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Abstract: Glycomacropeptide (GMP) is a bioactive peptide derived from milk k-casein with
immune-modulatory and anti-inflammatory properties. Food allergy (FA) is an adverse immune
reaction with a broad spectrum of manifestations. Allergen intake induces persistent intestinal
inflammation and tissue damage. In this study, the anti-allergic activity of GMP was evaluated using
a rat ovalbumin (OVA)-induced FA model with gastrointestinal manifestation. Rats were orally
GMP treated from 3 days prior and during FA development. The severity of food anaphylaxis and
diarrheal episodes, antibody production and histamine level were measured. Histopathological
changes, inflammation and predominant cytokine profile at intestine were analyzed. Oral GMP
intake decreased clinical signs and diarrhea severity induced by allergen, with a significant reduction
in intestinal edema and expression level of IL-18 and TNF-a. Prophylaxis with GMP also diminished
serum anti-OVA IgE and IgG1, and histamine levels. GMP treatment markedly decreased eosinophil
infiltration, mast cell and goblet cell hyperplasia, total IgE expression in intestine, and prevented
histological changes in villi, crypts and internal muscularis layer. The treatment effectively suppressed
IL-5, IL-13 and GATA3 expression and skewed the intestinal cytokine profile toward type 1 and
regulatory. These results suggest that GMP may protect against FA through down-regulating the
type 2 inflammatory response.

Keywords: glycomacropeptide; food allergy model; allergic diarrhea; allergen-specific
immunoglobulin; histamine; intestinal inflammation; intestinal histopathology; type 2
immune response

1. Introduction

Food allergy (FA) is an adverse immune reaction to food proteins that is becoming a growing
clinical problem. The World Allergy Organization has declared that 2.5% of the general population
suffers from some type of FA [1]. Mainly, the child population is affected, causing a strong economic
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ACRONIMOS

AA: alergia alimenticia

ALA: a-lactoalbimina

AGCC: acidos grasos de cadena corta

BLG: B-lactoglobulina

BSA: albimina sérica bovina

CAC: codex alimentarius

CysLT: cisteinil-leucotrieno

DNA: acido desoxirribonucleico

DO: densidad 6ptica

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad en materia Alimentaria
ELISA: ensayos de inmunoabsorcién ligados a enzima
FAO: Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
FceR1: receptor de alta afinidad para IgE

Gl: gastrointestinal

GMP: glicomacropéptido

Ig: inmoglobulina

IL: interleucina

ILSI: Instituto Internacional de Ciencias de la Vida

i.m.: intramuscular

IT: inmunoterapia

IUIS: Unién Internacional de Sociedades de Inmunologia
LGG: Lactobacillus rhamnosus LGG

LYS: lisozima

LPS: lipopolisacarido

MCP-1: proteina quimiotéctica

NLM: nédulo linfatico mesentérico

OVA: ovoalbumina

OVM: ovomucoide

OVT: ovotransferrina

PAF: factor activador plaquetario

PATC: Comité Técnico de Alergenicidad de Proteinas
PBS: tampon fosfato salino

PCA: anafilaxia cutanea pasiva

PGD: prostaglandina

rpm: revoluciones por minuto

TCR: receptor del linfocito T

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta

TIM: moléculas con dominios tipo mucina y tipo Ig de linfocitos T
TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

TSLP: linfopoyetina estromal timica

SIM: sistema inmune de mucosas

SEM: error estandar de la media

ssf: solucion salina fisioldgica

VEGEF: factor de crecimiento vascular endotelial

v.0.: via oral

WAO: Organizacion Mundial de la Alergia

WHO: Organizacién Mundial de la Salud



RESUMEN

La AA es una patologia idiosincratica y compleja con una aparicion creciente en la poblacion actual,
gracias a diversos factores. Cursa con pérdida de tolerancia a antigenos alimenticios, mediada por
IgE, cuyos signos clinicos se desencadenan luego de la liberacion de mediadores vasoactivos.
Algunas terapias actuales examinan el impacto de sustancias no farmacolégicas como los péptidos
bioactivos o los probiéticos. EIl GMP proveniente de la kappa-caseina lactea, junto con el LGG, un
probidtico, tienen efecto inmunorregulador en numerosas patologias Gl. En este trabajo se
comprob6 ademas que el péptido tiene efecto prebidtico in vitro en el crecimiento del LGG a la
concentracion de 0.5%. Posteriormente, mediante la caracterizacion de AA en rata Wistar se
concluyé la necesidad de sensibilizar a los animales sistémicamente en conjunto con el uso de
adyuvantes y después se evaluo el impacto profilactico oral del péptido y el probiético, tanto en los
signos, variables séricas e inflamatorias de la patologia. EIl GMP logré disminuir la respuesta de
anticuerpos, las manifestaciones Gl, la inflamacion y las alteraciones histopatoldgicas intestinales
gracias al cambio del perfil celular clasico del fendmeno alérgico hacia uno regulador. Con el LGG
se aprecié este efecto, pero, aun cuando éste modula la sintesis de IgE y la inflamacién intestinal,
el efecto en las manifestaciones Gl de este grupo de animales no fué concluyente. Al utilizar ambos
tratamientos de forma simultanea, no se observé mejoria al comparar contra los efectos inducidos
Unicamente por el GMP, por lo que se sugiere continuar con el estudio de este probiotico en las AA
para aclarar sus mecanismos de accion. Por todo lo anterior, se considera que el estudio completo
de los beneficios terapéuticos de estos agentes en AA logrard contribuir en gran medida a la
comprension de la patologia.
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ABSTRACT

Food allergy (FA) is an idiosyncratic disease, complex and with a growing occurrence in the current
population, due to different factors. It causes the loss of tolerance to food antigens, and it is mediated
by IgE, with signs that are triggered by the release of vasoactive mediators. Some actual therapies
explore the impact of non-pharmacological substances like the bioactive peptides or the probiotics.
The GMP from the dairy kappa-casein, along with the LGG, a probiotic, have an immune-regulatory
effect over several gastrointestinal pathologies. In this work, it was shown that the peptide has a
prebiotic in vitro effect on the LGG growth at 0.5%. Afterwards, through the characterization of the
FA in Wistar rat, it was concluded the need of the systemic sensitization along with the adjuvant
administration, and later, the profilactic effect of both, the peptide and the probiotic was evaluated,
in the signs, serum and inflammatory variables of the pathology. The glycomacropeptide diminished
the antibody response, the gastro-intestinal manifestations, the inflammation, and the intestinal
histopathological alterations due to the change of the classical cellular allergic profile to a regulatory
one. With LGG, this effect was assessed, but even if it could modulate the IgE synthesis and the
intestinal inflammation, the effect over the clinical signs was not conclusive. When using both
substances simultaneously, no improvement over the GMP alone induced effects was observed,
wich therefore suggests that it is necessary to continue with the study of the probiotic over the FA,
to clarify its mechanisms of action. Due to all the above, it is believed that the complete study of
the therapeutical effects of these agents over FA will contribute greatly to the better understanding
of the pathology.
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1. Introduccion

En medicina, el término alergia aparecio por primera vez en 1906, cuando el pediatra Clemens von
Pirquet observo que la respuesta a algunos antigenos dio lugar, mas que a la proteccion del
huésped, a un dafo en el mismo. Fue hasta 1963 que Gell y Coombs trabajaron en un esquema de
clasificacion para distinguir entre los diversos tipos de alergia o hipersensibilidad (I-1V), descrito en
su libro “Clinical aspects of immunology!” (Igea, 2013).

La hipersensibilidad se divide en “alergia mediada por Inmunoglobulina (Ig) E” y “reacciones no
mediadas por IgE”, donde se incluye a las reacciones mediadas por anticuerpos IgG y la activacion
del complemento (tipos 11y Ill) o por células T (tipo 1V). Las reacciones de hipersensibilidad tipo | (o
alergias) son iniciadas por la interaccion de un anticuerpo IgE y un antigeno multivalente. En
individuos normales, la concentracion sérica de IgE es la mas baja de cualquiera de las clases de
Ig, y en individuos sanos sélo existen anticuerpos IgE en respuesta a infecciones parasitarias.
Algunas personas, sin embargo, estan predispuestas a generar anticuerpos IgE contra antigenos
ambientales comunes; muchos de estos antigenos entran al huésped, a concentraciones muy bajas,
por medio de tejidos mucosos y tienden a predisponer al individuo a generar respuestas Th2, lo que
precede la secrecién de IgE por linfocitos B. Las alergias a los alimentos, cuya incidencia esta
aumentando, son un tipo comun de atopia. En nifios, éstas explican mas respuestas anafilacticas
que cualquier otro tipo de alergia (Owen, 2014).

La atopia es definida por la Organizacion Mundial de la Alergia (WAO, por sus siglas en inglés) y la
Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI, por sus siglas en inglés) como una
tendencia personal o familiar, usualmente en la infancia o adolescencia, a ser sensibilizado y
producir anticuerpos IgE en respuesta a exposicion ordinaria a alérgenos, usualmente proteinas.
Como consecuencia, estas personas pueden desarrollar sintomas tipicos de alergia focalizada
como asma, rinoconjuntivitis, eczema o alergia gastrointestinal (GI), aunque no todos los casos
estan mediados por la presencia de IgE (Johansson et al., 2001).

La sensibilizacion atopica o la produccion de anticuerpos puede documentarse en pruebas in vitro
e in vivo, frecuentemente a través de pruebas de puncién cutanea (skin prick) (Fiocchi et al., 2012).
La alergia mediada por IgE puede ser dividida en “alergia atépica”, inducida por anticuerpos IgE
alérgeno-especificos luego de la exposicidon a cantidades minimas (picogramos-nanogramos) de
moléculas antigénicas; y en "alergia no atépica”’, mediada por IgE y caracterizada por la produccion
de esta Ig luego de la exposicion a grandes cantidades de alérgeno (microgramos-miligramos), que
frecuentemente atraviesan la barrera cutdnea, casi siempre luego de exposiciones repetidas al
alérgeno (Owen, 2014). Este trabajo se centra en la primera.

Es importante destacar que un individuo no nace alérgico, sino que tiene una predisposicion
genética, y junto con la interaccion con el medio ambiente se manifiesta la reaccion alérgica
(Smaldini et al., 2016). Esta forma de expresion, hablando especificamente de la alergia alimenticia
(AA), determina que se trate de una enfermedad multifactorial; asi como, idiosincratica y

1 En su libro, Gell y Coombs utilizan la definicion “reacciones alérgicas que producen dafio tisular” para este tipo de reacciones. La clasificacion divide a las
reacciones en los tipos I-IV, basandose en los mecanismos inmunolégicos desencadenantes (Gell & Coombs, 1963).
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pleomorfica, debido a que puede variar desde sintomas crénicos Gl hasta anafilaxia severa (Aldemir
et al., 2008).

2. Antecedentes
2.1. Alergias alimenticias

Las alergias alimenticias (AA) también llamadas alimentarias, han sido descritas desde hace
muchos afios, y siguen siendo un tema controversial debido a la variada sintomatologia que
provocan, asi como a los patrones inmunoldgicos y etiopatogénicos que se observan durante su
establecimiento y evolucion. En la actualidad se afirma que la epigenética, la alimentacion de la
madre durante el embarazo, los factores nutricionales, la nutrigenémica y el ambiente de los
primeros afios de vida determinaran la funcion del sistema inmune a largo plazo; por tanto, incidiran
en la aparicion y el tipo de AA (Rossel-Araya, 2011).

Una idea interesante de “alergia alimentaris” (término latino para AA) se utilizé en 1981, definiéndola
como una respuesta inmune a alérgenos o componentes alimenticios y sus aditivos, mediada
frecuentemente por reacciones humorales antigeno-anticuerpo (Fries, 1981).

La mayor parte de los elementos de esta definicion han permanecido en la que aun se propone por
la WAO (Johansson et al., 2001), sabiendo actualmente que, cuando se demuestra la participacién
de mecanismos inmunoldgicos, se utiliza el término de AAy si hay participacion de IgE se denomina
AA mediada por IgE. El resto de las reacciones antes denominadas intolerancias a alimentos
pueden denominarse hipersensibilidad alimenticia no alérgica (Bruijnzeel-Koomen et al., 1995;
Ortolani et al., 1999).

Actualmente, también se le define como sindrome de polen-alimento la patologia que se da en
aguellos pacientes con sintomas secundarios a sensibilizacién primaria a pdlenes con reactividad
cruzada con componentes alimentarios (un mecanismo de AA tipo 2, que se tratara mas adelante)
(Ma et al., 2003) y al sindrome de alergia oral como la patologia con sintomas exclusivamente
orofaringeos relacionados con la ingesta de cualquier alimento (consecuencia de AA tipo 1 o0 2)
(Azamar-Jacome et al., 2017).

Dentro de la clasificacion de las reacciones adversas a los alimentos existen también otras
reacciones adversas no mediadas por IgE, pero, de caracter inmunolégico. Entre estas ultimas se
encuentran la colitis y enterocolitis inducida por alimentos, la enfermedad celiaca, la dermatitis
herpetiforme y la alérgica, y otras pulmonares, como la hemosiderosis inducida por leche de vaca.
Adicionalmente, existen otras reacciones no inmunoldgicas no téxicas conocidas como intolerancias
con participacion de fendmenos enzimaticos o metabdlicos, ejemplos concretos son la intolerancia
a la lactosa o las malabsorciones de carbohidratos.

En otro gran grupo se incluyen las reacciones a alimentos con etiologia que no ha sido claramente
determinada como inmunoldégica; entre ellas, la anafilaxia inducida por ejercicio dependiente de
alimentos, las reacciones adversas a aditivos y la esofagogastroenteropatia eosinofilica. Por otro
lado, existen reacciones adversas clasificadas como téxicas, como las bacteremias y las mediadas
por componentes farmacologicos en alimentos, y otro grupo de reacciones no claramente
relacionadas a la ingesta de alimentos, como el sindrome de colon irritable y la enfermedad
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inflamatoria intestinal crénica. Por las manifestaciones que cada una presenta, es importante
realizar un diagnéstico diferencial completo antes de iniciar el tratamiento para AA (CENETEC,

2011).

En la siguiente tabla se presenta un panorama de las caracteristicas generales de la AA en paises
latinoamericanos, a partir de articulos con analisis epidemioldgicos originales obtenidos mediante
una busqueda sistematica (Sanchez-Sanchez, 2013). La tabla (1) recopila aspectos importantes de
la epidemiologia de la alergia alimenticia de 484 articulos, utiles para el abordaje inicial de la

patologia.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la AA en paises latinoamericanos.

PAIS
México Costa Rica Colombia Venezuela Brasil Chile
Articulos 9 2 3 1 4 1
Revisados
Poblacion de Pacientes Pacientes Poblacion Pacientes con Pacientes Pacientes
estudio alérgicos y alérgicos y general dermatitis alérgicos y con varios
controles controles atopica controles tipos de
alergia
Frecuenciade | 30-70% casos | 0-70% casos 15-23% 80% casos 40-80% casos 15%
sensibilizacion | 20% controles 2-40% 20% controles 20-40%
al alimento controles controles
Alimentos Pescado, Pescado, Fruta, Leche de vaca Pescado, Depende de
principales en | leche de vaca, vegetales, vegetales y huevo, leche la edad:
la respuesta frutas, chile, cacahuate y pescado de vaca, trigo leche, huevo,
IgE tomate cereales carne, soya,
naranja
Alimentos Huevo (43%), N/D N/D N/D Leche (34%), N/D
principales en leche (42%), huevo (37%),
la respuesta soya (35%), soya (28%),
celular trigo (28%) trigo (28%)
Dieta de 1 articulo: N/D N/D N/D N/D N/D
provocaciony excluir mas
eliminacion del 85% de las
reacciones
Sistemas Vias aéreas Vias aéreas Piel, tracto GI Piel y vias Piel y vias N/D
afectados aéreas aéreas

N/D: No hay datos, Gl: Gastrointestinal. SGnchez & Sanchez, 2013.

2.1.1. Breve panorama mundial de la prevalencia de las alergias alimenticias

Como se menciona en diversas revisiones sobre epidemiologia de la AA, las cifras reportadas
suelen ser mas altas que las confirmadas por reto oral con el alérgeno; ademas, de que existen
numerosos factores que modifican la prevalencia de esta patologia (Nwaru et al., 2014; Sicherer et
al., 2017; Sicherer-Sampson, 2018). La WAO definié en general que el 2.5% de la poblacion sufre
de esta patologia (Fiochi, 2017), y se sabe segun informacion de este mismo organismo que la AA
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afecta entre el 6 y 8% de los nifios menores de 4 afios y entre el 1 y 3% de la poblacién adulta (San
Mauro-Martin et al., 2014). Se sabe también que esta patologia ha incrementado en ciudades
occidentalizadas gracias a la industrializacion y otros cambios (Osborne, 2011; Prescott, 2011). La
alergia a los alimentos ha tenido un incremento en paises industrializados en los Ultimos afios,
estimandose una prevalencia general de 3 a 35%, siendo més frecuentes la alergia a proteinas de
leche, huevo, cacahuate y mariscos. Se sabe que esta prevalencia varia en funciéon de la edad y la
poblacion de que se trate (CENETEC, 2011). Con el acelerado ritmo de crecimiento poblacional en
los dltimos 60 afios, se estima que para el afio 2050, la prevalencia a nivel mundial de las AA
afectara a 4 mil millones de personas (San Mauro-Martin et al., 2014).

En un proyecto colaborativo entre la WAO y la Red Mundial de Universidades, dénde se incluyen
93 paises miembros, se reportan grandes variaciones comparativas en la prevalencia de la AA
segun datos disponibles hasta ese momento, asi como en las metodologias para la determinacion
de ésta, pero se mencionan las menores prevalencias para Tailandia e Islandia, asi como las mas
altas para Canad4, Finlandia y Australia (Prescott et al., 2013).

En México existe poca informacion epidemiol6gica sobre AA; pero, se ha analizado a través del
estudio Mexipreval; un estudio observacional, transversal y descriptivo, en la Republica Mexicana
mediante un muestreo por conveniencia. Este reporta que el 70% de los pacientes con sospecha
de AA corresponde a pacientes pediatricos, manifestdndose como sindrome de alergia oral (SAO)
en 37.2% (Medina-Hernandez et al., 2015). Asi mismo, se estima que el SAO afecta al 5.3% de la
poblacion pediatrica en nuestro pais, mientras que la prevalencia pediatrica en E.U.A. es del 5% y
en la poblacion adulta del 8% (Azamar-Jacome et al., 2017). En un estudio realizado en el Hospital
Universitario de Monterrey (Nuevo Ledn), se encontré a la AA como una comorbilidad de los
pacientes que acudian a consulta de alergia, con una frecuencia de 2.6% (Medina-Hernandez et al.,
2015).

Las desigualdades en la estadistica de la patologia podrian reflejar diferencias en la conciencia o
percepcion de la enfermedad, acceso al sistema de salud, influencias socioecon6micas o
verdaderas diferencias en prevalencia entre individuos (Soller et al., 2015).

2.1.2. Mecanismos inmunoldgicos implicados

En los dltimos afios, la investigacion basica relacionada con la patologia alérgica a alimentos se ha
enfocado al entendimiento de los mecanismos de sensibilizacion y de la enfermedad alérgica. A
continuacion, se muestran los mecanismos celulares y moleculares que tienen lugar durante las
diferentes fases de la AA. Se expondran primero las principales vias de entrada de los alérgenos
alimentarios que desencadena la etapa de la sensibilizacién, luego la fase de hipersensibilidad Gl
inmediata y finalmente la fase crénica de la hipersensibilidad GI.

2.1.2.1. Entrada del alérgeno y sensibilizacion

El intestino puede tolerar la presencia de una gran cantidad de antigenos que atraviesan la barrera
Gl y que llegan a la circulacion general sin producir sintomatologia. Esta induccion de tolerancia
depende mayoritariamente de la frecuencia de exposicion antigénica. Existen diferentes vias
mediante las cuales los antigenos alimenticios atraviesan la barrera del epitelio mucoso: por difusién
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paracelular, por transcitosis en las células epiteliales intestinales, endocitosis o transcitosis por las
células M, o mediante el muestreo del lumen intestinal que realizan las células mieloides CD11c*
CX3CR1* de la ldmina propia. No se conoce el mecanismo exacto, pero se postula que el antigeno
es captado por las proyecciones transluminales de células CX3CR1*, mismas que llegan al lumen
intestinal sin modificar las uniones estrechas y la integridad de la barrera intestinal. Estas células
no migran a los nédulos linfaticos mesentéricos (NLM), pero, se propone que pudiesen pasar el
antigeno a las células dendriticas CD103*. Tal como se observa en la figura 1, una vez que las
células dendriticas CD103* en la lamina propia capturan al antigeno, migran a los NLM donde los
presentan a linfocitos T naive. Bajo situaciones de homeostasis, se produce la induccion de células
T reguladoras a4B7*CCR9* de alojamiento intestinal y células plasmaticas productoras de IgA, a
través de la produccién, por parte de las células dendriticas CD103*, de acido retinoico (derivado
de la vitamina A), factor de crecimiento transformante (TGF)-B, indolamina 2, 3-dioxigenasa (enzima
que participa en el catabolismo del tript6fano) y a la sobreexpresion por estas células de avp8 para
activar TGF-f latente (Berin-Mayer, 2013; Chinthrajah et al., 2016). Por lo general, se produce una
hiporrespuesta o tolerancia inmune, debida a anergia clonal. Asi mismo, factores dietarios como la
vitamina A y factores microbianos como Clostridium spp. y el polisacarido A de Bacteroides fragilis
promueven la generacién de células T reguladoras; a su vez, éstas suprimen activamente la
sensibilizacion a alimentos y se diseminan a otros sitios del organismo (Berin-Mayer, 2013).
Ademas, en individuos tolerantes, la mayor parte de los anticuerpos frente a alimentos son de clase
IgG (Tang-Matrtino, 2013; Gocki-Bartuzi, 2016).
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Figura 1. Induccion de la tolerancia Intestinal a antigenos alimenticios. CD: Célula Dendritica, NLM: N6dulo linfatico
mesentérico, Treg: Linfocitos T reguladores, AR: Acido Retinoico. Chinthrajah et al., 2016.

