacion (diferencia en dosis, frecuencia y numero de
inyecciones) han mostrado ser capaces de inducir una respuesta de anticuerpos
IgE anti-ovoalbumina (Aramburo-Galvez y col., 2018; Chen y col., 2013; Hilton y
col., 1994; Hilton y col., 1997; Liu y col., 2016).
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Figura 15. Evaluacién de anticuerpos IgE especificos ovoalbumina en suero de
ratones BALB/c sometidos a un protocolo de sensibilizacion intraperitoneal. Las
muestras de suero fueron tomadas previo a la primera sensibilizacion (dia 0,
circulos de color azul) y 3 dias posteriores de la ultima sensibilizacién (dia 31,
puntos negros). Los ratones fueron sensibilizados de manera intraperitoneal con
una dosis de 0.05 mg de ovoalbumina en 200 uL de PBS. Se muestran los

resultados individuales de 6 ratones evaluados por duplicado.
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En este sentido, con base en resultados obtenidos en nuestro grupo de
investigacion, se ha observado que a pesar de usar la misma dosis de alérgeno
(0.05 mg de ovoalbumina), la implementacion de un protocolo de 28 dias con 5
sensibilizaciones (dia 0, 3, 6, 9 y 12), produce una mayor respuesta de
anticuerpos IgE anti-ovoalbumina, que las observadas en protocolos de
sensibilizacion intraperitoneal de 14 dias con dos inyecciones (dia 0 y 14) y de

35 dias con 3 inyecciones (0,14 y 28) (Aramburo-Galvez y col., 2018).

Con base en los parametros que se evaluan, los modelos murinos de
alergia alimentaria pueden ser divididos en dos tipos: modelos de respuesta
inmune mas resultados de enfermedad (enfocados tanto en la respuesta de
anticuerpos IgE, asi como los resultados de hipersensibilidad como temperatura
corporal, pruebas de puncién cutdnea y marcadores de una reaccidn alérgica
como histamina y mMCP-1) y modelos de respuesta inmune (solo enfocados en
la produccion de anticuerpos IgE) (Gonipeta y col., 2015). El uso de modelos
murinos de respuesta inmune es utilizado por lo general para evaluar el potencial
de sensibilizacion de nuevas proteinas alimentarias, ya que la presencia de
anticuerpos IgE es un marcador de sensibilizacion y un prerrequisito para el
desarrollo de una respuesta alérgica (Oettgen, 2016), pero, se ha reportado la
presencia de anticuerpos IgE no garantiza el desencadenamiento de la fase
efectora después de un reto con el alérgeno (Li y col., 1999). En este contexto,
para poder evaluar el efecto de la suplementaciéon con probiéticos sobre la
respuesta alérgica a las proteinas alimentarias, es necesario que el modelo
murino de alergia alimentaria sea capaz de producir una respuesta alérgica. De
esta manera, se realizd un reto oral con el alérgeno a los ratone sometidos al
protocolo de sensibilizacidon intraperitoneal de 35 dias a ovoalbumina, con el
objetivo de evaluar la respuesta alérgica mediante niveles séricos de mMCP-1.
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Evaluacién de mMCP-1 en Suero de Ratones BALB/c Sensibilizados de
Manera Intraperitoneal a Ovoalbiumina
En el presente estudio, con el fin de evaluar la fase efectora de los ratones que
fueron sensibilizados mediante el protocolo de sensibilizacién intraperitoneal de
35 dias a ovoalbumina, se realiz6 un reto oral con ovoalbumina y se evaluaron
los niveles de mMMCP-1 en el suero de los ratones. Por otro lado, la fase efectora
no pudo evaluarse por medio de niveles de mMCP-1 en los ratones sometidos al
protocolo de sensibilizacion intraperitoneal a caseinas, debido a una falta de
respuesta de anticuerpos IgE anti-caseinas. La figura 16 muestra los resultados
de la evaluacién de los niveles de mMMCP-1 en el suero de ratones sensibilizados
a ovoalbumina y sometidos a un reto oral. Después de 30 minutos del reto oral,
los valores de mMCP-1 en suero fueron significativamente mayores en los
ratones sometidos al protocolo de sensibilizacidon intraperitoneal de 35 dias,
comparado a los valores de mMCP-1 de los ratones sensibilizados con PBS
(grupo control) y retados con ovoalbumina (p<0.05). Niveles basales de mMCP-
1 fueron detectados en los sueros preinmunes (dia 0) tanto de los ratones
sensibilizados a ovoalbumina y como en los controles PBS. El mMCP-1 es
predominantemente expresados por mastocitos de la mucosa intestinal y puede
promover permeabilidad epitelial de la mucosa cuando es liberado en respuestas
alérgicas (Wastling y col., 1998). De esta manera, la presencia de mMCP-1 en
suero de ratones retados de manera oral es un indicador indirecto de la
degranulacién de los mastocitos, inducida por su encuentro con el alérgeno y ha
sido propuesto como un marcador de inmunopatologia intestinal en modelos de
alergia alimentaria (Vaali y col., 2005). Los niveles séricos de mMCP-1 han sido
utilizados en otras investigaciones como marcador de una respuesta efectora en
modelos murinos de alergia (Diesnery col., 2016; Liu y col., 2013; Nieuwenhuizen
y col., 2006; Yamaki & Yoshino, 2012). La presencia de mMCP-1 en el suero de
ratones sensibilizados a ovoalbumina después de un reto oral, indican que el