Adicionalmente, se sabe que el sitio de presentacion del antigeno posee un rol importante en la
determinacion del tipo de respuesta de regulacion. La proliferacibn de células de regulacién
especificas en tejido linfatico GI (como placas de Peyer y NLM), asi como la secrecion de cantidades
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variables de sustancias como la interleucina (IL)-10 son criticas para las respuestas tolerogénicas
(Berin-Mayer, 2013). La fragilidad en la induccion de tolerancia da lugar a los fenébmenos
relacionados a la alergia que se trataran a continuacion.

La sensibilizacion a alérgenos alimenticios puede llevarse a cabo por numerosas vias, como ya se
sabe en la actualidad. Una de las maneras mas investigadas de sensibilizacion para alérgenos
alimenticios y también inhalados y con mas consecuencias durante los primeros afios de vida de
los nifios, es la sensibilizacion en utero, la cual, puede llevarse a cabo por transferencia
transplacentaria. Mediciones de IgE alérgeno-especifica mediante tecnologia de microarreglos en
fuentes como el cordon umbilical, o sangre materna o fetal soportan esta idea (Kamemura et al.,
2012).

Entre las manifestaciones mas comunes de AA se encuentran la urticaria o el eczema, por lo que
se ha explorado el vinculo entre los sistemas cutdneo y Gl en el caso de la AA. En 2015, Martin y
colaboradores realizaron un estudio de cohorte en 4453 nifios; con ello, demostraron una
probabilidad 5 veces mayor de desarrollar una reaccién de AA mediada por IgE en los nifios con
eczema en relacion con los que no lo presentaban. Tal como se observa en la figura 2a, cuando la
funcién de barrera del estrato corneo esta conservada (homeostasis) elementos como péptidos
antimicrobianos o IL-10 liberada por células dendriticas CD14"*, asi como el mantenimiento 6ptimo
de los niveles de filagrina, una proteina estructural de la capa granular (McGrath, 2008), promueven
el mantenimiento de la tolerancia a alérgenos (Chinthrajah et al., 2016).

a) Antigeno b) “ g Antigeno g

L
‘\ Péptidos Filagrina

Antimicrobianos

’ Linfocito
T naive

Nédulo
Linfatico

Figura 2. a) Induccion de la tolerancia inmunolégica cutanea a los antigenos alimenticios; b, Ruptura de la
toleranciay sensibilizacidn cutanea. TSLP: Linfopoyetina Estromal Timica; IgE: Inmunoglobulina E; Th2, Th9: Linfocitos
T cooperadores de perfil 2, 9; Tfh: Linfocitos T cooperadores foliculares. Modificada de Chinthrajah et al., 2016; Berin
et al., 2015.

Sin embargo, los queratinocitos son capaces de producir linfopoyetina estromal timica (TSLP), IL-
33 y/o IL-25 en respuesta al dafio por microorganismos, por la activacion por antigenos alimenticios,
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asi como por sefales inflamatorias. Todavia no se define cdmo los antigenos alimenticios podrian
participar, pero la presencia de puentes disulfuro, la glicosilacién, la resistencia a la protedlisis
enzimatica o degradacion térmica, o simplemente la presencia de actividad biolédgica, se consideran
factores importantes. TSLP, IL-33 y/o IL-25 activan a las células linfoides innatas (ILC), mastocitos,
basofilos y células dendriticas a producir mas citocinas que de manera coordinada activan una
respuesta de predominancia tipo 2. Este microambiente puede sobrerregular la expresion de OX40L
en células presentadoras de antigeno, promoviendo la diferenciacion de células T cooperadoras
(Th) al perfil Th2 (figura 2b), linfocitos que podrian pasar a circulacion sistémica. Otros factores,
como, defectos genéticos o adquiridos (ej. mutaciones en el gen de la filagrina) o sitios con patologia
alérgica previa como la dermatitis atopica, traen como resultado la pérdida de la funcion de barrera
en el estrato cérneo incrementando la sensibilizacion al alérgeno. Ademas, se sabe que existen
factores ligados a la microbiota cutdnea. Por ejemplo, la enterotoxina B estafilocécica, es capaz de
inducir inflamacion y contribuir a la proliferacion de linfocitos T foliculares mediante la liberacion de
IL-33 de células dendriticas, ejerciendo asi, un efecto que facilita la instauracion del perfil Th2
(Tordesillas et al., 2014). Se ha propuesto también la importancia de receptores activados por
proteasas (PAR) para capacitar a las células a iniciar eventos polarizantes hacia perfiles celulares
especificos; asi como, al posible inicio de reacciones inflamatorias (Sébert et al., 2019). Finalmente,
las células Th2 y Th foliculares diferenciadas bajo este microambiente tipo 2 incrementan el cambio
de isotipo a IgE en los linfocitos B (Berin et al., 2015; Chinthrajah et al., 2016; National Academies
of Sciences, Engineering, and Medicine, 2017). Por lo tanto, si existen en el ambiente, los alérgenos
alimenticios pueden entrar al organismo a través de la epidermis y desencadenar la sensibilizacién
(Chinthrajah et al., 2016)

Los alérgenos presentes en la comida, como cualquier antigeno alimenticio, pueden cruzar el
epitelio del intestino delgado como se mencion6 anteriormente: a través de difusién paracelular, por
transcitosis en las células epiteliales intestinales, endocitosis o transcitosis por las células M, o
mediante el muestreo del lumen intestinal que realizan las células mieloides CD11c* CX3CR1* de la
lamina propia (Berin-Mayer, 2013; Chinthrajah et al., 2016; National Academies of Sciences,
Engineering, and Medicine, 2017). En el epitelio intestinal, la fase de sensibilizacién inicia con la
entrada del alérgeno (figura 3, 1); asi como, la secrecion de IL-25, IL-33 y TSLP como consecuencia
de dafio o inflamacion epitelial, activada en algunos casos por caracteristicas enddégenas del
alérgeno alimenticio. La TSLP, particularmente, promueve la diferenciacion de las células
dendriticas hacia un fenotipo promotor de células Th2. Tal como se observa en la figura 3, una vez
qgue el alérgeno es capturado y procesado por una célula dendridica localizada en la mucosa
intestinal (2) que migra a un nédulo linfatico regional (3) (u otro sitio en la mucosa intestinal), ésta
presenta el péptido derivado del alérgeno (4) (fisicamente asociado a una molécula del MHC clase
Il en la membrana) a una célula T naive (término francés inmunoldgicamente aceptado para
denominar al linfocito virgen) (5) con un receptor especifico (TCR). Ambas células estan también
unidas por moléculas coestimuladoras (jagged en la membrana de la célula dendritica y notch en la
de la célula T) lo que potencia la interaccion (National Academies of Sciences, Engineering, and
Medicine, 2017). La secrecion de IL-25 por las células epiteliales podria también contribuir a la
expansion de ILC tipo 2 (no mostradas en la figura 3), quienes secretan IL-5 e IL-13, para continuar
con la activacion de la respuesta Th2 (Yu et al., 2016).
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Figura 3. Mecanismos mediante los cuales una persona es sensibilizada a un alérgeno. IgE sérica especifica (IgE),
célula dendritica (CD), receptor especifico de linfocito T (TCR), ICOS y el ligando de CD40 (se muestran como moléculas
coestimuladoras), el sitio de union a anticuerpos especificos (FceRI) puede bajo ciertas circunstancias ser sitio de union
de Ig para otros alérgenos o incluso de Ig para no alérgenos. National Academies of Sciences, Engineering, and
Medicine, 2017

Los linfocitos Th2 mediante factores de transcripcion como STAT-5 y Gata-3 (Jackson et al., 2009),
son la fuente mas importante de IL-4 e IL-13. Estos, a través de sefales por contacto intercelular
(CD40/CD40L), inducen el cambio de isotipo en los linfocitos B (6) hacia la cadena pesada ¢,
ademas de la diferenciaciéon a células plasmaticas y células B de memoria. Ademas, las células
plasmaticas incrementan la produccion de IL-4 e IL-13 (National Academies of Sciences,
Engineering, and Medicine, 2017). La produccién de IgE (7) por el linfocito B esta muy regulada vy,
aun en individuos con niveles elevados, éstos permanecen por varios 6rdenes menores que otros
anticuerpos como la IgG (Caraballo-Zakzuk, 2012). La concentracidén basal de IgE suele estar en
~150 ng/mL mientras que la de IgG puede ser de 10 mg/mL (Gould, 2003).

Estas IgEs se fijan sobre los receptores de alta afinidad (FceRI) de la superficie de mastocitos
localizados en tracto Gl (o de la piel, vias aéreas altas y bajas y otros sitios anatdmicos no mostrados
en la imagen) y de basdfilos (9) localizados en esa zona o0 en sangre circulante en menor nimero,
guedando asi sensibilizados. La presencia de las moléculas de IgE especificas en la superficie de
mastocitos y basofilos no activa o activa solo ligeramente a las células, pero las prepara para
activarse luego de la exposicion repetida al alérgeno reconocido por la IgE. Debido a la ausencia
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de IgE especifica la exposicidn inicial al alérgeno no ocasiona una reaccién inmediata (10) (Yu et
al., 2016; National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine, 2017).

2.1.2.2. Hipersensibilidad gastrointestinal inmediata

En exposiciones subsecuentes al alérgeno (figura 4, 1), al entrar en contacto con los mastocitos
sensibilizados se produce un entrecruzamiento del complejo FceRI-IgE (2) en la superficie de la
célula, lo que propicia el aumento de la concentracion de calcio intracelular que desencadena de
una manera rapida la liberacion del contenido de sus granulos, constituido por diversos mediadores,
y la sintesis de novo de mediadores derivados del acido araquidénico y también de manera mas
lenta la secrecion de citocinas y factores de crecimiento (Burton-Oettgen, 2011).

Produccién incrementada de moco
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IN\% Reclutamiento de leucocitos
“»g (transicién a RFT)

histamina, PGD.
CysLTs, PAF

El fluido entra
atejicdos

entra a sangre
vasodilatacion Permeabilidad vascular incrementada

) X o
Musculo liso intestinal \

Figura 4. Mecanismos inmunoldgicos en exposiciones subsecuentes a un alérgeno. IgE sérica especifica (IgE),
célula dendritica (CD), prostaglandina D2 (PGD), cistenil-leucotrienos (cys-LTs), leucotrieno B4 (LTBa), factor activador de
plaguetas (PAF), factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina 8 (IL-8), proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) y
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), reacciones de fase tardia (RFT). National Academies of Sciences,
Engineering, and Medicine, 2017

Los mastocitos son células centinelas y efectoras clave en las AA y ya se ha demostrado su
expansion, crecimiento y supervivencia en la mucosa Gl gracias a los efectos de la IL-4, lo que a su
vez incrementa la sensibilidad a anafilaxia mediada por IgE (Burton et al., 2012). Ademas, estas
células son capaces de pasar por numerosos ciclos de degranulacién, seguidos por produccion de
novo de mediadores vasoactivos dependiendo del estimulo al que se enfrenten (Kunder, 2009), lo
gue en la AA contribuye al entendimiento de la intensidad y el alcance de sus respuestas a
alérgenos.
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Los mediadores mastocitarios liberados incluyen sustancias importantes como histamina y una gran
variedad de otros quimicos [como prostaglandina D, (PGDy), cistenil-leucotrienos (cys-LTs),
leucotrieno B4 (LTB.), factor activador de plaquetas (PAF)] y citocinas [como factor de necrosis
tumoral (TNF), IL-8, proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) y factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF)] con diversos efectos en células y tejidos locales, y que, al ser liberados en
grandes cantidades pueden entrar en sangre y ocasionar signos y sintomas intestinales inmediatos
(15) o en otros sitios como piel, vias aéreas y sistema cardiovascular (National Academies of
Sciences, Engineering, and Medicine, 2017).

Los efectos de los mediadores y citocinas liberados comprenden cambios en peristalsis intestinal
(3), estimulacion de nervios locales para liberacién de neuropéptidos (4) que pueden incrementar la
produccion de moco por las células caliciformes (6) asi como el peristaltismo intestinal (5),
vasodilatacion (7) y aumento en la permeabilidad vascular (8) lo que permite al alérgeno entrar al
torrente sanguineo (9). Ahi, puede unirse a las IgE en la superficie de basofilos (10), causando
agregacion de sus receptores especificos, activando a estas células a liberar mas mediadores y
citocinas cuyo efecto se antepone al de los mastocitos tisulares. Los productos de la activacion
mastocitaria también pueden inducir a células estructurales locales, como células epiteliales, a
liberar productos que puedan influir a su vez en funciones del propio mastocito como el incremento
en la secrecion de mediadores (11, 12). Ademas, los mediadores anteriores pueden favorecer el
desarrollo de la inflamacion en vasos sanguineos locales con acciones como el reclutamiento de
leucocitos de circulacion sistémica (13, 14). Estos pueden mantener la inflamacién local durante las
reacciones de hipersensibilidad “de fase tardia” (RFT) que se asocian con manifestaciones que
pueden persistir o recurrir incluso por varias horas, luego de la exposicion inicial al alérgeno
(National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine, 2017). Las células activadas
(eosindfilos, neutréfilos y células mononucleares) liberan otros mediadores y sustancias citotéxicas,
volviendo a este proceso mas complejo en cuanto a tratamientos y a su resolucion.

Una de las manifestaciones mas interesantes de la AA es el incremento en la permeabilidad
intestinal, descrito hace tiempo con el término en inglés “leaky gut” o “intestino con fuga” (Broom,
2010; Kucharski, 2017) debido a los mecanismos que lo causan, y que se observan en la figura 5.
Una vez que se lleva a cabo la degranulacidon del mastocito, las proteasas secretadas por éste
pueden hidrolizar las proteinas de uniones adherentes como ocludina o claudina lo que facilita el
paso de alérgenos a la mucosa. Dos mediadores importantes, la serotonina y la histamina mediante
la secrecion de iones cloro, promueven la salida de agua al lumen intestinal, lo que da lugar a signos
como la diarrea. Del mismo modo, la secrecidn de citocinas incrementa la permeabilidad intestinal
(Burton et al., 2011). En la misma figura se aprecia como la expresion del receptor de baja afinidad
para la IgE, CD23, por las células del epitelio intestinal favorecen la captura del antigeno alimenticio
a través de la IgE producida localmente por los linfocitos B de la mucosa intestinal y su transporte
mediante transcitosis a la mucosa, donde exacerba el proceso alérgico. Este mismo receptor CD23
es expresado por los linfocitos B y facilita la captura del alérgeno por la propia célula B.
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Linfocito 8

2.1.2.3. Hipersensibilidad gastrointestinal cronica

Cuando el estimulo antigénico es persistente (como puede ser durante la exposicién continua a
alérgenos de alimentos) la respuesta se transforma en una respuesta inflamatoria crénica, donde
predomina la infiltracién eosinofilica, el dafio y la reparaciéon mediante fibrosis (Salinas, 2012).
Ademas, esta fase suele caracterizarse por la presencia de gran nimero de células innatas y
adaptativas, cambios en la matriz extracelular y alteraciones en el nimero y funcién de las células
en los tejidos afectados, asi como citocinas y compuestos altamente toxicos liberados por éstas. En
conjunto, todos estos elementos contindian el efecto tisular nocivo en tracto Gl en el caso de la AA
(Galli et al., 2008; Reyes-Pavon et al., 2020), volviéndose las manifestaciones clinicas mucho mas
dificiles de revertir en este estadio de la patologia (DeMartinis, 2020).

Ademas de las poblaciones anteriormente mencionadas de células T, se ha hecho evidente la
participacion de linfocitos Th9, que secretan IL-9 (Valdahon et al., 2008) y cuyos efectos en modelos
murinos han sido asociados al mantenimiento de la sintomatologia y el dafio tisular en el proceso
alérgico (Chen et al., 2015).

2.1.3. Factores de riesgo

En todos los casos de alergia y atopia, se sabe que la asociacién entre genes predisponentes, la
ausencia de genes protectores y la exposicion ambiental al alérgeno son factores de riesgo
importantes para el desarrollo de dichas patologias.

Los estudios en gemelos monocigéticos y dicigéticos han provisto aproximaciones importantes
sobre el componente genético de numerosas patologias (Hrubec-Robinette, 1984). Se han
encontrado datos que sugieren una fuerte influencia genética en 77 pares de gemelos
(monocigéticos y dicigbticos) con casos de alergia al cacahuate con heredabilidad del 82% y el 87%,
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respectivamente, utilizando un modelo que considera también componentes ambientales (Sicherer
et al., 2000). Ademas, se tienen reportes sobre mutaciones genéticas por pérdida de funcion en la
filagrina de la barrera epitelial, asociadas con alergia al cacahuate (Brown et al., 2011; Tan et al.,
2012). Esto, se ha asociado con sensibilizacion a este alimento mas que con reacciones clinicas al
mismo; pero, se sugiere que las AA deben ser resultado de una barrera insuficiente a los alérgenos,
como se menciona en el apartado de entrada del alérgeno y sensibilizacion (Berin-Sampson, 2013).

Aun cuando se analizan los componentes genéticos que deben existir en los individuos alérgicos,
el fenotipo de la patologia esta influenciado por factores ambientales (Sicherer et al., 2000).
Numerosos factores ambientales inciden en el desarrollo de la alergia a alimentos, incluyendo la via
de nacimiento, el uso de antibidticos e inmunizaciones, asi como la exposicibn a mascotas y
animales en general (National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine, 2017). Estudios
de las diferencias en alimentacion por lactancia materna y la alimentacién con formula maternizada
y su efecto en la diversidad de la microbiota infantil, asi como, las interrelaciones que se crean con
el sistema inmune del huésped dejan claro el impacto de factores que antes no se consideraban
Gtiles para el abordaje de esta entidad alérgica (Praveen et al., 2015).

En el caso de las AA, por numerosas razones, la lactancia materna es recomendada los primeros
meses de vida; sin embargo, aln no se esclarecen los mecanismos que la convierten en un factor
protector. Diversos estudios de cohorte han demostrado la relacion entre el uso de férmulas con
leche de vaca o proteina de soya con una mayor incidencia de dermatitis atopica o enfermedades
respiratorias en la infancia temprana. Basado en los datos disponibles, el “Grupo Experto” de la
Academia Europea de Alergologia e Inmunologia Clinica y el “Comité nutricional” de la Academia
Americana de Pediatria recomiendan lactancia materna exclusiva preferentemente durante 6 meses
(minimo 4) para todos los nifios, tengan o no historial de atopia, con el fin de prevenir enfermedades
alérgicas. Ademas, aqui se recomienda utilizar una formula hidrolizada para nifios con alto riesgo
de alergia durante los primeros meses de vida, reincorporandose luego este periodo a las
recomendaciones normales para la edad (Muraro et al., 2004).

Aunqgue aln se discute si la introduccion retardada de los alimentos sélidos protege contra AA, suele
recomendarse iniciarla después del periodo estipulado para lactancia materna, y en el caso de los
nifios con alto riesgo de desarrollar la patologia se propone retardar la introduccién de productos
lacteos, huevo, cacahuate, nueces y pescado de 12 a 36 meses dependiendo del alérgeno.
Actualmente, pese al trabajo existente para postular recomendaciones eficaces para la poblacion
vulnerable a AA, aun existen limitaciones en la informacion sobre la prevencion primaria de la
patologia, aunque los criterios han comenzado a cambiar de la evitacion del alérgeno a la exposicién
al mismo para iniciar el desarrollo de tolerancia desde fases iniciales (Hamelmann et al., 2007).

Otro de los factores de riesgo que aun no termina de dilucidarse es la ausencia de una microbiota
intestinal de calidad y cantidad suficientes en el organismo de que se trate. El estudio del
comensalismo bacteriano con el ser humano ha servido de base para el analisis de las
interrelaciones entre los microorganismos y el humano en diferentes patologias. En alergias, este
andlisis inicia desde la postulacion de la hipétesis de la higiene, descrita desde 1989, que relacioné
la exposicién microbiana tardia con una incidencia aumentada de fiebre del heno. Dicha hipétesis
resultdé novedosa en su época pues contrastd los postulados anteriores sobre la prevalencia de
ambientes asépticos para el desarrollo de la inmunidad (Okada et al., 2010). Se ha visto que la
desviacion en perfiles Th1/Th2 contribuye a la produccion de IgE y a las respuestas alérgicas,
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sugiriéndose que en los paises desarrollados la falta de contacto microbiano en la nifiez que
normalmente favoreceria respuestas Thl parciales, redirige la respuesta inmune hacia un fenotipo
Th2 y por tanto predispone a desérdenes alérgicos (Okada et al., 2010). Ademas, como menciona
en apartados anteriores, el intestino es uno de los sitios donde existe mayor exposicién a
microorganismos patogénicos desde las primeras etapas de vida y la disfuncion de la microbiota, o
su composicion, asi como modificaciones en los patrones de colonizacion intestinal se han
documentado en humerosas patologias (Molloy et al., 2013) entre las cuales también se encuentra
la AA (Prince et al., 2015). En esta patologia, el andlisis de la microbiota intestinal per se ha sido
abordado por varios motivos. El primero, es que se sabe que existen modificaciones en la microbiota
que se han esclarecido mediante el uso de modelos murinos; asi, se tienen reportes de que la
expresion de IL-33 se encuentra incrementada en células epiteliales de animales libres de
gérmenes, mientras que las células T reguladoras RORyt* se encuentran reducidas en estos
animales (Ohnmancht et al., 2015); por otro lado, se ha observado la presencia de disbiosis en
pacientes con AA. Fazlollahi y colaboradores (2018) analizaron mediante un estudio multicéntrico
una cohorte de 141 nifios con AA encontrando incrementos en las familias de Lachnospiraceae,
Streptococcaceae, y Leuconostocaceae al comparar con sus controles.
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De igual forma, la actividad conjunta del sistema inmune de mucosas (SIM), con la microbiota
intestinal de calidad permite el predominio en el organismo de un ambiente tolerogénico. Como se
ilustra en la figura 6, la diversidad y la abundancia microbiana promueven este estado. La
fermentacion de fibras dependiente de microorganismos produce &cidos grasos de cadena corta
(AGCC) que se unen a receptores acoplados a proteinas G en células del epitelio intestinal para
activar la produccion de IL-18 por el inflamasoma, lo que, aunado a la secrecion de péptidos
antimicrobianos (como REG3), fortalece la barrera epitelial.
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Las células dendriticas contribuyen al cambio de linfocitos T naive hacia un perfil regulador (FoxP3*)
y a su proliferacion; lo que, junto con la acetilacién de la histona H3 del promotor de FoxP3* por los
AGCC puede contribuir a la diferenciacion, induccion o preservacion de dichos linfocitos. La IL-22
proveniente de ILCs RORyt*y linfocitos T CD4* es un factor esencial para la integridad epitelial y la
sintesis de péptidos antimicrobianos o0 moco. Mientras las condiciones del ambiente permanezcan
tolerogénicas, tanto las células dendriticas colénicas como los linfocitos migran a NLM y se
mantienen en el fenotipo regulador luego de la interaccién con otras células intestinales, o algunas
otras que transportan citocinas, metabolitos u otras sustancias de diferentes sitios corporales (Cao
et al., 2014, Chinthrajah et al., 2016; Sampson, 2018).

En el escenario opuesto, cuando ocurren algunos cambios en la abundancia o diversidad bacteriana
se disminuyen los factores mencionados anteriormente (AGCC e interleucinas) lo que incide en la
integridad epitelial, favoreciendo el paso de antigenos, microorganismos o alérgenos alimenticios.
Ademas, la activacion de células dendriticas en respuesta a estimulos inflamatorios promueve el
desarrollo de respuestas Th2 (Chinthrajah et al., 2016) y la sensibilizacion alérgica.

Por ultimo, uno de los factores de riesgo mas comentados en la patologia alérgica, es la historia
natural de la enfermedad, la cual puede también contribuir al desencadenamiento de las AA. El
conjunto de patologias at6picas tiende a ocurrir en una progresion denominada “marcha atépica”
(figura 7) en la cual puede existir una manifestacion inicial de alergia en la nifiez temprana, muchas
veces dermatitis atdpica, seguida por el desarrollo progresivo de alergia a alimentos, rinitis alérgica
o asma (Yu et al., 2016). Como puede observarse, la AA presenta un pico maximo de presentacion
de la enfermedad durante la nifiez y la juventud, luego del cual tiende a disminuir y/o a cambiar a
otras modalidades de la patologia alérgica (Hill-Spergel, 2017).
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Figura 7. La marcha atépica. Edad al diagndstico de condiciones alérgicas comunes. Hill-Spergel, 2017.

Como se muestra en la figura 8, numerosos factores interaccionan para dar lugar al fenémeno de
AA desde el inicio de la vida hasta la senectud. Ciertos eventos se conocen por ser factores de
riesgo para promover la aparicion de esta patologia multifactorial, los cuales al inicio de la vida
suelen ser factores genéticos, étnicos, historial familiar, exposicion a alérgenos dietarios (Lack et
al.,, 2012), y con el paso de los afios existen otros factores que también pueden ocasionar la
patologia entre los cuales se destaca a la disfuncion de la barrera mucosa intestinal, inflamacion,
los cambios en microbiota intestinal y otros como la inmunosenescencia ( De Martinis et al., 2019).



Inmunosenescencia

25

Disfunciéon de la barrera
mucosa intestinal

m Se590 a respuestas
= i ™ | i
l Historia familiar Deficiencia de . Envejecimiento celular y modificaciones tisulares
micronutrimentos Distuncion de células dendriticas
Va Fe.2n.Vit.Q Disfuncion de las
I Dieta P Estado o wniones estrechas
/ proinflamatorio \\5—/ V4 8
P'SI“M’O" de 'eﬁdo X Incremento en la
inmune de mucosas - Oisminucion en las permeabilidad intestinal
funciones de celulas ¥
[ Sexo reguladoras
Deficiencia de IgA secretora _ Entrada del alérgeno —
Respuestas IgG4 reducidas V4
X Ruptura de |a //
. . N\, tolerancia oral V/4
l Polimorfismos genéticos \Y i .:\ V/4 &‘
NN\ / Disminucion en la
Cambios en la o N w capacidad digestiva
. - . - V'I
microbiota intestinal e Sensibilizacion (
[ Etnicidad - Aol
(7 Antibidticos @ Uso de farmacos
.n Enfermedades por
\:__// T edad avanzada

ALERGIA ALIMENTICIA

Figura 8. Factores de riesgo de la alergia alimenticia del inicio de la vida a la senectud. Numerosos factores pueden
dar lugar a las AA en el inicio de la vida (azul) y otros més tarde (negro), como resultado de cambios en la barrera intestinal,
inmunosenescencia, y otros factores relacionados con el envejecimiento. Fe: hierro, Zn: Zinc, Vit. C: Vitamina C.
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2.1.4. Signos y sintomas clinicos

Como se mencioné en el apartado de hipersensibilidad Gl inmediata, las AA conducen a la
liberacion de mediadores de los mastocitos ubicados en mucosa y submucosa intestinal; lo cual,
tras su llegada al torrente sanguineo induce un aumento en el peristaltismo y la secrecién de liquidos
por células de recubrimiento intestinal ocasionando manifestaciones a este nivel, pero con
capacidad de llegar a cuadros de sintomatologia mas compleja como la anafilaxia sistémica. Esta
Gltima, est4 causada por una reduccion del tono vascular y fuga de plasma, lo que, ocasiona una
reduccion en la presion arterial o choque anafilactico, a menudo mortal. Los efectos
cardiovasculares suelen acompafarse de constriccion de vias respiratorias superiores e inferiores,
edema laringeo, hipermotilidad intestinal, produccion de moco intestinal y respiratorio y lesiones
urticariales en la piel (Arhens et al., 2012; Berin-Sampson, 2013; Yu et al., 2016).

Como se observa en la figura 9, si bien existen dosis desencadenantes de sintomas diferentes para
cada persona, algunos individuos manifiestan sintomas subjetivos iniciales; los cuales, pueden
volverse objetivos luego de dosis subsecuentes, manifestandose asi la anafilaxia tras la continua
exposicion al alérgeno (a). En otros pacientes se observa anafilaxia como primer sintoma, sin
sintomas subjetivos anteriores (b) o con éstos (c). La anafilaxia en cualquier caso puede ocurrir en
cualquier nivel de exposicién al alérgeno (Turner-Wainstein, 2017).
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Progresion de la reaccion Progresion de la reaccion Progresion de la reaccion

DOSIS QUE DESENCADENA SINTOMAS SUBJETIVOS
DOSIS QUE DESENCADENA SINTOMAS OBJETIVOS LEVES
DOSIS QUE OCASIONA ANAFILAXIA

—

Figura 9. Diferentes patrones de reactividad clinica se observan luego del reto con el alimento. Nivel de exposicion
al alérgeno (nivel bajo: barras sélidas y nivel alto: lineas discontinuas). Turner-Wainstein, 2017.

En resumen, la presentacién clinica de las AA involucra un amplio espectro de sintomas, desde
cutaneos (urticaria, angioedema, eczema atépico/dermatitis), Gl (vémitos, cdlico, dolor abdominal,
diarrea, constipacion), respiratorios (rinorrea, estornudos, sibilancias, tos, disnea), hasta
circulatorios (colapso cardiovascular). Los sintomas asociados al fenémeno alérgico pueden ayudar
al discernimiento entre un mecanismo mediado o no por IgE, y a identificar el tipo de alérgeno
involucrado (Yu et al., 2016).

2.1.5. Principales alérgenos involucrados en AA humana

Cualquier antigeno capaz de provocar hipersensibilidad mediada por mecanismos inmunolégicos
se define como alérgeno. La tabla 2 menciona las caracteristicas mas relevantes de los alérgenos
comunes implicados en la patologia de la AA. La mayor parte de los alérgenos que generan
reacciones con anticuerpos IgE e IgG son proteinas, muchas veces con cadenas laterales de
carbohidratos, aunque, no es la Unica posibilidad (Mari et al., 1999; Johansson et al., 2001). Los
alérgenos pueden entrar en contacto con el organismo mediante exposicion inhalada, ingerida o
cutanea y suelen agruparse en familias proteicas de acuerdo con sus caracteristicas estructurales
(Radauer et al., 2008).

En 2007, Jenkins y colaboradores demostraron a través de métodos de secuenciacion de perfiles
de alérgenos y andlisis in silico las relaciones estructurales y evolucionarias entre éstos. Mientras
que, las proteinas que tenian 54% de homologia humana en su secuencia eran todas alergénicas,
aquellas con homologia de secuencias mayor al 63% eran raramente alergénicas. Esto es
importante al analizar los alérgenos que con mas frecuencia ocasionan AA. Si bien, cualquier
alimento puede ser potencialmente alergénico, se han identificado 8 como los responsables de
producir el 90% de las reacciones alérgicas en nifios y adultos. Estos alimentos constituyen el
denominado grupo de los “Grandes 8”: la leche y sus derivados, el huevo y sus derivados, los



27

cacahuates y sus derivados, el trigo y sus derivados, las nueces, la soya, los pescados y los
mariscos (Smaldini et al., 2016) (Tabla 2); de los cuales, se han identificado sus principales
componentes alergénicos cuya nomenclatura oficial se indica en la tabla 3. Igualmente se sabe
desde 1996 que mas de 160 alimentos han sido documentados como causantes de alergia con
menor frecuencia (Hefle et al., 1996).

Tabla 2. Nomenclatura de alérgenos mas comunes y sus caracteristicas en alergia alimenticia.

Denominacion Caracteristicas particulares en alergia Principales alérgenos
alimenticia
“Los Grandes Antigenos altamente alergénicos para el 90% de | Leche, huevo, pescado, marisco,
Ocho” la poblacién estadounidense nueces, cacahuate, trigo, soya.
“Trofoalérgeno” Cualquier antigeno de ingreso por via Leche, huevo, pescado, marisco,
gastrointestinal nueces, cacahuate, trigo, soya,

manzana, aguacate, platano,
cocoa, papa, fresa, entre otros.

Alérgenos Antigenos que suelen degradarse en cavidad Papa (Solt t 1), Apio (Apig 1),
“sensibles a la oral, no resisten la digestion ni la protedlisis. Pifia (Ana c 1), Cacahuate (Ara h
digestion” Originan el sindrome de alergia oral 5), Cereza (Pru av 4), entre
otros.
“Aeroalérgenos” Antigenos de ingreso por via aérea (inhalacion). Polen de abedul, ambrosia,
Tras sensibilizar al individuo pueden ocasionar artemisa, ciprés, cedro, maiz,
reacciones cruzadas con diversos alérgenos girasol. Latex.
alimentarios
“Panalérgenos” Familia de proteinas relacionadas, ampliamente Prolifinas como las del polen de
distribuidas en la naturaleza y que comparten abedul (Betv 1y Betv 2);
estructura tridimensional o regiones con proteinas de transferencia de
secuencias altamente conservadas. lipidos no especificas como las
Responsables de muchas reacciones cruzadas de ambrosia (Amb 6), Kiwi (Act
entre polenes y alérgenos alimentarios 10) y latex (Hev b 12).

Adaptado de Reyes-Pavon et al., 2020.

Tabla 3. Nomenclatura de alérgenos mas comunes en los 8 alimentos mas alergénicos descritos.

Alimento (o derivados) Alérgenos mas comunes (Nomenclatura oficial)

Leche Bosd 4, Bosd5,Bosd6,Bosd 7, Bosd8
Huevo Gald1,Gald2,Gald3, Gald4,Gald5

Cacahuate Arah 1, Arah2, Arah6
Trigo Tria 19

Frutos secos Ber e 1(nuez de brasil), Jug r 1, Jug r 2 (Nuez), Cor a 14 (avellana)

Soya Glym5, Glym 6

Pescados Sal s 1 (salmon), Gad c 1 (bacalao)

Mariscos Pen a 1 (camarén), Cha f 1 (cangrejo), Hom a 6 (langosta)

Bock et al., 2001; Palosuo et al., 2001; Jiménez-Saiz et al., 2011; Ahrens et al., 2012; Van Gramberg et al., 2013;
Lorentz et al., 2015.

La base de datos de la nomenclatura de alérgenos es el listado oficial aprobado por la organizacion
mundial de la salud y la union internacional de sociedades de inmunologia (WHO/IUIS por sus siglas
en inglés) que contiene los nombres oficiales de los alérgenos aceptados como tal. Se asignan en
base al nombre taxondmico y la fuente del organismo en latin, consistiendo en el género (3-4 letras)
y la especie (1-2 letras) asi como numeros que se refieren a la familia de proteinas. Asi mismo,
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existe una base de datos del alergoma, que desde 2002 contiene registros de moléculas, fuentes
alergénicas para su uso en biologia molecular, genética y epidemiologia, con informacién
actualizada continuamente a partir de publicaciones que contribuyen al entendimiento de las
alergias (Lorenz et al., 2015).

El caso particular de 3 de los alérgenos mas descritos se menciona a continuacion. La alergia a la
proteina de leche de vaca es una de las mas prevalentes en nifios y lactantes, pudiendo dividirse
en 2 tipos: la alergia a la caseina total (nomenclatura del alérgeno Bos d 8), que implica el 80% del
contenido proteico total, y la alergia a las proteinas del suero, que implican el 20% restante. La
fraccion de caseina puede ser subdividida en 4 proteinas principales (as1, 0s2, B, K-caseina), en tanto
que el suero 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 pequefias cantidades de
lactoferrina. Aunque cada proteina tiene potencial alergénico, la caseina, BLG y ALA son
consideradas las més alergénicas (Ahrens et al., 2012).

La alergia a proteina de huevo de gallina es considerada la segunda mas comun en la infancia, con
los alérgenos dominantes en la clara del huevo. La yema tiene ciertas propiedades alergénicas,
pero mucho menores que las de las 4 principales proteinas en la clara: 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). Aun
cuando OVA es la proteina mas abundante en la clara de huevo (54% de la proteina total), OVM
(Gal d 1) ha sido reportada como el alérgeno inmunodominante (Mine-Yang, 2009; Jiménez-Saiz et
al., 2011).

Los cacahuates son una especie de la familia de leguminosas no perteneciente a la de las
oleaginosas y, por tanto, diferente a las nueces en general, aunque también son consideradas
alérgenos importantes y causantes de reacciones anafilacticas. A diferencia de las alergias a leche
de vaca o huevo, la alergia a cacahuates raramente se supera. El uso extendido de los alimentos
con proteinas alergénicas ha generado incrementos en su investigacion en los dltimos afios, siendo
11 las proteinas caracterizadas (Ara h 1-11) y teniendo la mayor alergenicidad Ara h 1y Ara h 2
(Bock et al., 2001; Van Gramberg et al., 2013).

2.1.6. Reactividad cruzada

Los alimentos como factor desencadenante de reacciones alérgicas han ganado importancia en la
actualidad. Mas del 60% de las AA en nifios, adolescentes y adultos estan ligadas con una alergia
a un inhalante. En contraste con las alergias clasicas donde la sensibilizacion ocurre en el tracto Gl
dirigida mayoritariamente contra alérgenos alimenticios, la sensibilizacion en alergias de reaccién
cruzada relacionadas a polen o a otros alérgenos se considera que ocurre contra aeroalérgenos
(Werfel et al., 2015).

Los anticuerpos generados contra un alérgeno especifico pueden ser capaces de unirse a otros
alérgenos de la misma familia, aun cuando el sujeto no haya sido sensibilizado a ese segundo
alérgeno. Esto se conoce como reactividad cruzada e incrementa el nimero de fuentes alimenticias
contra las cuales se puede iniciar una reaccion alérgica (Lorentz et al., 2015).

El latex es otra fuente de alérgenos que ocasiona alergias relacionadas con alimentos a través del
sindrome de alergia latex-fruta (Tabla 4). Asi mismo, la inhalacién de polen también es conocida
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por ocasionar sensibilizacion a algunos determinantes de carbohidratos que se encuentran en

glicoproteinas de plantas (Lorentz et al., 2015).

La mayoria de los alérgenos alimenticios de plantas pertenecen a pocas familias y superfamilias de
proteinas. Algunas de éstas son la superfamilia de cupinas, la familia de prolaminas, la de
inhibidores de a-amilasa y tripsina; asi como, proteinas relacionadas con patogénesis como
respuesta a infecciones por hongos, bacterias o virus (Breiteneder-Radauer, 2004). Es importante
recalcar que existe mucha menor variedad en los alérgenos alimenticios animales. Las
caracteristicas de los alérgenos en plantas podrian indicar que al menos para algunos de éstos, su
alergenicidad depende de sus funciones bioquimicas por lo que, en un futuro, podria analizarse la
alergia a todo un grupo de alérgenos con funciones bioquimicas idénticas para fines de estudio y
comprension de las consecuencias. Como ha sido mencionado, secuencias homdélogas de DNA
(acido desoxirribonucleico, por sus siglas en inglés) codifican los alérgenos de reaccién cruzada;
como se observa en la tabla 4, alérgenos de familias proteicas diferentes pueden originar reacciones
cruzadas con inhalantes, sustancias como el latex, o con otros alimentos, incrementando las formas
de presentacion del fenémeno alérgico (Breiteneder-Ebner, 2000; Sicherer, 2001).

Tabla 4. Familias de proteinas con alérgenos alimenticios de reaccion cruzada.

Familia de
proteinas

Reactividad cruzada posible entre

Fuentes con alérgenos potenciales de reacciéon
cruzada*

Familia Betv 1= Alimento-alimento
proteinas PR-10

similares en

Alérgenos en manzana, cereza, chabacano, pera,
durazno, frambuesa, fresa, kiwi, zanahoria, apio,
tomate, avellana, cacahuate, soya, semilla de mostaza.

patogenicidad
relativa a proteina de alimentos,
especialmente a abedul)

Inhalante-alimento (Polen: alergia

Alérgenos inhalados de polen de abedul, aliso, carpe,
roble, avellano, castafio.

Profilinas Alimento-alimento

Alérgenos en manzana, cereza, durazno, pera, fresa,
naranja, pifia, kiwi, banana, melén, litchi, zanahoria,
apio, tomate, pimiento, mostaza, cacahuate, soya,

avellana, almendra, trigo, cebada, arroz, etc.

relativa a proteina de alimentos,

Inhalante-alimento (Polen: alergia

especialmente a abedul, ambrosia,

Alérgenos inhalados en polen de abedul, ambrosia,
artemisa, Cynodon dactylon, Parietaria officinalis,
Phleum pratense, Mercuralis annua, Chenopodium

fruta”)

artemisa) album, Kali tragus, Amaranthus retroflexus, olivo,
palmeras de datil, avellano, girasol, azafran arroz,
maiz, etc.
Latex:-alimento (‘Sindrome de latex- Latex.

Proteinas de Alimento-alimento
transferencia de

lipidos

Alérgenos alimenticios en durazno, chabacano, cereza,
pera, manzana, fresa, ciruela, uva, mora, frambuesa,
naranja, limén, mandarina, kiwi, platano, apio, tomate,
esparrago, lechuga, coliflor, frijol, mostaza, avellana,
nuez, almendra, semilla de girasol, cacahuate, maiz,
trigo, castafia, etc.

relativa a proteina de alimentos)

Inhalante-alimento (Polen: alergia

Alérgenos inhalados en pélen de ambrosia, artemisa,
parietaria, olivo y sicomoro.

fruta”)

Latex:-alimento (‘Sindrome de latex-

Latex.

Alimento-Alimento

Alérgenos en pera, zanahoria.
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Proteinas similares Inhalante-alimento (Polen: alergia Alérgeno inhalado en polen de abedul.
aBetv6 relativa a proteina de alimentos,
especialmente con abedul)
Proteinas similares Alimento-alimento Alérgenos alimenticios en pimiento, manzana, cereza,
a traumatinas = durazno, kiwi, platano.
PR5
Inhalante-alimento (Polen: alergia Alérgenos inhalados en ciprés o cedro.
relativa a proteina de alimentos)

* Los alimentos mencionados contienen alérgenos pertenecientes a la familia especificada en la primera fila. Una reaccion
cruzada entre alérgenos de la misma familia es potencialmente posible pero no inevitable. Las fuentes alimenticias
contienen alimentos que han sido oficialmente afiadidos a la lista oficial de alérgenos IUIS (International Union of
Immunological Societies).

1 El latex puede ser tanto un alérgeno inhalante como de contacto. Lorentz et al., 2015

2.1.7. Impacto econdmico de la AA

A pesar de la gran variedad de alternativas terapéuticas con que se cuenta en la actualidad
(descritas mas adelante), el impacto econémico de la AA es importante sobre todo en etapas
vulnerables de la vida como la nifiez. En México, no existen datos actualizados del impacto
economico que tienen las AA en las familias de pacientes menores de edad, adultos, ni en el sistema
de salud. Sin embargo, a través de una encuesta disefiada por médicos, investigadores de servicios
de salud y economistas del &rea en nifios de E.U.A. se determiné que el costo total anual de
servicios médicos es de $4.3 billones de ddlares ($724 por nifio), siendo las hospitalizaciones las
mayores causantes del costo médico directo ($1.9 billones) seguido por las visitas a alergologos y
otros especialistas (Gupta et al., 2013). Otros factores que implican un incremento en los gastos
incluyen las ausencias laborales del cuidador del menor, asi como modificaciones dietarias
especificas. El costo total de las AA se estima en $24.8 billones anuales ($4,184 por nifio). Se
utilizaron estudios transversales para analizar los datos recolectados por los cuidadores de nifios
alérgicos en este mismo pais, y también se observé que los nifios de menor estrato socioeconémico
regresan 2.5 mas veces a urgencias gastando mas en hospitalizacién que los nifios de mayor
ingreso (Bilaver et al., 2016). Asi mismo, visitan menos a los médicos especialistas y gastan menos
en medidas profilacticas, por lo que su riesgo de ingestiones accidentales y anafilaxia es mayor, lo
gue resalta la necesidad de mejorar la igualdad en el manejo de alergia de todos los nifios.