modelo murino de sensibilizacion a ovoalbumina bajo el protocolo intraperitoneal
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Figura 16. Evaluacién de mMCP-1 en suero de ratones sensibilizados de manera

intraperitoneal a ovoalbumina sometidos a un reto intragastrico.
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de 35 dias parece representar un modelo factible ser utilizado para evaluar el
efecto de la suplementacién con probidticos sobre la modulacién de la respuesta

alérgica.

Hay dos fases involucradas en la patogénesis de la alergia alimentaria, la
fase de sensibilizacion y la fase efectora. En la fase de sensibilizacion ocurre el
primer encuentro del alérgeno con las células del sistema inmune y en ultimo
término conlleva a la formacion de anticuerpos IgE especificos al alérgeno, los
cuales pueden unirse a recetores de IgE de alta afinidad (FceRl) en la superficie
de mastocitos, generando asi células sensibilizadas (Ontiveros y col., 2014). La
fase efectora implica la reexposicion al alérgeno, el cual se entrecruza con dos
IgE adyacentes en la membrana de los mastocitos sensibilizados, conduciendo
a la exocitosis de granulos que contienen mediadores de hipersensibilidad como
histamina, prostaglandinas, leucotrienos, factor activador de plaquetas y
proteasas como el MCP-1, provocan un rango de respuestas fisioldgicas tales
como vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular y la constriccion del

musculo liso (Williams & Sharma, 2015).

Evaluacion de Viabilidad del Probiético VSL#3 y Pruebas de Reto de

Crecimiento con la Biota Intestinal del Ratén.
Los probioticos son definidos como “microorganismos vivos que cuando son
administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud en
el hospedero” (FAO, 2001). En este sentido, la suplementacion con el probidtico
comercial VSL#3, el cual consta de una mezcla liofilizada de 8 microorganismos
probidticos Gram positivos, ha mostrado en modelos murinos de alergia
alimentaria la capacidad de modular la respuesta inmune alérgica, promoviendo
una despolarizacidon de una respuesta de tipo Th2 a Th1 (Barletta y col., 2013;
Schiavi y col., 2011).

Se evalué la viabilidad del probiédtico VSL#3 y posteriormente se realizd

una prueba de reto de crecimiento con la biota intestinal del ratén. La viabilidad
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de los probiéticos fue confirmada cultivandolos en agar MRS selectivo para
lactobacilos (Figura 17a) y en medio de cultivo no selectivo como el agar tripticasa
de soya (figura 17b), mostrando un crecimiento en ambos medios. En cuanto a
la biota intestinal del raton, se puede observar que es rica en lactobacilos (Figura
17¢) y las pruebas de reto de crecimiento muestran que por lo menos in vitro,
tanto los lactobacilos recuperados de las heces de los animales como la biota
recuperada directamente de la parte apical del yeyuno no afectan el crecimiento
de la mezcla de microorganismos probidticos contenidos en el VSL#3 (Figura
17d). Estos resultados muestran que la suplementacion con el probiotico VSL#3
seria viable, debido a que su crecimiento no se ve afectado por la biota residente
del intestino del raton, por lo cual los microorganismos probiodticos del VSL#3
pueden ejercer su efecto sobre la despolarizacion de la respuesta alérgica a las

proteinas de los alimentos

En este contexto, los esquemas de suplementacion con el probidtico
VSL#3 que han mostrado ejercer una modulacién de la respuesta alérgica a
proteinas alimentarias, consta de la administracion por via oral de 7.5 X 108
microorganismos de manera diaria por al menos 20 dias (Barletta y col., 2013;
Schiavi y col., 2011). De esta manera, la suplementacion con el probidtico VSL#3
con el esquema de 20 dias podria ejercer un efecto modulador de la respuesta
alérgica en ratones sensibilizados contra caseinas u ovoalbumina. Sin embargo,
en la presente investigacion debido a las dificultades para inducir sensibilizacién
a caseinas u ovoalbumina exhibidas durante el desarrollo del modelo murino de
alergia alimentaria inducido por via oral, no se pudo evaluar el efecto de la
suplementacion del probidtico comercial VSL#3 en la modulacion de la respuesta
alérgica a caseinas bovinas o a ovoalbumina. No obstante, debido a los
resultados observados en el protocolo de sensibilizacion intraperitoneal a
ovoalbumina, se propone utilizar como modelo murino la cepa de ratones BALB/c
junto con un adecuado protocolo de sensibilizacion intraperitoneal para inducir