En cuanto a la poblacion europea, hasta 2007 se sabia que el impacto en calidad de viday economia
causado por esta patologia era importante, sin embargo, no se contaba con los instrumentos para
cuantificarlo a pesar de su relevancia para la mejora de politicas de salud publica (Mills et al., 2007).
En 2013, un estudio de casos y controles, con enfoque econdmico, para evaluar costos de
proveedores de servicios médicos a pacientes adultos y nifios con AA concluyé que los adultos,
ademas de incrementar el nimero de visitas hospitalarias y de dias de hospitalizacion, obtuvieron
una media de costos de servicios de salud de $927 dolares mayor que los controles sin AA, y los
nifos $1334 doélares mayor al realizar la misma comparacion (Fox et al., 2013). El promedio anual
del costo de cuidados de salud para los pacientes alérgicos fue de $1778 dolares, existiendo un
gradiente de costos dependiendo de la severidad de la patologia (Fox et al., 2013).

La carga del paciente con esta patologia implica el control de la enfermedad, asi como los costos
de la atencion durante las recaidas o exacerbaciones de ésta y de la fase remitente, lo que
constituye un problema de salud publica creciente. Aunado a esto, se encuentra el riesgo de la
introduccion de nuevos alérgenos alimentarios o modificaciones transgénicas a los alimentos. Por
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ello, ha cobrado un interés particular en la investigacion moderna el encontrar herramientas que
ayuden a conocer el grado de seguridad alimentaria en humanos y animales; asi como, la
investigacion en los modelos experimentales de la enfermedad para entender mejor los mecanismos
subyacentes, y el analisis de terapias que logren una disminucién del impacto econémico y social
de la patologia.

2.1.8. Modelos animales de AA

La necesidad de desarrollar nuevos métodos para probar el potencial alergénico de difererentes
sustancias ha sido recalcada por diferentes documentos como, las guias de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la alimentacion y la agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) y de la WHO
sugieren desarrollar modelos in vivo para tal fin. EI Codex Alimentarius (CAC) y la Autoridad Europea
de Seguridad en materia Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés) también han expresado su
interés por desarrollar un modelo in vivo como parte de la evaluacion de seguridad de los alimentos.
Trabajos recientes del Instituto Internacional de Ciencias de la Vida (ILSI, por sus siglas en inglés)
y del Comité Técnico de Alergenicidad de Proteinas (PATC, por sus siglas en inglés) en
Norteamérica, a su vez, subrayan la importancia del establecimiento de modelos animales de AA
(Aldemir et al., 2008).

El desarrollo de modelos murinos de alergia contribuye al estudio de los mecanismos causantes;
asi como, de los tratamientos especificos. Desde hace varios afios, el campo de la investigacion de
las AA ha trabajado con modelos experimentales de cerdo, perro, ratdén y rata. Los roedores son los
preferidos para el estudio de la fase efectora de las alergias. Sin embargo, al no existir la alergia en
estas especies, debe inducirse de forma artificial mediante el empleo de adyuvantes pro-Th2
[hidroxido de aluminio, toxina colérica, enterotoxina B de Staphylococcus, etc.] (Finkelman et al.,
2005). Desde 1999 se tienen datos de que la produccién de niveles de IgE luego de la sensibilizacion
a OVA ha mostrado mejores resultados en la cepa Brown Norway, luego de probar otras como
Wistar, Hooded Lister, y Piebald Virol Glaxo (Knippels et al., 1999). Sin embargo, en un modelo de
sensibilizaciéon con ascaris dinitrofenilado, y uso de Bordetella pertussis como adyuvante en ratas
Sprague-Dawley, Donryu y Wistar se aprecia que estas Ultimas fueron de utilidad al mostrar altos
niveles de IgE hacia el décimo dia, variable importante para los modelos de alergia (Hirano et al.,
2001). Asi mismo, Suny colaboradores (2013) refieren diferentes respuestas inmunes en un modelo
enteral de sensibilizacion a OVA entre ratas Brown Norway y Wistar, con incrementos en niveles de
histamina, IgE, 1gG, modificaciones en la presion arterial y variables histopatol6gicas concordantes
con la AA, lo que, garantizé el éxito de la provocacion de la alergia en estas cepas. Numerosos
modelos en raton también se han reportado Utiles en la comprension de los mecanismos
involucrados en la AA (Li et al., 2000; Benedé-Berin, 2018).

Actualmente, muchos modelos inducen el proceso inflamatorio en la mucosa intestinal mediante el
empleo de toxina colérica. Otros en cambio, inducen una sensibilizacién sistémica, como es el caso
de la administracion intraperitoneal del alérgeno junto al hidréxido de aluminio y la posterior re-
sensibilizacién por via gastrica. Finalmente, en otros modelos, aunque pocos y so6lo en
determinadas cepas de ratones, se induce la sensibilizacion alérgica administrando Unicamente el
alérgeno sin adyuvante, por vias intragastrica e intraperitoneal (Van Halteren et al., 1997; Gizzarelli
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et al., 2006). La eleccion del tipo de modelo, la cepa, o el tratamiento adecuado depende de
numerosos factores importantes para analizar las variables de estudio del ensayo en cuestion.

2.1.9. Uso de adyuvantes en los modelos de AA

Tal como se ha descrito, el sistema inmune de ratones y humanos neonatales tiene una tendencia
natural hacia el perfil Th2; la cual, suele disminuir gradualmente durante los primeros dos afos de
vida (Barrios et al., 1996; Prescott et al., 1998). Lo anterior, fundamenta la idea de que la
provocacion de alergia en modelos experimentales obtiene mejores resultados al iniciar a temprana
edad; sin embargo, para garantizar el éxito de la provocacion alérgica en animales que no suelen
padecerla (como los roedores), se utilizan sustancias conocidas como “adyuvantes”. Estos rompen
la tolerancia oral cuando se administran con antigenos alimenticios para desarrollar modelos
animales de AA. Aunque su mecanismo de accion aun es desconocido, existen evidencias que
demuestran su papel estimulador sobre las células presentadoras de antigeno y sobre las células
del epitelio intestinal, que al ser activadas pueden producir citocinas como la TSLP que, a su vez,
favorece la respuesta Th2 (Urrego-Alvarez et al., 2009).

Estudios in vitro, utilizando la toxina colérica, demuestran que esta sustancia promueve la
maduracién y el aumento en la expresion de moléculas coestimuladoras en células dendriticas
(Ganeshan et al., 2009). En este trabajo se aborda la existencia de una interaccién entre moléculas
con dominios tipo mucina y tipo Ig de linfocitos T (TIM)-1 (presente en los linfocitos T) y moléculas
TIM-4 (expresadas en las células presentadoras de antigeno), lo cual tiene un papel importante en
la polarizacion hacia el perfil Th2 (Yang et al., 2007). Las proteinas TIM son glicoproteinas de
superficie tipo 1 y estdn compuestas por un dominio tipo Ig, un dominio tipo mucina extracelulares,
un dominio transmembrana y una cola intracelular citoplasmica; bajo condiciones homeostaticas,
todas las proteinas de esta familia estan confinadas a conjuntos de células de linaje mieloide o
linfoide y a células renales epiteliales (Baghdadi-Jinushi, 2014).

La enterotoxina B de Staphylococcus, principal responsable de la contaminacion alimenticia en
algunas regiones del mundo como paises norteamericanos, es otro adyuvante importante en
modelos animales, mostrando ser un potente regulador de la expresion de TIM-4 en las células
dendriticas (Ganeshan et al., 2009).

Otro adyuvante importante, aunque menos tratado para el tema de la AA es la B. pertussis. Desde
1996, se sabe que las vacunas acelulares de esta bacteria, administradas subcutaneamente a
ratones conducen a respuestas selectivas Th2 con niveles altos de IL-4 y niveles moderados de IL-
5, en células esplénicas ex vivo 6 semanas luego de la inmunizacion (Barnard, 1996). Por su parte,
la vacuna celular ha mostrado desencadenar respuestas murinas de produccién de IgE actuando
como adyuvante en modelos experimentales (Lindsay et al., 2004). Dong y colaboradores (2003)
postularon que este tipo de vacuna lograba potenciar la sensibilizacion alérgica en mucosa. Esto
cuando se administra de manera simultanea al alérgeno en un modelo en rata Brown Norway de
asma alérgica. Asi mismo, en otro modelo de sensibilizacion alérgica asmatica a OVA en ratas
Sprague-Dawley, se relaciona a la hiperresponsividad, debido al incremento en los niveles de
fosfodiesterasa 4D, observandose también variables tipicas de la patologia, comoinflamacion
eosinofilica y produccion de moco (Wang et al., 2014). De la misma manera, en un modelo
experimental de sensibilizacion intestinal a OVA en ratas Sprague Dawley se demostro que, al
utilizar a la toxina de B. pertussis como adyuvante, la sensibiizacion incremento junto con los titulos
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de IgE y la respuesta epitelial secretora de iones. Probablemente por incrementos en la
permeabilidad intestinal a antigenos luminales desarrollandose una respuesta de hasta 8 meses de
duracion (Kosecka et al., 1999).

Por ultimo, el hidréxido de aluminio es un adyuvante ampliamente estudiado por su utilizacién en
numerosas vacunas y la cantidad de mecanismos de accion que posee. En una revision sobre el
tema, He y colaboradores clasifican estos mecanismos en efecto de depdsito, efecto profagocitico,
diferenciacion de células dendriticas e incremento de captura del antigeno por células
presentadoras; asi como, aceleramiento de reacciones inflamatorias locales, ademas de efectos
especificos en sistema inmune adaptativo, innato y del complemento (He et al., 2015). Se sabe por
ejemplo que el hidréxido de aluminio contribuye a la induccién de citocinas como la IL-1B mediante
el inflamasoma NLRP3 analizado en un modelo de ratones deficientes de macréfagos estimulados
con lipopolisacarido (LPS) (Franchi-Nufiez, 2008). En este mismo estudio se observo que en ratones
que poseen el inflamasoma, el hidroxido de aluminio logra la generacion de IgGs contra el antigeno
albumina sérica humana, en un mecanismo dependiente de células T. Ademas, otros estudios en
ratones C57BL/6 han demostrado que el hidréxido de aluminio promueve no solamente la activacion
de la caspasa-1, sino también la secrecion de IL-1B através de la accion de dicho inflamasoma
(Eisenbarth et al., 2008). Igualmente, Harte y colaboradores (2017) logran observar que el hidroxido
de aluminio genera secrecién de IL-1B en células polimorfonucleares de sangre periférica bovinas,
en ausencia de la estimulacion con LPS, lo cual hasta ahora se ha observado Unicamente en este
tipo de animales. Igualmente, se identificé que estas células expresan caspasa-1 activa, y que la
secrecion de IL-1B se reduce cuando se inhibe a la caspasa-8, lo que las posiciona como integrantes
activos durante este proceso. Se propone ademas, que en este modelo de estudio, el ingreso celular
del hidréxido de aluminio induce degradacién lisosomal para la liberacién de catepsinas, las cuales
se relacionan a la activacién del inflamasoma (Zhang, 2018; Chevriaux, 2020) lo que media la
oligomerizacion de la proteina asociada a apoptosis y la activacion de las caspasas (Harte, 2017).
Pese a lo anterior, cada antigeno tiene caracteristicas Unicas y las interacciones entre éstos y el
adyuvante dependen de numerosos factores como la dosis, el tipo de antigeno o la formulacion de
la dosis, asi como la especie en que se analice.

2.1.10. Tratamientos actuales para las AA

Una de las particularidades de la AA es la posibilidad de su regresion espontanea, que suele ser
mayor mientras mas temprana haya sido su aparicion. La tolerancia puede tardar en generarse de
1 a 5 afos, aunque de forma menos comun, algunos tipos de alergia alimenticia pueden ser
persistentes. La alergia frente a muchos alérgenos de alimentos tiende a la regresion, aunque para
algunos como el pescado, los frutos secos o las leguminosas éste fendmeno no suele lograrse. La
razén de que un alimento que se ha identificado como causante de una reaccion alérgica vuelve a
ser tolerado tras una dieta de exclusion, es un fenémeno en el que ain no se comprende la totalidad
de los mecanismos subyacentes. Se sabe que la edad y su relacion con la maduracion del SIM en
tracto digestivo tienen un papel importante. Ademas, en algunos pacientes, se ha observado un
incremento gradual de anticuerpos IgG especificos contra el alérgeno, asi como una disminucion
en los IgE especificos que desencadenan el fendmeno de hipersensibilidad (Alvarez-Castello et al.,
2004).
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No obstante, durante el periodo de existencia de la AA o en casos de alergias persistentes, es
indispensable para el paciente el uso de tratamientos dirigidos a evitar o disminuir la sintomatologia
alérgica, buscando modificar la respuesta inmune alérgica para promover la induccién de tolerancia.
Algunas terapéuticas novedosas para el control de las alergias se fundamentan en mecanismos de
modificacion del alérgeno (encapsulamiento o manosilacion), modificacion de la ruta de entrada del
antigeno y del tipo de respuesta celular en el organismo alérgico (vacunas de Escherichia coli) o la
administracion del antigeno con un ligando microbiano especifico (Listeria monocytogenes) para
forzar un tipo de respuesta especifico (Berin-Mayer, 2013). A continuacion, se enumeran los
principales tratameintos para las AA.

2.1.10.1. Restriccién dietaria

El dnico tratamiento efectivo que se conoce hasta ahora para tratar las AA consiste en la restriccion
dietaria para la eliminacion del estimulo inmunolégico. En muchas situaciones es complicado
asegurar su efectividad, por lo que casi la mitad de los pacientes con AA sufren reacciones
accidentales cada 3-5 afios por el contacto con productos nutricios, asi como otros con diferente
funcién, en cuya composicién se encuentra el componente alergénico. Esto puede ser originado por
contaminacién del alimento con alérgenos (utensilios en restaurantes, durante la manufactura o
procesamiento, entre otros factores), desconocimiento de la presencia de un alérgeno en la
composicion del alimento (caseinatos indicando proteinas de la leche, ovomucoide para proteinas
de huevo, emulsificantes para proteinas de soja, etc.), errores u omisiones en el etiquetado, asi
como etiquetado impreciso (emulsificante, espesante, saborizante, entre otros ) asi como por
reactividad cruzada con otros alérgenos que pueden hacer que el sistema inmune reconozca a dos
diferentes sustancias como si fueran iguales. Muchas de estas reacciones accidentales suelen ser
graves y de no tratarse adecuadamente (autoaplicacion de adrenalina mediate EpiPen) ponen en
riesgo la vida de los pacientes (Sicherer-Leung, 2012).

2.1.10.2. Inmunoterapia

Hacia 1911, se redacté el primer trabajo sobre inmunoterapia (IT)? en el que se administré extractos
de pélenes en cantidades crecientes con la consiguiente desaparicion de las manifestaciones de la
rinitis alérgica (Noon, 1911). De este modo se lograron gradualmente importantes avances en el
control de alergias por picaduras de insectos y pélenes. La caracterizacién y comprensién de
mecanismos inmunolégicos en el SIM ha permitido el avance en materia de inmunoterapia, asi como
el desarrollo de protocolos mas eficaces en las reacciones alérgicas mas incapacitantes, y también
lograr la disminucion de las reacciones adversas originadas por esta terapéutica (Finegold et al.,
2010; Smaldini et al., 2016).

La IT desensibilizante consiste en la administracion gradual de cantidades crecientes del alérgeno
dafino hasta dosis que permiten tolerar la exposicién natural a éste. Estos procedimientos que se
efectian sobre el SIM inducen algunos de los mecanismos que median la tolerancia inmunologica
inducida a nivel intestinal, pero, que tiene efectos sistémicos en el organismo. De esta manera, la
IT donde el alérgeno se administra oralmente (IT oral) logra la adquision de mecanismos
tolerogénicos intestinales; mientras que, la IT nasal puede implicar cambios en estos mecanismos

2 “Prophylactic inoculation against hay fever” aparecié en The Lancet, y Leonard Noon fue reconocido por su comprension de que, en esta terapéutica, la
sensibilidad al alérgeno se reduce soélo con la dosis y la frecuencia correctas, ocasionando, de lo contrario, la exacerbacion del problema (Noon, 1911).
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inicialmente a nivel bronquial, pero globalmente estos se suman igualmente a los mecanismos
tolerogénicos del SIM intestinal. Dado que, no se conocen completamente los mecanismos detras
de estos tratamientos, en los Ultimos afios, se ha generado un marcado interés internacional en su
estudio, principalmente en asmay AA (Smaldini et al., 2016).

La figura 10 ilustra mecanismos planteados como cruciales para el funcionamiento de la IT oral en
la actualidad: disminucién en la reactividad basofilica inducida por el alérgeno y disminucién de la
produccion de IL-4. Una de las principales estrategias de la IT oral ha sido el cambio celular en
mastocitos y basofilos, los cuales através del estimulo constante con dosis controladas, se vuelven
hiporresponsivos al alérgeno. En la fase de consolidacion del tratamiento, dosis mas grandes del
alérgeno inducen grandes cantidades de IgG alérgeno-especifica, que pueden neutralizarlo e
impedir que las IgEs logren el entrecruzamiento de su receptor especifico, previniendo
degranulacion (Kulis et al., 2018).

Inmunoterapia
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Figura 10. Mecanismos de Inmunoterapia Oral. La disminuciéon de la activaciéon inmune se logra mediante la
desensibilizacion de mastocitos y basdfilos, asi como delecion de linfocitos Th2 efectores. CD, célula dendritica; T reg,
célula T reguladora. Wood, 2015.

Otros fendmenos que se han propuesto como causantes del efecto benéfico de la IT oral incluyen
la induccién de células dendriticas tolerogénicas, y la expansion de las células T reguladoras y
cambios epigenéticos en éstas, asi como, expansion de linfocitos B de memoria antigeno-
especificos (Wood, 2015; Hussey-Freeland et al., 2016). Como lo sefiala Wood (2015) en una
revision sobre inmunoterapia, se ha reportado como limitante especifica de este tipo de IT la
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aparicion de un fendmeno denominado “hiporresponsividad sostenida” que implica la
desensibilizacion eventual de los pacientes, sin tolerancia a largo plazo.

A pesar de los avances logrados en el entendimiento y desarrollo de esta terapéutica, las reacciones
adversas que derivan de su utilizacién siguen siendo un obstaculo mayor, apareciendo en al menos
10% de los pacientes de ensayos clinicos. Por lo que, no existe aln un protocolo estandarizado y
aprobado para aplicarse en pacientes con alergia mediada por IgE. El desarrollo mas reciente ha
sido la IT sublingual, que permitié reducir las reacciones toxicas por la menor dosis de alérgeno que
se emplea en la administracion sublingual, en comparacion con el tratamiento oral; asi como la
combinacioén de la IT con Omalizumab, un anticuerpo monoclonal del que se hablara mas adelante
(Hussey-Freeland et al., 2016; Smaldini et al., 2016).

2.1.10.3. Medicamentos sintomaticos

Las recomendaciones para anafilaxia por AA se basan ampliamente en la utilizacion de
antihistaminicos H2 (ranitidina, 1-2 mg/kg por dosis) en conjunto con antihistaminicos H1 (1-2 mg/kg
(méximo 50 mg) por via intravenosa o intramuscular (Tang, 2003; Oyoshi et al., 2014). Dicha
combinacion ha resultado de utilidad en reacciones alérgicas agudas en estudios aleatorizados,
doble ciego, con placebo. Pese a ello, los mecanismos de la supresion del receptor H2 en la
anafilaxia sistémica aun no han sido demostrados. Se sabe hasta ahora, que los ratones con
deficiencia de estos receptores de histamina modifican la respuesta anafilactica IgE dependiente,
produciendo un efecto protector (Oyoshi et al., 2014).

Los tratamientos farmacolégicos sintomaticos incluyen también los corticoides y antileucotrienos,
gue tampoco corrigen el defecto inmunol6gico, ni aseguran una remisién a largo plazo; sélo
revierten el proceso inflamatorio, actuando a distintos niveles. En el caso de los corticoides, en
general, se conocen dos vias de actuacion con respecto a las alergias. La primera, la via
genomica, se caracteriza por su lentitud y efectividad a dosis bajas, dado que necesita la unién
del corticoide a su receptor en la célula y la posterior puesta en marcha de todo el mecanismo de
la transcripcion genética. En esta primera via no se aprecian cambios significativos hasta
aproximadamente 30 minutos después de la administracion del corticoide (Zubeldia et al., 2012;
Boardman et al., 2014).

No obstante, también se han descrito efectos de los corticoides al cabo de segundos o pocos
minutos de su administracion, lo que, se explicaria por la existencia de mecanismos de accion
diferentes (no genémicos), con diferentes grados de especificidad, para cuya explicacion existen
varias teorias. En esta segunda via, la via no genémica, los mecanismos de accion a nivel celular
se traducen en una serie de efectos sobre la respuesta del sistema inmunitario, inhibiendo el
efecto de mediadores proinflamatorios y estimulando el de los de tipo antiinflamatorio. Esto, a su
vez, se refleja en los cambios que tienen lugar en las diferentes poblaciones de células que
intervienen en la respuesta inmunoldgica y en los procesos inflamatorios (células dendriticas,
linfocitos T, macréfagos, granulocitos, mastocitos); todo lo que se dirige, a proteger al organismo
de los dafios que se originarian por una respuesta inmune exagerada. Algunos de los corticoides
mas utilizados en las manifestaciones alérgicas incluyen a la betametasona, acetato de cortisona,
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dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona, prednisona y triamcinolona
(Zubeldia et al., 2012).

Por su parte, los leucotrienos que tienen efectos y contribuciones en la respuesta inflamatoria
(contraccién de musculo liso, degranulacion, agregacion y quimiotaxis de neutréfilos, aumento de
permeabilidad vascular y remodelado de musculo liso, especialmente en via aérea (Leff, 2001))
pueden ser bloqueados por farmacos que inhiben la 5-lipooxigenasa o que antagonizan al receptor
de cistenil-leucotrieno 1 (CysLT1). La activacion de estos receptores es crucial en la regulacién
del tono de musculo liso de via aérea e induce mitogénesis en este tipo de musculo, asi como, el
incremento del calcio citosélico. Los antileucotrienos se clasifican en dos grupos, inhibidores de
5-lipooxigenasa (como Zileuton) y antagonistas del receptor CysLT1l (como Zafirlukast,
Montelukast, Pobilukast y Pranlukast) (Vazquez-Garcia et al., 2005).

Por otro lado, cuando el paciente entra en estado de anafilaxia, el tratamiento de eleccion es la
epinefrina. En solucibn acuosa, con dosis maxima de 0.5 mg, suele utilizarse 0.01 mg/kg
intramuscular cada 5-15 min, segun se necesite para controlar los sintomas y mantener la presiéon
sanguinea (Sampsonet al., 2006). Algunos estudios en nifios han dejado claro que si la epinefrina
se administra intramuscularmente con autoinyector, la absorcion del farmaco se vuelve mas rapida
y los niveles plasmaticos de éste mejoran al comparar con la administracion subcutanea (Simons et
al., 1998). Igualmente, se sabe que en adultos sin anafilaxia, los maximos incrementos plasméaticos
en las concentraciones de epinefrina asi como los mas veloces, fueron los observados tras la
inyeccion intramuscular, teniendo resultados similares al utilizar inyeccién precargada (EpiPen) o
con ampula (Simons et al., 2001).

2.1.10.4. Anticuerpos monoclonales

El tratamiento con anticuerpos monoclonales humanizados anti-IgE logra una disminucién en los
niveles de IgE libre asi como la regulacion de los receptores de alta afinidad para la IgE, lo que
provoca la inhibicion de la sintesis de IgE especifica.

El Omalizumab es el anticuerpo anti-IgE humanizado indicado para el tratamiento del asma alérgica.
Su impacto en AA aln no esta totalmente descrito pero los beneficios clinicos se logran con solo
pocas dosis del medicamento, como ya fue demostrado en estudios piloto en nifios con alergia a
proteinas de leche de vaca (Nadeau et al., 2011); ademas, se sabe que junto con la inmunoterapia
desensiblizante logra una rapida desensibilizacion en los pacientes (MacGinnitie, 2017). Asi, se ha
demostrado que con esta terapéutica se han podido administrar dosis mayores del alérgeno durante
la inmunoterapia, de manera mas réapida que a los pacientes sin tratamiento; en pacientes con
alergia a la proteina de leche de vaca pueden administrarse dosis mayores de leche sin presentar
sintomatologia alérgica aparente (Muraro et al., 2014). Esta combinacion terapéutica incrementa el
grado de seguridad de la IT, aumentando las posibilidades del éxito terapéutico, mediante una
reduccion de células de tipo 2 productoras de IL-4 e incremento en células T reguladoras (Nadeau,
et al., 2011; Manohar-Nadeau, 2014; Abdel-Gadir, 2018).
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2.2. Probidticos

Inicialmente, la definicién de los probidticos propuesta en 1965, se referia a sustancias secretadas
por los microorganismos que estimulan el crecimiento de otros (en oposicion a los “antibiéticos”).
Actualmente, el término probidtico hace referencia a un preparado o a un producto que contiene
cepas de microorganismos viables en cantidad suficiente como para alterar la microbiota en algun
compartimento del huésped (por implantacion o colonizacion) y que produce efectos beneficiosos
en dicho huésped. La WHO propone una definicion mas simple, refiriéendose a microorganismos
vivos que cuando son administrados en cantidad adecuada confieren un efecto beneficioso sobre
la salud del huésped (Olveira-Gonzalez, 2007).

Los probiéticos, concebidos originalmente para el tratamiento de enfermedades Gl, se han evaluado
como agentes profilacticos y terapéuticos en diversas patologias alérgicas. El nUmero limitado y la
calidad de los estudios clinicos y su reproducibilidad, asi como las conclusiones de numerosos
metaanalisis que se abstienen de recomendar probidticos como agentes terapéuticos, hace dificil
justificar una postura en cuanto a los mismos. Para ello, seria necesario especificar sus
indicaciones, tipo de paciente al que beneficien, efectos especificos de las cepas, dosis,
mecanismos de accién, inicio Optimo y duracion del tratamiento, seguimiento, fiabilidad vy
disponibilidad. La utilizacion de los probiéticos como terapia se fundamenta en la hipétesis de la
higiene; sin embargo, es necesario continuar la investigacién basica sobre los mecanismos
inmunomoduladores necesarios para que el paciente muestre tolerancia y no presente efectos
secundarios a la administracion del probiético (por diferencias o incompatibilidades con su propia
microbiota), para asi precisar las cepas especificas que funcionen en respuestas alérgicas ya
establecidas (Fiocchi et al., 2012).

Especificamente en la prevencion de la alergia se han realizado estudios en humanos utilizado
directamente probidticos en preparacién oral o con formula lactea, a través de leche materna
(indirectamente administrado a las madres durante la lactancia), por via transplacentaria durante el
embarazo o en combinacién de los anteriores (Cuello-Garcia et al., 2015). La existencia de la via
transplacentaria de transmision bacteriana, que fundamenta una de las maneras mas novedosas
para el transporte de probidticos, fue demaostrada por Jiménez y colaboradores (2005) después de
gue su grupo de investigacion encontré conteos bajos de bacterias acido-lacticas en placenta,
liquido amniético, vasos del cordén umbilical y meconio de recién nacidos antes de la lactancia
materna incluyendo a los nacidos por cesarea (Martin et al., 2004). Esto, refutaba la hipotesis de
esterilidad del recién nacido, hasta ese momento vigente. Para comprobar que existia transmision
de bacterias se recolectaron muestras de sangre de cordén umbilical de neonatos y se identificaron
aislados mediante crecimiento en medios selectivos y otras pruebas. Ademas, se comprob6 en
ratones gestantes inoculados con Enterococcus faecium la transmision de la bacteria en liquido
amniotico; mientras que, no pudo detectarse en los ratones no inoculados (Jiménez et al., 2005).

A pesar de las limitaciones de diversos ensayos en que se utilizan probiéticos, numerosos estudios,
gue incluyen las recomendaciones de la WAO y sus guias de practica clinica para la prevencién de
alergias, han mostrado que no existen efectos adversos durante su empleo, por lo que han sido
catalogados como seguros. En las enfermedades alérgicas, el uso de probioticos se sugiere como
una accion atractiva para su prevencion y tratamiento por la disminucién de algunas de sus
manifestaciones (Cuello-Garcia et al., 2015).
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2.2.1. Beneficio terapéutico de los probioticos y mecanismo de accion

Desde 1997, se han reportado los beneficios del uso de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) en
nifios con eczema atépico e historial familiar de AA. Un primer estudio evalué un grupo de nifios con
alergia a leche de vaca que presentaban eczema topico e historial familiar de AA, a quienes se
administro una férmula extensamente hidrolizada con o sin LGG (Majamaa-Isolauri, 1997). Posterior
a un mes de tratamiento, los pacientes se reexaminaron y retaron oralmente con leche de vaca,
disminuyendo con el tratamiento la puntuacién que obtenian en una escala que mide la intensidad
del eczema atdpico, a diferencia de los no tratados. Dicha puntuacién mejor6 también en el grupo
de nifios alimentados con leche materna siendo sus madres tratadas con LGG por 1 mes. En
estudios subsecuentes, el mismo grupo de trabajo demostrd al analizar 27 infantes con eczema
atopico y alimentados con seno materno, que al utilizar formula hidrolizada con o sin administracion
conjunta de LGG y Bifidobacterius lactis Bb-12 existié mejoria significativa en el eczema de los nifios
con suplementacion probiética (Isolauri et al., 2000).

En otro estudio clinico doble ciego realizado en pacientes pediatricos del hospital universitario
central de alergia en Helsinki, trabajando en pacientes con sospecha de alergia a proteina de leche
de vaca y eczema atopico o dermatitis se analizaron los efectos de la suplementacién con LGG o
una mezcla de 4 cepas probidticas por 4 semanas, notando mediante andlisis de muestras fecales
como los grupos con probiéticos tenian mayor cantidad de IgA, sin evidenciarse cambios en TNF-
a. Los pacientes tratados con LGG tuvieron menores cantidades de antitripsina- a1, relacionandose
con la disminucion de la inflamacion de membrana mucosa (Viljanen, 2005).

Existen numerosos mecanismos mediante los cuales los probi6ticos demuestran efectos benéficos
en el huésped, pudiéndose clasificar como de naturaleza microbiolégica, epitelial o inmunolégica.

Los probidticos son capaces de modular la composicion de la microbiota intestinal. Se ha
demostrado, en estudios de suplementacién con LGG o L. casei en nifios alérgicos, la reduccion del
namero de bacterias patdégenas como clostridia y el mantenimiento o potenciamiento de los niveles
de bifidobacteria (Lahtinen et al., 2009), lo que se debe casi siempre a cambios en el ambiente
intestinal, como la disminucién del pH y la competencia por nutrimentos, resultando en condiciones
restrictivas para el crecimiento de las bacterias patégenas (Todorov et al., 2011). Ademas, los
probidticos pueden competir con otros microorganismos por su unidén a numerosos receptores
especificos en células epiteliales, evitando la invasién y posterior infeccién patogénica (Setia et al.,
2009), o pueden inhibir el crecimiento del patdgeno mediante la produccién de bacteriocinas (Heng
et al., 2011). Muchos probiéticos modifican el equilibrio entre perfiles celulares tipo 1/2 previniendo
el desarrollo de ciertas enfermedades inflamatorias como las alergias (Pochard, 2002; Niers, 2005).

Estudios recientes sugieren que la microbiota comensal representa un modulador importante de la
homeostasis intestinal, de modo que, la desregulacion de la interaccion simbidtica entre microbiota
y mucosa resulta en patologias con repercusiones clinicas importantes. Estudios con ratones
criados en condiciones libres de gérmenes muestran que tienen sistemas inmunes
subdesarrollados. En contraste, los ratones libres de patégenos son capaces de reconstituir su flora
bacteriana con bifidobacterias (Sudo et al., 1997). Ademas, los probiéticos pueden influenciar la
generacion de citocinas pro y antiinflamatorias intestinales; se ha visto un descenso de TNF-a y
cambios en los niveles de TGF-B y otros mediadores inflamatorios, probablemente gracias al
mejoramiento de la integridad de barrera intestinal mediante respuestas que involucran IgA
(Marschan, 2008). En un estudio de un modelo experimental de colitis ulcerativa en el que se
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utilizaron dos cepas de B. bifidum (cepas BbiY, BbrY) se observa una potente produccion de IL-10
en cultivos de células mononucleares de sangre periférica, asi como disminucién en la secrecion
de IL-8 en células HT-29 estimuladas con TNF-a (Imaoka et al., 2008). En otros estudios con
modelos murinos, se evaluaron hasta 8 cepas de Lactobacillus para observar la produccion de
citocinas e inmunoglobulinas en respuesta a antigenos administrados via parenteral, observando
cambios en la produccién de citocinas proinflamatorias tras la administracion parenteral del
antigeno. L. reuteri indujo citocinas Thl y proinflamatorias, mientras que L. casei indujo secrecion
de IL-10 e IL-4 (Massen et al., 2000). Mohamadzadeh y colaboradores exploraron como diferentes
lactobacilos (L. gasseri, L. johnsonii y L. reuteri) pueden activar a células dendriticas mieloides
humanas y contribuir a su polarizacion hacia diferentes perfiles inmunologicos, mediante la
secrecion primordial de IFN-y, e IL-12 (Mohamadzadeh et al., 2005).

Otra hipétesis conocida es que la proteccibn de probidticos en alergia estd basada en la
estimulacion de los receptores tipo Toll. Se estudié el sobrenadante de cultivos celulares de B. breve
¢50, notando que tienen capacidad de contribuir en la proliferacion y produccion de citocinas como
IL-10 en células dendriticas humanas através de TLR2, lo que puede considerarse una capacidad
regulatoria y de limitacion de otros perfiles celulares (Hoarau, 2006).

De igual forma, la produccion de células T reguladoras se relaciona también al uso de probidticos.
La administracion de bifidobacterias y lactobacilos se ha relacionado con la induccién de células T
reguladoras y la posterior supresion de la produccion de IgE, aunque dado que la colonizacion de
los probioticos es transitoria, la actividad regulatoria no suele ser permanente (Ozdemir, 2010).
Estudios con L. reuteri y L. casei, describen un probable mecanismo de regulacién por parte de los
probidticos, ya que la activacién de células dendriticas mediante DC-SIGN (receptor de lectinas
tipo C) con estos lactobacilos desencadena el desarrollo de células T reguladoras productoras de
altos niveles de IL-10, lo que se ha propuesto como un mecanismo efectivo para mejorar la
fisiopatogenia de enfermedades en las que existe inflamacion, entre ellas la dermatitis atépica
(Smits et al., 2005).

2.2.2. Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)

En 1983, el L. rhamnosus ATCC 53103 se aisl6 de muestras fecales humanas por Sherwood
Gorbach y Barry Goldwin®. El bacilo fué identificado inicialmente como una cepa probiética por su
resistencia a acidos y bilis, sus buenas caracteristicas de crecimiento y su gran capacidad adhesiva
a las células del epitelio intestinal. Sus efectos benéficos han sido estudiados ampliamente en
humanos y otros organismos y ya existen productos que lo incluyen con fines comerciales (Segers-
Lebeer, 2014). Este lactobacilo, es una bacteria gran positiva formadora de colonias, anaerobia
facultativa, mesofila (15-4°C) y no formadora de esporas. Es estable en acidos y bilis y es
facultativamente heterofermentativa, capaz de fermentar xilosa, trehalosa, sorbitol, salicilina, ribosa,
ramnosa, melezitosa, manosa, manitol, glucosa, fructosa y celobiosa. Requiere acido fdlico,
riboflavina, niacina, &cido pantoténico y calcio para su crecimiento, tiene gran poder adhesivo a
células y ademas, es conocido como buen productor de acidos grasos de cadena corta (Silva, 1987;
Curry-Crow, 2004; Doron, 2005,).

3 Sherwood Gorbach y Barry Goldin aislan en 1983 el LGG a partir de muestras fecales de un adulto humano saludable y lo archivan para patentar el 17 de
abril de 1985. Junto con Chang, uno de sus colegas, publican los resultados de un estudio para el tratamiento de la colitis por Clostridium difficile con LGG.
Luego de enviar la informacion a la American Type Culture Collection (ATCC) (nimero de acceso 53103); la cepa se identifica como miembro de las especies
de L. rhamnosus (Papizadeh et al., 2016).



41

Uno de los mecanismos que pueden explicar el efecto benéfico de este lactobacilo es la presencia
de un cimulo de genes spaCBA involucrados en la biosintesis del pili spa CBA. Este pili es una
protrusion larga y delgada de la superficie celular que cumple diferentes funciones, particularmente,
juega un rol esencial en la adhesién a las capas mucosas a las células epiteliales Caco-2 y en la
formacion de biopeliculas (Leber et al., 2012). Desde 2002, se tienen datos sobre las relaciones
entre LGG y las células epiteliales intestinales, que son el primer punto de contacto en el huésped.
Se ha demostrado que L. rhamnosus promueve la supervivencia de estas células mediante la
activacion de Akt/protein cinasa B antiapoptética y la inhibicion de MAP cinasa p38 pro-apoptética,
idéntico a lo observado con algunos otros probiéticos (Yan-Polk, 2002).

El potencial inmunomodulador del LGG ha recibido especial atencién en el campo de las alergias.
En modelos experimentales, se sabe que una dosis de 1 x 10° unidades formadoras de colonias
(UFC)/por ratén al dia, una semana antes de la sensibilizacién, previene el desarrollo de la marcha
alérgica con la supresiéon de citocinas como la IL-17, IL-4 y TSLP mediante mecanismos de las
células T reguladoras CD4* CD25" FoxP3* en nddulos linfaticos mesentéricos (Kim et al., 2014). En
otro estudio, utilizando esa misma dosis del lactobacilo (1 x 10° UFC/por ratén) al dia, una semana
antes de la sensibilizacién, se observé que el bacilo también suprime pardmetros alérgicos en un
modelo de asma experimental, incluyendo hiperreactividad e inflamaciéon de vias aéreas, e IgE
totales, incrementando significativamente la poblacion de células T reguladoras CD4* CD25*
FoxP3* (Jang et al.,, 2012). Por otro lado, Kim y colaboradores (2012) observaron que la
administracion de células dendriticas tratadas con LGG (1 x 10’ UFC) suprimen el fenotipo asmatico,
incluyendo hiperreactividad bronquial, celularidad total de vias aéreas y conteos de células
inflamatorias (eosinofilos), inflamacion pulmonar e Igs séricas en un modelo de asma experimental
en ratén, lo que demuestra la inmunomodulacién que ejerce sobre células del sistema inmune
innato.

Aunque existen pocos datos sobre el uso de LGG en AA en humanos, desde 2001 se realizaron
estudios que mostraron que la combinacién de tratamiento 10° UFC diarias en capsulas o en agua
en dosis prenatales maternas (2-4 semanas) y postnatales pediatricas (6 meses) en familias con
historial atépico, disminuyeron los sintomas alérgicos como el eczema (Kalliomaki et al., 2007).
Ademas, en un estudio reciente en pacientes de 1-12 meses con alergia a proteina de leche de
vaca y administrados con LGG, se observaron cambios importantes en las poblaciones microbianas
intestinales respecto a los controles sanos. Las familias de bacterias caracteristicas en el intestino
de nifios sanos (Enterobactericeae y Bifidobacteriaceae) fueron significativamente menos
abundantes en el grupo de nifios con alergia a proteina de leche de vaca, siendo las més
abundantes Lachnospiraceae y Ruminococcaceae, lo que representd la emergencia del género
Firmicutes (Clostridiales particularmente). Los géneros Blautia, Roseburia y Corprococcus también
incrementaron significativamente luego del tratamiento con una formula de proteina de caseina de
leche de vaca extensamente hidrolizada y LGG; s6lo un género, Oscillospira, fue significativamente
diferente entre los nifios que se volvieron tolerantes y los que permanecieron alérgicos. La mayoria
de los nifios tolerantes mostraron incrementos en los niveles de butirato fecal (Berni et al., 2016),
éste ha sido ampliamente descrito como la fuente energética preferencial de colonocitos y es
considerado un sensor de salud intestinal (Miquel et al., 2013). Ademas, en otros estudios se ha
observado también la produccion del butirato por otras especies, regulando igualmente la funcién
celular y la de la barrera intestinal, asi como la captura antigénica en la circulacion sistémica (Stefka
et al., 2014).
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2.3. Péptidos bioactivos lacteos

La leche contiene hormonas y factores de crecimiento que modulan algunas funciones Gl y
hemodinamicas, ademas de otras moléculas que protegen frente al desarrollo de algunas
enfermedades y modulan la poblacion de microorganismos intestinales. Asi, la leche se caracteriza
por su importante accion antibacteriana frente a patdégenos intestinales coliformes y su accién
prebidtica al estimular el crecimiento de microflora benéfica en el intestino. La bioactividad de la
leche se atribuye a las proteinas y péptidos secretados por las glandulas mamarias; aunque la
actividad bioldgica esta latente, ausente o incompleta en la proteina nativa. Las estructuras de las
secuencias biolégicamente activas suelen obtenerse por digestion enzimatica in vitro o in vivo. Estos
péptidos liberados pueden actuar como compuestos reguladores con actividad tipo hormonal, cuya
actividad biolégica esté relacionada con la composicién y secuencia de los aminoacidos presentes,
considerandose péptidos bioactivos aquellos que contienen de 3 a 20 residuos de aminoacidos por
molécula y que poseen propiedades multifuncionales, con actividades biol6gicas especificas
(Torres-Yanez et al., 2013).

A partir de la apariciéon de los métodos de procesamiento de la leche, como la microfiltracién y
ultrafiltracion, los concentrados proteicos con contenido entre 35-85% de aislados de proteina de
suero de queseria se han vuelto importantes para la mejora funcional y nutricional de los alimentos.
Las proteinas de suero de queseria son en su mayoria BLG (48%-58%), ALA (13%-19%),
caseinomacropéptido o glicomacropéptido (GMP, 12%-20%), BSA, inmunoglobulinas de cadena
ligera 'y pesada y varias proteinas de suero de otros tipos (Bonaillie-Tomasula, 2001).

Aunque la potencia de los péptidos derivados de la leche es menor a la de los farmacos, los primeros
podrian tener un efecto fisiolégico importante sin los efectos secundarios de una terapéutica
convencional. No obstante, es necesario que los péptidos bioactivos sean liberados durante la
digestion y que alcancen el sitio donde ejercen su accion en el tracto intestinal o después de su
reabsorcion en los érganos periféricos. Entre los distintos péptidos con actividad biolodgica descritos
hasta ahora existen péptidos con actividad opioide, con accién antihipertensiva,
inmunomoduladores, antitrombaéticos, transportadores de calcio y antimicrobianos (Pihlanto-
Leppéla, 2001).