sensibilizacidon a proteinas alimentarias y posteriormente evaluar el efecto de la
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suplementacion con probidticos sobre la respuesta alérgica a proteinas

alimentarias.
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Figura 17. Evaluacién de viabilidad del probidtico VSL#3 y retos de crecimiento
con biota intestinal del ratén. a) Lactobacilos contenidos en el probidtico VSL#3
cultivados en medio selectivo MRS, b) microorganismos contenidos en el
probiotico VSL#3 cultivados en agar TSA, c¢) lactobacilos de heces de ratones
BALB/c cultivados en medio MRS, d) prueba de reto de crecimiento. Del lado
izquierdo se muestra la prueba de crecimiento entre la microbiota intestinal del
raton (lineas horizontales) y los probiéticos contenidos en el probiético VSL#3
(lineas verticales). Del lado derecho se muestra la prueba de crecimiento entre
solo los lactobacilos del ratdon (lineas horizontales) y los probidticos contenidos
en el probiotico VSL#3 (lineas verticales). MRS; agar para lactobacilos, TSA; agar

tripticasa de soya.
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CONCLUSIONES

La ruta de exposicion al alérgeno influye sobre la capacidad de sensibilizacion en
condiciones experimentales y debe tenerse en cuenta al desarrollar un modelo
murino de alergia alimentaria. En nuestro estudio, la mayoria de los ratones
BALB/c expuestos intragastricamente a caseinas bovinas u ovoalbumina no se
sensibilizaron. En las condiciones utilizadas en este trabajo, los ratones BALB/c
no representaron un modelo apropiado para el desarrollo de un modelo murino
de alergia alimentaria sensibilizado por la ruta oral. En contraste, cuando se
empled la ovoalbumina como alérgeno, la ruta intraperitoneal mostré ser
conveniente para desencadenar una respuesta inmune de anticuerpos IgE, asi
como una respuesta efectora cuantificable empleando los niveles séricos de
mMCP-1 después de un reto oral con el alérgeno. En cambio, el protocolo de
sensibilizacidn intraperitoneal a caseinas bovinas aplicado en este trabajo no
mostro una respuesta de anticuerpos IgE. Por lo cual, el modelo murino de
sensibilizacidon a ovoalbumina bajo el protocolo intraperitoneal de 35 dias parece
ser un modelo adecuado para evaluar la despolarizacion de la respuesta alérgica

mediada por la suplementacion con probidticos.
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ANEXOS
Anexo |
Dictamen del Comité Etico de Investigacion de la Unidad Académica de Ciencias
de la Nutricion y Gastronomia de la Universidad Autébnoma de Sinaloa para
realizar ensayos con animales en marco del estudio: “Efecto de las caseinas alfa
bovinas tratadas térmicamente y la suplementacion con probioticos sobre la

respuesta alérgica en un modelo murino de alergia alimentaria”.
Anexo Il

Articulo: “Assessment of the Sensitizing Potential of Proteins in BALB/c Mice:

Comparison of Three Protocols of Intraperitoneal Sensitization”

Aramburo-Galvez, J., Sotelo-Cruz, N., Flores-Mendoza, L., Gracia-Valenzuela,
M., Chiquete-Elizalde, F., Espinoza-Alderete, J., ... & Cabrera-Chavez, F. (2018).
Assessment of the Sensitizing Potential of Proteins in BALB/c Mice: Comparison

of Three Protocols of Intraperitoneal Sensitization. Nutrients, 10(7), 903.
Anexo Il

Manuscrito enviado: “Food allergy prevalence in Salvadoran schoolchildren

estimated by Parent-fulfilled questionnaire”.

Cabrera-Chavez, F., Rodriguez-Bellegarrigue C. I., Figueroa-Salcido, O. G,,
Lopez-Gallardo, J. A., Aramburo-Galvez, J. G., Vergara-Jiménez, M. D. J,,
Sotelo-Cruz, N., Gracia-Valenzuela, M. H., Ontiveros, N. (2018). Food allergy
prevalence in Salvadoran schoolchildren estimated by parent-fulfilled

questionnaire. International journal of environmental research and public health.
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