Se han reportado péptidos que presentan mas de una funcion bioldgica. Por ejemplo, la fraccion
Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Trp de las caseinas aS1 presenta un efecto inmunomodulador e inhibidor de
la enzima convertidora de angiotensina (ECA), al controlar la produccion de angiotensina Il y de
bradicinina las cuales regulan, entre otros factores, la presion arterial y la homeostasis
hidroelectrolitica (Cravioto, 2001). Otros ejemplos, son la fraccion 206-208 de las caseinas aS2 con
una funcion antimicrobiana, actividad antioxidante y potente antihipertensivo; la secuencia Ala-Gly-
Thr-Trp-Tyr, correspondiente al fragmento 15-20 de las BLG, con una funcién inhibidora de ECA y
antioxidante; en B-lactorfina por su actividad opioide e inhibidora de ECA o B-casomorfina 7 con una
actividad opioide intestinal y reguladora de proliferacion linfocitica (Rodriguez-Hernandez et al.,
2014).
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2.3.1. Glicomacropéptido

Uno de los pépidos con mas importancia por el conjunto de propiedades benéficas que se han
encontrado es el GMP. Se sabe que, durante el procesamiento de la leche para la elaboracién del
queso, la renina también conocida como quimosina, hidroliza la fraccién k-caseina en el enlace
entre fenilalanina 105 y metionina 106, generando una fraccién para-k-caseina con residuos del 1
al 105 y otra denominada GMP de residuos 106-109 (que permanece soluble en la proteina de
suero de leche).

Dicha sustancia es un péptido C-terminal hidrofilico de caseina formado por 64 aminoé&cidos. En el
péptido han sido identificadas hasta 5 cadenas de hidratos de carbono tipo mucinas unidas a
residuos de treonina en 6 diferentes posiciones (121-131-133-136-142-165, de la secuencia del
GMP en la caseina). Como se ilustra en la figura 12, cada cadena esta compuesta por diferentes
proporciones de N-acetilneuraminil (NeuAc), galactosil (Gal) y N-acetilgalactosamina (GalNAc)
(Saito-1toh, 1992; Thoma-Worringer et al., 2006).

A GalNAc

B Gal f§§ (1—3) GalNAc
C NeuAc a (2—3) Gal j} (1—3) GalNAc

NeuAc o
1(2—6)
D Gal f (1—3) GalNac

NeuAc «
| {2—6)
E NeuAc a (2—3) Gal P (1—3) GalNAc

Figura 11. Estructuras reportadas para los residuos glicosidicos unidos al GMP. Estructura de las 5 cadenas (A-E)
de hidratos de carbono presentes en el GMP. Farrell et al., 2004, imagen original de Saito- Itoh, 1992.

Aunqgue prevalecen en la estructura cadenas de aminoacidos ramificados, es importante remarcar
la ausencia de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) (Rojas & Torres, 2013,
Requena y cols., 2008). Las caracteristicas estructurales del GMP, lo hacen un péptido acido,
altamente polar (punto isoeléctrico debajo de 4) y estable al calor (Sawin et al., 2015).

Hasta el momento se conocen once variantes genéticas de k-caseina; sin embargo, se sabe que
en la leche de vaca hay dos que generan las dos variantes del GMP bovino, variantes A 'y B
representadas en la figura 12. En la posiciéon 136 se encuentra una treonina en su variante Ay una
isoleucina en la B, asi como un acido aspartico en la posicion 148 en la variante A y una alanina en
la B (Farrel et al., 2014) ademas presenta modificaciones postraduccionales, como fosforilaciones
en los residuos de serina asi como las glicosilaciones antes mencionadas en los residuos de
treonina via uniones de grupos OH (Sawin et al., 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958694606001567#bib98
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101 co=.i=ii= o= ..o = Met = Ala ~Tle - Pro - Pro - Lys = Lys = Asn - GIn - Asp -~ Lys = Thr - Glu - Ile - Pro -
e (Var. B)
121 Thr-Tle - Asn— Thr - Ile = Ala - Ser - Gly -~ Glu = Pro - Thr = Ser = Thr=Pro- - Glu - Ala - Val - Glu -
Thr (Var. A)
Ala (Var. B)
141 Ser-Thr-Val-Ala~Thr-Leu~Glu~ -~ Ser - Pro- Glu - Val - lle - Glu - Ser - Pro ~ Pro ~ Glu ~ lle - Asn -
Thr (Var. A)

161 Thr- Val - Gln— Val = Thr — Ser — Thr — Ala— Val

Figura 12. Estructura primaria del caseinomacropéptido bovino (CMP) sobre las variantes A y B de la k—caseina
bovina. Thoma-Worringer et al., 2006.

El uso de cromatografia liquida ha permitido observar pesos moleculares entre 6755 y 6787 Da en
el GMP dependiendo de la variante génica de la fraccion k-caseina de que se derive (en promedio
7500 Da). Las técnicas de aislamiento del péptido para la comprension de sus propiedades
biologicas y funcionales han sido numerosas en las Ultimas décadas, destacando la precipitacion
por acido tricloroacético y por alcohol etilico, la ultrafiltracién y las técnicas cromatograficas como
las de gel, las de afinidad, las de interaccién hidrofobica y las de intercambio i6nico. La combinacién
de diferentes técnicas ha potenciado su aislamiento. Las técnicas suelen categorizarse en tres
grupos principales: de precipitacion selectiva (mediante calor, alcohol, acido acético o
tricloroacético), de filtracion de membrana (microfiltracién, didlisis, 6smosis inversa, electrodilisis)
y de adsorcién selectiva (intercambio ionico) (Neelima et al., 2013).

La incapacidad del GMP de generar reacciones inmunolégicas luego de su administracion ya ha
sido evaluada. En 2006, se realiz6 un estudio utilizando diferentes productos de GMP para
inmunizar ratones, y observar si el tamafio del péptido seria un factor determinante en su
inmunogenicidad. Los resultados demuestran gue independientemente de la ruta de inmunizacion,
el GMP per se no induce la produccion de anticuerpos especificos, comportamiento que es comdn
a las sustancias de peso molecular menor a 5 kDa (Mikkelsen et al., 2006). Lo anterior ha permitido
gue el péptido sea propuesto como alternativa terapéutica en numerosos escenarios de los que se
hablard mas adelante.

Asi mismo, la seguridad del péptido en animales y humanos también ha sido revisada. Tal como
mencionan Kelleher y colaboradores (2003), la suplementacion con GMP no afecta el estado
nutricional de monos Rhesus en crecimiento. En éstos, el hematocrito y cobre sanguineos
mejoraron (al comparar con el grupo sin la adicion del péptido) y la absorcién de zinc se incrementé.
Ademads, el perfil de aminoacidos plasmaticos se mantiene similar al de los monos con lactancia
materna. A su vez, el uso del péptido ha sido evaluado en humanos, luego de su administracion a
lactantes a término (36-42 semanas de gestacion) sin encontrarse evidencia de efectos en la
absorcion del hierro en comparacion con los que tenian lactancia materna (Szymlec-Gay et al.,
2011). Ademas, en un estudio piloto en 24 pacientes con colitis ulcerativa distal se evalu6 el efecto
del GMP en la evolucién de la patologia, notandose efectos antiinflamatorios y similares a los del
tratamiento convencional en cuanto a la disminucién de los puntajes clinicos y endoscépicos de la
colitis y demostrando la seguridad de la administracién oral del péptido (Hvas et al., 2016).

En cuanto a sus propiedades nutricionales, al ser un péptido rico en aminoacidos ramificados y bajo
en metionina, se ha utilizado en dietas de pacientes hepatépatas (Abd El-Salam et al., 1996).
Ademas, contrario a lo reportado por los pacientes en relacion con la poca palatabilidad de otras
preparaciones de aminoacidos sintéticos, el GMP muestra un efecto positivo en condiciones
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organolépticas. Otros estudios muestran la habilidad del GMP suplementado en la fenilcetonuria. A
nivel experimental, para 2008, Ney y colaboradores realizan un primer acercamiento al analisis del
efecto del péptido en ratones con fenilcetonuria evaluando que, al utilizarlo, el soporte del
crecimiento se mantiene y ademas se obtiene una disminucién de fenilalanina plasmatica y cerebral,
comparado con una dieta de aminoacidos (Ney et al., 2008). En 2012, Solverson y colaboradores
postulan de nuevo que la suplementacion dietaria con GMP en ratones fenilcetondricos logra una
disminucion de fenilalanina sérica, manteniendo el crecimiento de los animales, pero a la vez
disminuyendo parametros inflamatorios propios de la patologia como niveles de IFN-y, IL-1B, y GM-
CSF (Solverson, 2012). Posteriormente, se han realizado estudios cruzados aleatorizados con
pacientes fenilcetondricos donde se ha demostrado que las dietas adicionadas con el péptido
vuelven la dieta mas aceptable entre los pacientes, mejora los sintomas Gl, mantiene el control de
las cifras de fenilalanina sanguineas y disminuye el hambre por lo que podria garantizar un mejor
apego al tratamiento nutricio (Ney et al., 2016). Otro estudio clinico (Zaki et al., 2016) prospectivo
en una unidad de genética en Egipto también demuestra que la adicion del 50% de GMP a la
proteina en productos alimenticios también disminuye el estrés causado por la limitacion de
alimentos en estos pacientes, asi como los costos del tratamiento nutricio. En humanos, un
metaanalisis reciente subraya la importancia de la investigacion en torno al uso de este péptido en
los pacientes fenilcetondricos ya que ni el nimero de estudios que se han realizado hasta el
momento ni los tamafios de muestra son tan grandes como para finalizar el entendimiento de los
efectos a la salud especificos y la formulacién de recomendaciones en torno a dicho tratamiento
(Pena, 2018).

2.3.1.1. Actividades bioldgicas del glicomacropéptido

El GMP presenta actividad bioldgica tanto en su forma intacta como hidrolizada (Thoma-Worringer
et al., 2006). En modelos murinos de animales obesos, la suplementacion de una dieta rica en
grasas con GMP induce una reduccién del colesterol total plasmatico, de las lipoproteinas de baja
densidad y del colesterol y triglicéridos hepaticos. La suplementacion de la dieta con GMP, también
ha demostrado efectos reductores en el depésito de tejido adiposo, asi como disminuyendo la
actividad de la sintasa de acidos grasos y en deshidrogenasa glicerol-3-fosfato, lo que implica una
disminucion en la sintesis de acidos grasos. Asi mismo, su uso profilactico previene la esteatosis
hepatica en ratas obesas, disminuye intermediarios metabdlicos de peroxidacion lipidica (como el
malondialdehido) e incrementa la actividad mitocondrial de las enzimas superéxido dismutasa
hepatica y glutation peroxidasa, disminuyendo la secrecién de leptina y citocinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-6). Asi, se sugiere que su administracion podria contrarrestar los efectos de la obesidad
inducida por dietas altas en calorias (Shi-Ping et al., 2012).

Otra de las bioactividades del péptido es la remineralizante, lo cual ha constituido un efecto
importante en el campo de la salud dental. Hacia 1994, se probo la capacidad del GMP para unirse
a Streptococcus sanguis OMZ 9 y Streptococcus sobrinus OMZ 176, e impedir su unién a perlas de
hidroxiapatita cubiertas, sin modificar la capacidad de otras especies como A. viscosus Ny 1 en un
modelo experimental topico anticariogénico (Neeser et al., 1994). Posteriormente se constaté que
también lograba una reduccion en la adhesién de S. sobrinus y S. nuitans, modificando asi la
capacidad patogénica de la placa dental y protegiendo contra las caries (Schipbach et al., 1996). A
la fecha, existen numerosos estudios que evallan su capacidad para revertir la desmineralizacion
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dental, unos con efectos mas claros que otros, dependiendo de factores como la dosis y la
formulacion de las sustancias utilizadas (Zhang, 1998; Zhang, 2001; Elgamily et al., 2019).

Asi, el GMP se ha descrito también como un agente antibacteriano poderoso, teniéndose como
referencia el efecto especifico en poblaciones bacterianas de sistemas distintos a la cavidad oral
como el intestino. En 2006, Brick y colaboradores observaron como el péptido logré inhibir la union
a una cepa E. coli enteropatdégena y Salmonella typhimurium a células CaCo-2 gracias a la unién
bacteriana preferente a su estructura rica en acido sialico (Bruck et al., 2006). En otros modelos con
una E. coli enterotoxigénica K88 y tratamiento con distintas concentraciones del péptido, se volvié
a encontrar un efecto que limita la adherencia a la mucosa intestinal de cerdos a una concentracion
de 2.5 mg/mL, ademas previniendo el sobrecrecimiento bacteriano intestinal del animal (Hermes,
2013). En otro estudio se evalud6 el efecto del GMP sobre esta misma cepa bacteriana, mostrando
como logra impedir los efectos secundarios de la infeccion por el patégeno como cambios morfo-
funcionales intestinales y afectacién al crecimiento de los animales (Rong, 2015).

Otras bacterias como Desulfovibrio también se han detectado disminuidas en modelos murinos de
fenilcetonuria, donde se ha logrado evaluar una disminucién importante de esta bacteria tras 8
semanas de una dieta isoenergética que contenia al péptido, gracias a probables cambios en el
microambiente que implican cambios en los sustratos energéticos del microorganismo como
cambios en la sintesis de mucinas (Sawin, 2015). Sin embargo, esta modulacién del crecimiento
bacteriano no se queda en el aspecto de la limitacibn de bacterias que tienen connotaciones
negativas a la salud del huésped, sino que el péptido ha sido también descrito como un agente
prebidtico. Este término se refiere a los ingredientes de los alimentos no digeribles que producen
efectos beneficiosos sobre el huésped estimulando selectivamente el crecimiento y/o actividad de
un tipo o de un namero limitado de bacterias en el colon (Olveira & Gonzalez, 2007). Hacia 1954,
trabajando con variantes de L. bifidus, se encontraron evidencias sobre la presencia de acido sialico
en la leche. En el trabajo de aquel momento se lograron identificar factores bifidos que favorecen el
crecimiento de L. bifidus en leche humana y de vaca que no eran destruidos ni alterados, incluso
bajo la accion de temperaturas elevadas. Sin embargo, fue hasta 1965 que un grupo de
investigacion francés establecio la existencia de &cido sialico unido en la fraccion kappa de la
caseina (Neelima et al., 2013), involucrando al GMP en esta actividad. La capacidad prebiética del
GMP ha sido estudiada posteriormente por diferentes autores y en diferentes condiciones.

En modelos in vitro, algunos hidrolizados de GMP, en condiciones anaerdbicas, son capaces de
incrementar significativamente la biomasa y produccion de acidos de B. animalis subsp. lactis
(Quian et al., 2014); asi como incrementar el crecimiento de B. longum ssp. infantis (O’Riordan et
al., 2018). En las mismas condiciones anaerébicas, se tienen resultados sobre la capacidad
prebidtica del GMP puro, asialidado y altamente glicosilado, donde la densidad 6ptica de los cultivos
incrementa 1.8 y 1.5 veces para B. thermophilum RBL67 y L. rhamnosus RW-9595-M
respectivamente, al comparar con el medio sin suplementacién, ademas de que la glicosilacion o
sialidacion del péptido no alteran su capacidad prebiotica (Robitaille, 2013). El efecto prebidtico del
GMP en B. longum ssp. infantis con la suplementacion de 2 mg/mL en medios de cultivo indujo un
incremento de alrededor de 20% medido como densidad 6ptica. Ademas, mediante el andlisis con
herramientas moleculares se postula que el péptido podria modular vias metabdlicas de hidratos de
carbono bacterianas mediante la induccién y represién de glicogenes que podrian incidir en vias de
crecimiento y division celular bacteriana.
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Lo anterior sienta las bases del andlisis del potencial prebiético en bacterias de colonizacion
aldctona, asi como de especies de la microbiota residente en diferentes condiciones de crecimiento
in vitro, lo que deberia probarse en modelos in vivo para determinar si dicho efecto contribuye a la
modificacion de las bacterias intestinales del hospedero y/o a la salud de éste.

2.3.1.1.1. Propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias

Las propiedades del GMP que contribuyen al mantenimiento de los pardmetros inmunol6gicos
referidos como normales o a la tendencia a la homeostasis de éstos, han sido evaluadas en diversas
ocasiones. A continuacién, se presentan los hallazgos mas relevantes.

Para 1998 se reportd que la suplementacién dietaria con GMP suprime los niveles séricos de
anticuerpos IgG especificos a OVA administrada via oral y B-lactoglobulina inyectada via parenteral
en ratones (Monnai et al.). En 2004, Li & Mine observaron el potencial inmunomodulador del péptido
en la linea celular U937 incrementando significativamente su proliferaciéon. Asi como, la actividad
fagocitica en mas del 50%. El efecto fue dependiente de la concentracién del péptido, y del
tratamiento de éste con enzimas homoélogas a las existentes en tracto Gl durante la ingesta de este,
observandose incremento significativo de los efectos proliferativos luego de la adicién de pepsina 'y
de la combinacién pepsina-tripsina. Ademas, el efecto evaluado en el estudio fué dependiente de la
porcién utilizada, ya que las que contenian mayor contenido de &cido sialico mostraban mayor
actividad y conservaban un amplio porcentaje del efecto proliferativo incluso tras el tratamiento con
sialidasas. Se sabe que el GMP intacto en monocitos humanos estimula la secrecion de TNF, IL-18
e IL-8 en forma dependiente de la concentracion medido en células THP-1 y esta actividad esta
mediada a través de la activacion de las vias de MAP quinasas y NF-kB (Requena et al., 2009). En
2010, Requena y colaboradores evaluaron el efecto del GMP sobre esplenocitos en cultivo para
intentar explicar su actividad antiinflamatoria en determinadas patologias, observando como este
péptido obstaculiza la activacién de células Thl, mientras favorece la activacién de células T
reguladoras. En este trabajo se describe un incremento en la expresion de FoxP3 e IL-10 en los
esplenocitos incubados con GMP, asi como la inhibicién de la expresion de IFN-y (Requena et al.,
2010).

El efecto antiinflamatorio ha sido igualmente evaluado en diversos modelos de patologia Gl
experimentalmente inducida por diversos mecanismos. Por ejemplo, estudios en modelos
experimentales de ileitis inducida por acido trinitrobenzenosulfénico, muestran que el GMP
administrado oralmente reduce las lesiones inflamatorias intestinales en las ratas; ademas, se
observa menor extension de zonas necroéticas y puntuacion en escala de dafio, menor actividad
mieloperoxidasa, fosfatasa alcalina, éxido nitrico sintasa inducible y una reduccién en la sintesis de
IL- 1B, TNF-a e IL-17, sin afectar la producciéon de IFN-y, TNF-a e IL-2 de las células de ganglios
linfaticos mesentéricos aisladas de los animales con la patologia. La expresiéon de FoxP3 se
incremento con la ileitis, y no hubo reduccién con el tratamiento con GMP (Requena et al., 2008).

Daddaoua y colaboradores (2005) analizan el efecto del pretratamiento con GMP en un modelo de
colitis en rata Wistar por induccién con acido trinitrobencensulfénico, observando como disminuye
la anorexia y el dafio coldnico, asi como factores oxidativos e inflamatorios, tal como la fosfatasa
alcalina y la IL-13 medidas por RT-PCR (Daddaoua et al., 2005). En un modelo de colitis ulcerativa
inducida por oxalazona en raton se demuestra que el GMP disminuye los niveles de mRNA de FasLy
p65 en tejido coldnico, lo que sugiere que éste tiene efectos anti-apoptoticos mediados a través de
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una sefal disminuida en la via de Fas/FasL (Chen, 2014). Ademas, los animales experimentan
mejoria en parametros morfolégicos caracteristicos de dafio en colon.

2.3.1.1.1.1. Inmunomodulacién en alergias

En los ultimos afios se ha explorado el potencial terapéutico del GMP en algunas facetas de la
patologia alérgica en modelos experimentales. En 2012, Jiménez y colaboradores demostraron que
el pretratamiento oral con GMP reduce significativamente el desarrollo de la sensibilizacion alérgica
experimental, disminuyendo los niveles de IgE especificas en suero, inhibiendo la respuesta
proliferativa de esplenocitos a OVA y disminuyendo la produccion de IL-13 estimulada por OVA en
cultivos celulares de bazo de animales sensibilizados. El tratamiento con GMP influyé en las
manifestaciones clinicas inmediatas de la hipersensibilidad cutanea, reduciendo la intensidad de la
respuesta inflamatoria local, y disminuyendo los signos de la anafilaxia severa, demostrando la
funcion inmunomoduladora del GMP en la respuesta inmune alérgica (Jiménez et al., 2012).

Ademas, se ha mostrado que el GMP atenla la inflamacién de vias aéreas y la remodelacién
asociada a fenébmenos asmaticos, reduciendo la infiltracion de eosindfilos, la hiperplasia de células
caliciformes y los depésitos de colageno pulmonares en modelos de asma en ratas. Este efecto se
acompafa de la disminucién en la expresion de IL-5 e IL-13 y del aumento en la expresiéon de IL-10
en tejido pulmonar (Roldan et al., 2016). Ademas, esta demostrado que la administracién del
péptido, antes y durante la sensibilizacion, induce un incremento en las cantidades de Lactobacillus,
Bifidobacterium y Bacteroides intestinales en los animales sensibilizados, asi como en la produccion
de TGF-B por esplenocitos en respuesta al alérgeno. El impacto en la funcion de mastocitos se
evidencia mediante la inhibicién de su activacion y de la liberacién de histamina en respuesta a
alérgenos, sin alterar la cantidad de estas células en los tejidos analizados (Jiménez et al., 2016).

El tratamiento con GMP contribuye en el mantenimiento de la barrera cutanea sobreregulando la
expresion de filagrina y péptidos antimicrobianos y ha mostrado modificaciones en la colonizacién
de S. aureus en modelos de dermatitis atdpica en rata. Otro de los hallazgos importantes es una
regulacion de la microbiota intestinal en este modelo, incrementando bifidobacterias, lo que puede
modificar la respuesta sistémica de la patologia (Jiménez et al., 2020). En el mismo sentido, se sabe
gue tiene un efecto terapéutico importante al administrarse oralmente antes de la induccion de la
dermatitis atépica, suprimiendo la inflamacion, el prurito, el reclutamiento de eosindfilos y la
hiperplasia de mastocitos en piel (Mufioz et al., 2017). La administracion del GMP también incide
en la respuesta inflamatoria alérgica cutanea disminuyendo la cantidad de IL-4, IL-5, IL-13, pero
incrementando la de IL-10 en lesiones tipo dermatitis atopica. Es importante mencionar que, incluso
después de la induccion de la patologia, la mayoria de los efectos inmunomoduladores del péptido
se mantienen (con excepcion del efecto anti-prurinérgico).
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3. Justificacion

Siendo las AA entidades que se presentan frecuentemente en la poblacion mundial (sobre todo en
las etapas iniciales de la vida) con desarrollo inespecifico y multifactorial, cuadros clinicos de
sintomatologia variada que afectan numerosos dérganos y sistemas y que resultan de dificil
diagnostico por sus semejanzas con otras patologias de diversos origenes, es crucial desarrollar
protocolos de investigacion que analicen el establecimiento de los patrones alérgicos, asi como su
tratamiento y prevencion, para evitar disfunciones organicas especificas que incidan en la etapa de
desarrollo en que se presente.

Ademas, partiendo del punto de que los tratamientos actuales son caros e inaccesibles para una
gran parte de la poblacion afectada y considerando, a su vez, que los fenédmenos de industrializacién
promueven el incremento anual del nUmero de personas enfermas, es relevante el surgimiento de
nuevos estudios integrativos de investigacion basica, en los que se plantee la utilizacion de agentes
naturales de facil acceso y aplicacion al organismo, que permitan mejorar la sintomatologia y el
patron béasico de la enfermedad.

Se propone el uso del GMP por su potencial prebiético e inmunomodulador en el tratamiento de la
hipersensibilidad tipo 1 a través de la regulacion de perfiles inflamatorios. Ademas, se propone la
alternativa del uso del tratamiento sinérgico con GMP y LGG, por el impacto positivo del
microorganismo en las manifestaciones clinicas alérgicas y en el balance entre los perfiles
inmunolégicos inflamatorios y reguladores en modelos experimentales de patologia Gl y alérgica.

4. Hipotesis

El GMP administrado via oral, solo o combinado con L. rhamnosus, regula negativamente la
respuesta inmune y los signos clinicos asociados a las AA.

5. Objetivos
5.1. Objetivo General

Estudiar el efecto del GMP administrado via oral, solo o combinado con L. rhamnosus, sobre la
respuesta inmune y los signos clinicos asociados a las AA.

5.2. Objetivos Particulares
5.2.1. Analizar el crecimiento in vitro del L. rhamnosus con diferentes dosis de GMP.
5.2.2. Desarrollar y caracterizar un modelo de AA en rata Wistar.

5.2.3. Analizar niveles de anticuerpos asociados a la respuesta alérgica en animales con AA y
tratados con GMP y/o L. rhamnosus.

5.2.4. Cuantificar marcadores plasmaticos de activacion de mastocitos por alérgenos en animales
con AA y administrados con GMP y/o L. rhamnosus.
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5.2.5. Evaluar, en animales con AA 'y que reciben oralmente GMP y/o L. rhamnosus, signos clinicos
asociados con la patologia tras el reto con el alérgeno.

5.2.6. Estudiar las variaciones en la permeabilidad vascular en animales con AA tratados con GMP
y/o L. rhamnosus.

5.2.7. Evaluar los perfiles de citocinas y las poblaciones linfocitarias predominantes en tejido
intestinal de animales con AA y que recibieron tratamiento con GMP y/o L. rhamnosus.

5.2.8. Realizar un estudio histopatologico de la mucosa intestinal en animales con AA tratados con
GMP y/o L. rhamnosus.

6. METODOLOGIA
6.1. Microorganismo y almacenamiento

LGG ATCC 53103 se cultivd durante 24 h a 37 °C en medio Man Rogosa Sharpe previamente
esterilizado (MRS, Difco, Becton Dickinson, E.U.A) en agitacion orbital suave y pasado este tiempo
se prepararon alicuotas de 1.335 mL (1 mL LGG, y 335 uL de glicerol al 60%) y se almacenaron a
-80 °C.

6.2. Condiciones de cultivo y determinacién de biomasa de LGG

Se descongeld un vial de LGG en un matraz con 20 mL de medio estéril MRS y se mantuvo 24 h a
37 °C en agitacion orbital suave para el crecimiento y desarrollo de la bacteria. Pasado este tiempo
se inoculé una alicuota del medio de crecimiento ajustada a una densidad Optica (DO) de 0.3,
obtenida a una longitud de onda de 600 nm (DQOsoo) €n el espectrofotometro SmartSpec™Plus (Bio-
Rad, E.U.A.).

Para la determinacién de biomasa en condiciones aerobias, se utiliz6 medio MRS en ausencia o
presencia de 0.1, 0.3 o 0.5% de GMP (LACPRODAN® CGMP-10, donado por Arla Foods
Ingredients, Dinamarca) y se mantuvieron los medios a 37 °C. Estos se esterilizaron previo a la
inoculacion del LGG. Finalmente, se determiné la biomasa mediante DOegyo a las 0 h y cada hora
hasta las 8 h, asi como a las 12, 24, 36 y 48 h.

Para la determinacién de biomasa en condiciones anaerobias se realiz6 el procedimiento descrito
para condiciones aerobias con las siguientes modificaciones: se utilizaron frascos con tapa
hermética, luego de preparar los medios de siembra se desplazé el oxigeno de los frascos mediante
la adicién de gas nitrégeno (Infra, México), para después cerrarse con tapa hermética manteniendo
las condiciones de anaerobiosis y esterilidad. La inoculacion y toma de muestras se realizé mediante
inyeccion con jeringa, en condiciones de esterilidad.

6.3. Registro de pH de medios con LGG

El registro de pH se determiné en paralelo a la medicién de la biomasa de los cultivos antes
mencionados, con la ayuda de un potenciometro Orion 3-Star (ThermoScientific, E.U.A.) en
condiciones de esterilidad y agitacién constante.
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6.4. Titulacion de acidez de medios con LGG

La titulacion de los medios se realizé con base al porcentaje de acidez expresado en porcentaje de
acido lactico, para las muestras obtenidas en condiciones de anaerobiosis por ser un indicador mas
sensible de los cambios en los niveles de acidez. Se determiné a partir de muestras de 3 mL
obtenidas de cada medio, las cuales fueron centrifugadas a 1646 x g, 4 °C, 5 min en centrifuga
refrigerada HERMLE Z383k (HERMLE, Alemania). Posterior a esto se procedio a titular 1 mL del
sobrenadante mediante la adicion de NaOH 1 N por goteo, cuantificando los mililitros utilizados por
cada muestra. Asi mismo, como indicador de la titulacion se utilizaron 0.05 mL de fenoftaleina al
0.03% por muestra. El punto final de las titulaciones se determind al viraje del color de las muestras
a un rosa palido, posterior a lo cual se procedi6 a calcular la acidez en base a la cantidad de acido
lactico por muestra mediante la siguiente formula:

% acidez = (mL NaOH gastados x 0.1 M x mEq &cido lactico / 1 mL) x 100%
6.5. Animales

Los animales utilizados en este proyecto se obtuvieron del bioterio de la Universidad Autonoma de
Aguascalientes, y se trataron con estricto apego a las normas éticas aprobadas por la Normatividad
Institucional de los Estandares y Manejo de Cuidado Animal (Normal Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999) (fecha de aprobacion: 02/04/2018), asi como el Instituto Nacional de guias en salud
para el cuidado y uso de animales de laboratorio. Durante la ejecucién de cada uno de los
protocolos, los animales se mantuvieron en jaulas de metal (5 animales / jaula) a temperatura
controlada (22-24 °C) y ciclos de luz-oscuridad de 12 h; asi como con una dieta libre de proteina de
huevo desde su destete (Nutricubos, Purina) y agua ad libitum. Las ratas parentales también fueron
alimentadas con una dieta libre de proteina de huevo.

6.6. Caracterizacion del modelo experimental de AA

Se trabajo con ratas Wistar macho recién destetadas (8 semanas de edad, 100-120 g). Inicialmente,
se les administré un tratamiento desparasitante con Drontal puppy (Bayer, Mexico) via oral (v.0.)
una dosis de 1mg/kg de peso corporal seguido de un antibiético v.o. Enroxil 10% / 3 dias (Senosiain,
México). Se dejaron descansar por 7 dias y se iniciaron los protocolos de sensibilizacién utilizando
OVA (Sigma Aldrich, E.U.A.) como alérgeno. Para ello, las ratas se clasificaron en cinco grupos,
como se indica a continuacion (figura 13):

e SH-IM: animales SHAM del modelo de AA por sensibilizacion intramuscular (i.m.).

e AS: animales con sensibilizacion i.m. (sin re-sensibilizaciones orales) (modelo de
sensibilizacion alérgica sistémica).

¢ AA-IM: animales con AA por sensibilizacion i.m. y re-sensibilizaciones orales.

e SH-O: animales SHAM del modelo de AA por sensibilizacion v.o.

e AA-O: animales del modelo de AA por sensibilizacién y re-sensibilizaciones v.o.
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Figura 13. Esquema de los protocolos de los modelos de caracterizacion de AA y toma de muestras. (IM) Modelo
de AA con sensibilizacion intramuscular: Inmunizacién intramuscular con 1 mg de ovoalbdmina (OVA) como alérgeno
preparada en hidréxido de aluminio via intramuscular y B. pertussis via subcutdnea, Refuerzo: mediante la inyeccion de
OVA preparada en hidréxido de aluminio via intramuscular; A: Ayuno, RF: Reto final con 200 mg OVA via oral (v.0.); (O)
Modelo de AA con sensibilizacion oral: Inmunizacion oral con OVA preparada en bicarbonato de sodio v.o.; PC: Peso
corporal, A: Ayuno, RF: Reto final con 750 ug OVA/g PC v.o.

Modelo de AA con sensibilizacién intramuscular (IM):

El dia 0, los animales AA-IM recibieron 1 mg de OVA (i.m.) como alérgeno, junto con 7.8 mg de
hidroxido de aluminio (Imject Alum, Thermo Scientific, USA) en 1 mL de solucién salina fisiolégica
(ssf) al 0.9% y 500 pL de la vacuna DPT celular por via subcutanea (s.c.) (Dipertix, Biofarma,
Indonesia; con 30 Ul de toxoide diftérico, 60 Ul de toxoide tetanico y 4 Ul de B. pertussis) para
favorecer una respuesta de anticuerpos IgE (Jiménez et al., 2012). El dia 7 se dio un refuerzo, sin
la aplicacién de la vacuna DPT. Posteriormente, del dia 15 al 35, en un periodo de 5 dias seguido
de 3 dias de descanso se administr6 1 mg de OVA en 1 mL de bicarbonato de sodio 0.2 M (v.0.)
utilizando una sonda gastro-esofagica.

Los animales del grupo AS se sensibilizaron con el alérgeno por via IM en los dias 0y 7 (siguiendo
el protocolo anteriormente descrito), mientras que los del grupo SH-IM recibieron solo los
adyuvantes, sin la administracion del alérgeno. A ambos grupos del dia 15 al 35, en periodos de 5
dias y descanso de 3 dias, se les administré 1 mL de bicarbonato de sodio 0.2 M (v.0.) con ayuda
de una sonda gastro-esofégica.

En el dia 40 y tras 24 h de ayuno todos los animales recibieron como reto final 200 mg de OVA en
2 mL de bicarbonato 0.2 M (adaptado de Jiménez et al., 2012 y Abril-Gil et al., 2015).

Modelo de AA oral con sensibilizacién oral (O):

El dia 0 se administro a los animales del grupo AA-O mediante canula gastro-esofagica una dosis
de 150 pg de OVA por gramo de peso corporal de la rata en 1 mL de bicarbonato 0.2 M como
vehiculo. A partir del dia 15 y hasta el dia 35 las ratas se re-sensibilizaron con la misma dosis del
alérgeno, en periodos de 5 dias (y descanso de 3 dias) (modificado de Sun et al., 2013). El grupo
SH-O solo recibid el vehiculo en los mismos periodos de tiempo. Tras un ayuno de 24 h, los animales



53

de los grupos SH-O y AA-O recibieron en el dia 40 y como reto final 750 pg/g de peso corporal de
OVA en 2 mL de bicarbonato de sodio 0.2 M.

6.7. Tratamiento y grupos experimentales

Las ratas se clasificaron en cinco grupos (n=9), como se indica a continuacion: SHAM, AA (animales
alérgicos con el modelo de AA con sensibilizacion i.m. descrito en la estandarizacion de los
modelos), GMP (animales con AA y tratados con GMP), GMP + LGG (animales con AA y tratados
con GMP y LGG) y LGG (animales con AA y tratados con LGG).

A partir del dia -3 y hasta el dia 40, los animales del grupo GMP, recibieron diariamente, v.o0., por
sonda gastro-esofagica 500 mg de GMP por kg de peso corporal disuelto en agua estéril. Los
animales del grupo LGG, recibieron la dosis antes descrita de GMP junto con 1 x 10° células de
LGG/1 mL de agua estéril del dia -3 al dia 40 de protocolo. El grupo LGG recibi6 1 x 10° células de
LGG/1 mL de agua estéril durante el mismo tiempo que los grupos anteriores. Los animales SHAM
y AA, se dosificaron del dia -3 al dia 40 de protocolo con 1 mL de agua estéril (figura 14).

OVA,

Al(OH), 200

(i.m.) OVA, mg
PRE B pertussis Al(OH), OVA
™ (s.c) (i.m.) €Dosis orales : 1 mg OVA/1 mL NaHCOs=> A (v.0.)
3 0 7 15 27 35 3940

r T T 1
‘ Extraccion de sangre y obtenciéon de suero
GMP; 500 mg/kg PC, : 500 mg/kg PC + 1 x 10°

células LGG, LGG: 1 x 10%células

' Anafilaxia Alimenticia

Permeabilidad Intestinal
Toma de muestras de tejido

Figura 14. Esquema del protocolo de AA en los grupos experimentales, administracion de los tratamientos y toma
de muestra. PRETX: Pretratamiento, PC: Peso Corporal, A: Ayuno.

La dosis para el GMP se establecié de acuerdo con lo reportado para otros estudios terapéuticos
en rata (Roldan et al., 2016; Mufioz et al., 2017; Daddaoua et al., 2005; Requena et al., 2008; Lopez-
Posadas et al., 2010), al igual que la dosis del LGG (Yu, 2010, Jang, 2012, Kim, 2013, Kim, 2014).
Para propagar al microorganismo para su dosificacion, una de las alicuotas almacenadas como se
indicé anteriormente, se suspendié en un matraz con 25 mL de medio estéril MRS y se mantuvo 24
h a 37 °C a 80 rpm en incubador Benchtop 2220S (Labnet, USA) para potenciar el crecimiento de
la bacteria. Para su mantenimiento, se resembraron 100 pL del medio de crecimiento de la bacteria
en 25 mL de medio estéril MRS en las condiciones antes mencionadas cada 24 h.

6.8. Medicién del peso corporal

La valoracion del peso corporal de las ratas se realizdé en una balanza analitica EK 1200G (AND,
Reino Unido), con una precision de + 0.1 g. El procedimiento se llevé a cabo los dias 0 y 40 para la
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estandarizacion de los modelos de alergia y -3 y 40 para los grupos de tratamiento de la alergia a
las 8 a.m. en ambas ocasiones. Para esto se colocé a los animales en un frasco ligero sobre la
balanzay se registro el valor del peso en gramos que se mantuvo durante mas de 3 s. La evaluacion
fue repetida dos a tres veces hasta garantizar la misma cifra para disminuir errores debidos al
movimiento de los animales. Los datos se representaron como incremento de peso (g) = peso dia
40 (g) — peso dia 0 (g).

6.9. Obtencién de muestras de suero

En los dias 0, 15, 27 y 40, treinta min después de la administracién del alérgeno o en su defecto del
vehiculo se obtuvieron méximo 1000 pL de sangre de la vena caudal de las ratas, previamente
anestesiadas con éter. La sangre se dejo coagular a 37 °C y se centrifugd a 735 x g por 15 min.
Finalmente, el suero se alicuoté en volimenes de 100, 70 y 15 uL y se congelaron a -80 °C hasta
Su uso.

6.10. Determinacién de IgG1 anti-OVA

Se realizaron ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzima (ELISA) indirecto semicuantitativo para
analizar los niveles de IgG1 anti-OVA (Sun et al., 2013; Macedo-Mendoza, 2015). A continuacion,
se describe el procedimiento general utilizado. Para comenzar, se cubrieron los pocillos de una
microplaca (Thermo Scientific, USA) con 10 ug/mL de OVA en buffer de carbonatos 50 mM y se
incub6 toda la noche bajo agitacion a 4 °C. Luego de lavar la placa con una solucion de tampén
fosfato salino (PBS) al 0.05% de Tween-20 (PBST) se bloqued con buffer de carbonatos 50 mM
adicionado con 1% BSA durante 30 min a temperatura ambiente y posterior al lavado, la placa se
incubd 1 h con los sueros de las ratas a analizar diluidos 1:50 en PBST-BSA. Tras el lavado de la
placa, cada uno de los siguientes reactivos fue secuencialmente afiadido, incubado y removido
mediante 3 lavados manuales con PBST: anticuerpo monoclonal de ratén anti IgG1l de rata
biotinilado incubado 2 h a 37 °C (diluido 1:2000; ABCAM, Cambridge, United Kingdom),
estreptavidina-peroxidasa de rabano 1 h de incubacién cubierto de la luz a 37°C (1:60000; ABCAM,
Cambridge, United Kingdom) y ortofenilendiamina (OPD) cubierto de la luz a temperatura ambiente
(tableta de 20 mg disuelta segun indicaciones del fabricante ; Sigma, E.U.A.). Tras 20 min se par6
la reaccion con &cido sulfarico 4 N, y la DO se midié a 490 nm en un espectrofotometro de placa
(iMark, Bio-Rad, E.U.A.). El nivel de IgG anti-OVA se determind en relacién con el indice positivo
(indice Positivo o IP: [media de DO + 2 desviaciones estandar de 10 muestras séricas de animales
controles, sin sensibilizar]). Para ello el valor de absorbancia de cada muestra se dividio entre el
valor del IP.

6.11. Anafilaxia Cutanea Pasiva

Los titulos de IgE sérica anti-OVA se analizaron por anafilaxia cutanea pasiva (PCA, por sus siglas
en inglés) (Jiménez et al., 2012). Para esto, se rasuro el dorso de ratas Wistar macho de entre 300-
400 g de peso corporal. A las 24 h se anestesiaron con éter y se les inyectd en el dorso via
intradérmica 50 pL de diluciones crecientes (1:2 a 1:128) de los sueros a analizar. Pasadas 24 h,
se inyectd 50 pL de una solucién de histamina (Sigma-Aldrich, Suiza) a una concentracion de 0.04
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Mg/uL en ssf (control positivo) y 50 uL de ssf (control de la reaccién generada solo por la inyeccion).
Inmediatamente por via intravenosa (yugular) se inyecto el alérgeno en una solucién de azul de
Evans (2 mg de OVA + 34 mg de Azul de Evans/kg del animal al 3 % en ssf).

Luego de 30 min se sacrificé a las ratas por sobredosis de éter para la obtencion de la piel del dorso
y se midié el diametro interno de cada una de las reacciones producidas por los sueros, histamina
y ssf. El titulo de anticuerpos IgE anti-OVA en cada suero se expres6 como la mayor dilucion que
causo una lesién mayor a 5 mm de didmetro (Dai et al., 2004).

6.12. Ensayo de anafilaxia alimenticia

La anafilaxia alimenticia se evalu6 mediante el registro de los signos clinicos tras administracion
del reto final. A las 0 h y cada diez min durante la primera hora tras el reto, y a las 1.5, 2y 24 h se
midieron signos clinicos de anafilaxia alimenticia con base en la escala propuesta por Li y
colaboradores (2000); donde: 0, no presenta manifestaciones; 1, el animal se rasca o frota alrededor
de su nariz o cabeza; 2, el animal presenta edema en 0jos o boca, piloereccion, diarrea, menor
actividad o taquipnea; 3, el animal presenta sibilancias, dificultad para respirar, cianosis en boca o
cola; 4, el animal no presenta actividad pero presenta temblor o convulsion y 5, muerte del animal.
Ademas, luego de evidenciarse que la diarrea era un indicador importante en nuestro modelo de
alergia, para los animales de los grupos de tratamiento se incluy6 la utilizacion de una escala que
analiza los cambios en la apariencia de las evacuaciénes: 0, sin cambios; 1, evacuacion blanda
pero formada; 2, blanda, no formada; 3, un episodio de diarrea liquida; 4, al menos 2 episodios de
diarrea liquida (Dunker et al., 2012).

6.13. Medicién de temperatura rectal

El registro de la temperatura corporal se hizo via rectal con un termémetro digital CT-513W (Citizen,
Japon) a las 0 h 'y cada diez min durante la primera hora tras el reto, y a las 1.5, 2y 24 h.

6.14. Medicién de presion arterial

La medicion de la presion arterial se llevé a cabo el dia 40 del protocolo de provocacién de alergia
mediante la canulacion de la arteria femoral izquierda en las ratas utilizando el sistema de registro
Biopac AcgKnowledge 4 (MP150, BIOPAC Systems, Inc., E.U.A)).

Los animales se anestesiaron por via intraperitoneal utilizando una mezcla de Ketamina-Xilacina
(95 mg-5 mg/ kg de peso corporal), se rasuroé la region inferior abdominal y se realizd una incision
diagonal de 3 cm en la linea inguinal, para localizar y disecar la arteria femoral izquierda. Se insertd
un catéter en la arteria (22G x 850 mm), el cual se conectdé al sistema de registro
BiopacAcgKnowledge 4. Se registré la presion basal durante 1 min y durante los 60 min posteriores
a la administracion del reto con el alérgeno.

6.15. Determinacion de extravasacion intestinal mediante azul de Evans

Para cuantificar la extravasacion intestinal durante la estandarizacion del modelo de AA en los
animales y evaluar la permeabilidad vascular, luego de 30 min del reto final con el alérgeno, se
inyecto de forma sistémica (via yugular) una solucién de azul de Evans en ssf (20 mg/kg de peso
corporal al 1.5 %), y pasados 30 min se sacrificd al animal por sobredosis de éter (Saldanha et al.,
2004). Se abri6é el abdomen y se obtuvieron segmentos de 5 cm del duodeno, yeyuno proximal e
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ileon de la rata, de la siguiente manera: se cortaban los 10 cm de intestino posteriores al piloro, los
5 primeros para el segmento de duodeno y los 5 siguientes para el segmento de yeyuno proximal,
para el segmento de ileon se descartaban los 3 cm anteriores a la valvula ileocecal y se obtenian
los siguientes 5 cm (Rao et al., 1986; Saavedra et al., 2005). Se lavaron con 1 mL de PBS (NaCl
137 mM; KCI 3 mM; NasHPO. 10 mM. KH,PO4 1.7 mM, pH7.4) para eliminar las heces fecales, y se
continud con 4 lavados con acetilcisteina (6 mM; 1 mL cada uno). Se sumergié cada muestra en 1
mL de NaOH (1 N) 37 °C durante 24 h, y al dia siguiente se afiadié a cada tubo 9 mL de la mezcla
HsPO. 0.6 N: acetona (5:13). Los tubos se agitaron vigorosamente unos segundos y centrifugaron
a 110 x g por 15 min en centrifuga clinica (SOL-BAT, J-12, México). Se ley6 la absorbancia de 1 mL
del sobrenadante de cada muestra a 620 nm en espectrofotdmetro SmartSpec Plus y este valor se
interpol6 en una curva patron de azul de Evans (0.1-5 ug/mL, preparada en la mezcla NaOH, HzPO.,
acetona).

Posteriormente y con la finalidad de cuantificar mas exactamente la misma variable en los grupos
de AA con o sin tratamiento (en los que las diferencias pueden ser mas discretas) se inyect6 de
forma sistémica (via yugular) una solucién de azul de Evans en ssf (20 mg/kg de peso corporal al
1.5 %), luego de 5 min se administr6 el reto final con el alérgeno via canula gastro-esofagica y
pasados 30 min se sacrificé al animal por sobredosis de éter (Muto et al., 2014). Se abri6 el abdomen
y se obtuvieron segmentos de 5 cm del duodeno, yeyuno proximal e ileon de la rata, éstos se lavaron
con 1 mL de PBS para eliminar las heces fecales, y se continu6é con 4 lavados con acetilcisteina.
Los segmentos se pesaron y sumergieron en 1 mL de formamida por 24 h a 50°C. Cada tubo se
centrifugd a 100 x g durante 10 min (centrifuga eppendorf 5415 C, E.U.A.) y se ley0 el sobrenadante
en espectrofotometro SmartSpec Plus a 620 nm y el valor se interpolé en una curva patrén de azul
de Evans (0.1-30 ug/mL, preparada en formamida).

6.16. Cuantificacion de placas de Peyer

En los mismos animales en que se realizaron los ensayos de extravasacion intestinal anteriormente
descritos y antes de fraccionar el intestino para su posterior procesamiento, se cuantificaron las
placas de Peyer. Ademas de la cuantificaciéon, se realizaron mediciones de ancho y largo de cada
placa para el posterior célculo del area por placa (A= Radio mayor x Radio menor x 1) y del area
total de placas de Peyer por animal (Cervantes-Garcia et al., 2020).

6.17. Cuantificacion de niveles séricos de proteasa Il de mastocitos

La cuantificacion de los niveles séricos de proteasa Il de mastocitos (rMCP-Il) se llevé a cabo
mediante el empleo de un kit comercial (OKEH02490, Aviva Systems Biology, E.U.A.) basado en
un ensayo ELISA tipo sandwich con 100 pL de suero por muestra siguiendo las instrucciones del
fabricante.

6.18. Cuantificacion de niveles séricos de histamina

La cuantificacion de los niveles séricos de histamina se llevo a cabo mediante el empleo de un kit
comercial (MBS732202, MyBiosource, E.U.A.) basado en un ensayo ELISA competitivo de fase
sélida, con 100 puL de suero por muestra siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.19. Purificacion de RNA y RT-PCR en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR)

Las muestras de intestino se obtuvieron 24 h posteriores al reto oral de los animales con el alérgeno
en el dia 40. El RNA total se aislé de un segmento de 1 cm de intestino delgado, 3 cm después de
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la mitad exacta (yeyuno distal) utilizando un kit de extraccion GeneJET RNA purification kit (Thermo
Scientific, Waltham, MA, E.U.A.). Una vez purificado el RNA se cuantificé con un espectrofotémetro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) con la relacion A260/280, utilizando muestras con valores
mayores a 1.8 para la sintesis de ADN complementario con el kit Maxima First Strand cDNA
Synthesis (Thermo Scientific) en un termociclador (Applied Biosystems 2720, Foster City, CA, USA).

El ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real se establecié con Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix (Thermo ScientificE.U.A.) en un sistema de PCR en tiempo real StepOne (Applied
Biosystems). Los oligonucleoétidos utilizados para la cuantificacion de la expresion del mRNA se
enlistan en la tabla 5. Para la PCR en tiempo real se usaron 2 yL del cDNA como templado
para la deteccion de B-actina, GATA3, T-bet (o Tbx21), RORyt, FoxP3, Mcpt-Il, IFN-y, TNF-
a, interleucinas (IL)-1B, -5, -13, -17, -22, IgA, IgE, CXCL-1 (el equivalente a IL-8 en la rata)
y MUC2. La cuantificacion relativa se determiné con el método 224€t, normalizando con B-
actina como gen “housekeeping” (Schmittgen & Livak, 2008).

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados.

Nombre Secuencia Numero de Acceso
Fw-GATA3 AGAAGGCAGGGAGTGTGTGA NM_133293.1
Rv-GATA3 TTAGCGTTCCTCCTCCAGAG

Fw-FoxP3 CGGGAGAGTTTCTCAAGCAC NM_001108250.1
Rv-FoxP3 CACAGGTGGAGCTTTTGTCA

Fw-T-bet TCCAAGTTCAACCAGCACCA NM_001107043.1
Rv-T-bet ATAAGCGGTTCCCTGGCATA

Fw-RORyt GCAGCAACGGGAACAAGTAG XM_006232926.3
Rv-RORt GGGCTATACTCAAGGTGGCA

Fw-IgA(Fc) CGGAACTATGAATGTGACCT AJ510151.1
Rv-IgA(Fc) GACTAAGGAGGGTTTTGGAC

Fw-IgE(Fc) CGTCTGTCGGTTCTGATCTT X00923.1
Rv-IgE(Fc) GTCGCAGGATGAATGGAGTA

Fw-Mcptll ATTATCGGTGGTGTGGAGTC NM_172044.1
Rv-Mcptll GTGTGGATTCTCGCTTTCTC

Fw-IFN-y GCCTAGAAAGTCTGAAGAAC NM_138880.2
Rv-IFN-y GAGATAATCTGGCTCTCAAG

Fw-TNF-a GCCTCAGCCTCTTCTCAT NM_012675.3
Rv-TNF-a CGCTTGGTGGTTTGCTACGA

Fw-IL-18 AAATCTCACAGCAGCATCTC NM_031512.2
Rv-IL-18 ACTAGCAGGTCGTCATCATC

Fw-IL-5 CAGTGGTGAAAGAGACCTTG NM_021834.1
Rv-IL-5 GTATGTCTAGCCCCTGAAAG

Fw-1L-13 ATCGAGGAGCTGAGCAACAT NM_053828.1
Rx-1L-13 ATCCGAGGCCTTTTGGTTAC

Fw-IL-17 CGTGAAGGTCAACCTGAAAG NM_001106897.1
Rv-IL-17 TCTATCAGGGTCCTCATTGC

Fw-IL-22 CTCTGCCCATCAACTCCCAA NM_001191988.1
Rv-IL-22 TTGGCTTTGACTCCTCGGAA

Fw- CXCL1 ATGGCGTCTGTCTGGTGAAC NM_030845.1
Rv- CXCL1 ACGACCATCGATGAAACGCA

Fw-MUC?2 AGTGGTTGGTGAATGACCCG XM_017590472.1
Rv-MUC2 CTGGGGATCCGGGTGGTATT

Fw-B-Actina GTCGTACCACTGGCATTGTG NM_031144.3
Rv-B-Actina GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA

Fc, fragmento cristalizable
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6.20. Estudio histopatolégico de la mucosa intestinal

Del intestino delgado de los animales diseccionado a las 24 h del reto final con el alérgeno, se cortd
un segmento de 3 cm a partir de la mitad exacta y hacia el yeyuno (yeyuno distal). Luego de fijar
las muestras en formalina neutra 10% durante 5 dias (10 ml por cada muestra de 1 cm?), se procedid
a realizar un lavado con PBS para rehidratar los tejidos para posteriormente enjuagar con agua de
grifo. Posterior a esto se manipularon las muestras por separado para deshidratarlas de nuevo y
posteriormente poder incluirse en la matriz de parafina con el procesador de tejidos Leica TP1020
(Leica, Alemania).

Para esto, se pasaron por un bafio de formol 10% (2h), uno de etanol 80%(1h), uno de etanol 96%
(1 h) y 2 bafios de etanol absoluto (1 h c/u). Se continudé con un bafio en alcohol absoluto-xilol (1h)
2 de xilol (1 h c/u) para terminar con la inmersién en parafina (60 °C: 2h). Por ultimo, se realiz6 la
inclusion en parafina y la creacion de los bloques de tejido embebidos listos para su posterior corte
y procesamiento en laminillas.

Para este procedimiento, se realizaron cortes del bloque de 10 um de grosor con microtomo semi-
automatico 2245/LEICA (LEICA, Alemania) y una vez llegado al inicio de tejido se realizaron cortes
de 5 um y se montaron en laminillas de vidrio adhesivas (Klinipath, Holanda). Antes de proceder a
la tincién, las laminillas de desparafinizaron en xileno (2 bafios, 3 min c/u), rehidratando con etanol
al 100% (2 bafios, 2 min c/u), agua de grifo (1 bafio: 10 s), agua destilada (1 bafio: 1 min) y luego
se siguio el protocolo de tincion especifico descrito a continuacion. Para la tincion de hematoxilina-
eosina-safranina (HES) se tifieron con hematoxilina (Diapath, Martinengo, Italia), posteriormente se
lavaron con agua destilada (1 bafio: 25 s), agua de grifo (15 s) para reforzar la primera tincién con
agente azulante (Diapath, Italia) para cambiar la coloraciéon parda o marrén a un tono azulado y
poder finalizar la tincién con eosina mejorando el contraste entre las estructuras. luego de lo cual
se realiz6 un lavado en agua de grifo (11 s) y otro en agua destilada (2 min). Se procedio a tefiir con
eosina (RAL diagnostic, Francia) por 30 s y se deshidrataron las laminillas utilizando un bafio de:
etanol 95% (15 s), etanol 100% (30 s) y se repitié el bafio de esta ultima solucion por 45 s mas. Por
altimo, se realiz6 una tincién de contraste con safranina (RAL diagnostic, Francia) por 2 min para
evidenciar el tejido conjuntivo y hacer un mejor analisis morfolégico, y luego se realizaron lavados
en etanol 100% (2 bafios: 30 s c/u). Para finalizar, se realizo la clarificacion con xileno con 2 bafios,
uno de 30 s y uno de 1 min. Las laminillas se montaron con la ayuda de HistoRAL (RAL diagnostic,
Francia) y posteriormente se colocé el cubre-objetos utilizando el equipo LEICA CV5030 (LEICA,
Alemania).

Para la tincion de acido peryédico de Schiff (PAS) las laminillas se sumergieron en acido periddico
(Diapath, Martinengo, Italia) durante 5 minutos, para luego lavar en agua de grifo (20 s) y en agua
destilada (2 min). Se procedi6 a tefiir con el reactivo de Schiff (Diapath, Martinengo, Italia) durante
15 min y se repitieron los lavados mencionados anteriormente por 5 min para posteriormente tefir
en hematoxilina de Mayer (Diapath, Martinengo, Italia) durante 1 min y lavar en agua de grifo durante
5 min. Por ultimo, se procedié a sumergir en etanol 100% (2 bafos: 30 s c/u). Para finalizar, se
realizo la clarificacion con xileno (2 bafios, uno de 30 sy uno de 1 min) y se procedié a montar las
laminillas. Ambas tinciones se realizaron en el autémata de tinciones MYREVA SS30 (Microm,
Microtech, Francia) y luego de dejar secar las laminillas en refrigeracion a 4 °C) durante 48 h, se
escanearon en el Pannoramic SCAN Il (plataforma @BRIDGe, INRAE, Francia).

El analisis morfométrico se realiz6 con la aplicacion Case Viewer 3D Histech version 2.3 del mismo
escaner. La tincion de HES se utilizo para el analisis morfométrico inicial y la identificacion de
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eosindfilos y la de PAS para la identificacion de células caliciformes. Para evaluar la altura de las
vellosidades intestinales se eligieron 10 vellosidades por corte (por triplicado), midiéndose a partir de
la cripta hasta el pice de la vellosidad con el objetivo 20x. Con el mismo objetivo, se realizé la
medicion de la profundidad de 10 criptas, y el espesor de la muscular circular en 10 sitios aleatorios
de toda la circunferencia.

Para la cuantificacién de eosindfilos por campo se marcaron 20 campos de 5000 ym? en imagen
enfocada con el objetivo anteriormente mencionado (20x) por triplicado en distintos sitios cercanos
a la base de las vellosidades (60 campos/animal). ElI analisis se llevd a cabo por grupo de
tratamiento. Ademas, se analizaron diferentes segmentos seleccionados aleatoriamente en cada
muestra como areas de interés para contar las células caliciformes (medidas por campo de 1 mm?
en imagen desenfocada en 3 cortes diferentes por animal). Para todos los analisis, se utilizaron
técnicas de enmascaramiento y conteo en ciego con el fin de evitar el sesgo y obtener resultados
mas relevantes.

6.21. Andlisis estadistico

Para los datos que mostraron una distribucion normal, se presentaron como la media de los valores
+ el error estandar de la media (SEM) y el analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de
ANOVA de una via y andlisis post-hoc multicomparativo de Bonferroni para la comparacion de varios
grupos entre si y ANOVA de dos vias y analisis post-hoc de Holm-Sidak multicomparativo para los
analisis de biomasa, pH, acidez del LGG, asi como para la temperatura (en la caracterizacion del
modelo) y los valores de IgE e IgG1l-anti-OVA (tanto en la caracterizacion como en el tratamiento
se utilizd el modelo mixto de ANOVA). Para evaluar las diferencias entre los grupos en el puntaje
de signos de anafilaxia alimenticia, en el puntaje de diarrea y en los datos de registro de presion
arterial se utilizo la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis con post-hoc de Dunn y los valores de
presentaron de manera individual y con la mediana de cada grupo. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando p < 0.05. Se especifica en cada figura la prueba estadistica,
el andlisis post-hoc utilizado y el nivel de significancia.
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7. RESULTADOS
7.1. Andlisis del crecimiento in vitro del LGG con diferentes dosis de GMP

Para analizar el crecimiento bacteriano in vitro en presencia o no de GMP, se cuantificé la biomasa
de LGG en el medio, registrando la DOsgo ante la presencia de 0, 0.1, 0.3 y 0.5 % de GMP bajo
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis. Asi mismo, se analizé el metabolismo indirecto del LGG
mediante determinacion del pH del medio en el que se crecid el lactobacilo. Ademas, por existir
cambios significativos en éste en condiciones anaerobias, se realiz6 Unicamente en estas
condiciones de experimentacién un segundo andlisis del metabolismo indirecto mediante la
titulacion del medio, técnica de mayor sensibilidad. Para ésta, se determiné el porcentaje de acidez
del medio en funcién de los gramos de acido lactico de las muestras.

En condiciones aerobias, el cultivo de LGG (figura 15) sin GMP increment6 su biomasa a partir de
las 8 h de inoculacion, siendo mas evidente a las 12 h, seguido de un aumento significativo en la
DOeoo a partir de las 24 h y que se mantuvo constante a las 48 hy 72 h. La biomasa bacteriana con
0.3y 0.5% de GMP increment6 a las 24 h 1.1 veces (p < 0.0001) en comparacién con la condicion
sin GMP y con la condicién 0.1% GMP (p < 0.0001). A las 48 h, la condicién 0.3% GMP (p < 0.01)
tuvo 1.1 veces mas biomasa que la que no tenia adicién del péptido al igual que la condicién 0.5%
GMP (p < 0.0001), aunque este ultimo ademas tuvo 10% mayor biomasa que la condiciéon 0.1 GMP.
Por ultimo, a las 72 h los microorganismos sometidos a los tres diferentes tratamientos tuvieron un
incremento del 10% de la biomasa al comparar con las bacterias en condiciones basales (0.1%
GMP y 0.3% GMP: p < 0.001, 0.5% GMP: p < 0.0001). En la figura 15 se muestran las cifras
exactas, asi como los incrementos en el tiempo por concentracion del péptido.
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Figura 15. Cambios temporales en la biomasa de LGG en condiciones aerobias en ausencia o presencia de GMP.
a) Representacion grafica b) Andlisis estadistico de los datos, mostrando aquellos que presentan cambios significativos.
n= 9, 3 ensayos por triplicado; *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001 vs 0% GMP en un mismo tiempo, *p < 0.05, **p <
0.0001 vs 0.1% GMP en un mismo tiempo. ANOVA de dos vias, post-hoc Holm-Sidak’s.

Por otro lado, bajo condiciones anaerobias y mediante el registro de la DOsgo (figura 16) se
observaron aumentos en la biomasa bacteriana en todos los tratamientos con GMP a lo largo del
tiempo. En las bacterias sin GMP se detectaron cambios de las 8 a las 72 h comparando con el
inicio del ensayo (0Oh).
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Figura 16. Cambios temporales en la biomasa de LGG en condiciones anaerobias en ausencia o presencia de
GMP. a) Representacion gréfica b) Analisis estadistico de los datos, mostrando aquellos que presentan cambios
significativos. n= 9, 3 ensayos por triplicado; *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001 vs 0% GMP en un mismo tiempo, *p <
0.001, **p < 0.0001 vs 0.1% GMP en un mismo tiempo. ANOVA de dos vias, post-hoc Holm-Sidak’s.

Como se aprecia en la figura 16, la exposicién con 0.1% y 0.3% de GMP incrementé la generacion
de biomasa 1.2 veces a partir de las 24 h (p < 0.001 y p < 0.0001, respectivamente), y la condicion
de 0.5% de GMP la incrementd 1.4 veces (p < 0.0001) en comparacion con los microorganismos
sin GMP. En este tiempo, la concentracion mas alta utilizada de GMP también tuvo biomasa de
LGG 1.1 veces (p < 0.001) mayor que la de 0.1% GMP y 1.2 veces mayor (p < 0.001) que la de
0.3% GMP. A las 48 h el incremento en la biomasa fue de 1.1 veces para las condiciones 0.1% y
0.3% (p < 0.01) al comparar contra el cultivo bacteriano sin GMP, mientras que la de 0.5% GMP
aumento esta variable 1.3 veces (p < 0.0001). De nuevo, el incremento entre esta condicion y las
de 0.1% y 0.3% GMP fué 1.2 veces mayor (p < 0.0001). Por ultimo, para las 72 h la Unica condicién
que logro el incremento de la biomasa bacteriana 1.2 veces al comparar contra el grupo sin GMP
fué la de 0.5% GMP (p < 0.0001), teniendo incrementos de 1.2 veces y 1.1 veces (p < 0.0001)
respectivamente, al comparar contra las condiciones 0.1% y 0.3% GMP.

El aumento en la cantidad de bacterias se asocia con la disminucién en el pH del medio (Shah,
2000) hasta un minimo de 3 donde se sabe que el crecimiento de esta bacteria se inhibe (Goldin,
1993). El registro del pH en condiciones aerobias (figura 17) evidencié la misma tendencia que para
los datos de DOsoo (aerobios), pero a la inversa. Como se aprecia, los valores de pH fueron
constantes hasta las 8 h (6.35 + 0.01), con una ligera disminucion a las 12 h (5.82 + 0.10), seguido
de un descenso a las 24 h (3.84 + 0.01), pH que se mantuvo a las 48 h (3.67 £0.02) y 72 h (3.69
0.03) de evaluacion. El pH en el medio de las bacterias expuestas a GMP en las diferentes
concentraciones no sufri6 modificaciones significativas.
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Figura 17. Cambios temporales en el pH de los medios de LGG en condiciones aerobias en ausencia o presencia
de GMP. Representacion gréafica. n= 9, 3 ensayos por triplicado; NS. ANOVA de dos vias, post-hoc Holm-Sidak’s.

Bajo condiciones anaerobias (figura 18) el pH del medio bacteriano fue constante las primeras 8 h
(6.51 £ 0.02),con una ligera disminucion a las 12 h (6.16 £+ 0.08), la cual se acentu6 a las 24 h (3.96
+ 0.01), y practicamente se mantuvo constante a las 48 h (3.72 £ 0.01) y 72 h (3.70 £ 0.01). A las
12 h existié una disminucion de 6.18 % en el pH de los medios adicionados con 0.5% GMP (5.78 +
0.13 vs 6.16 £ 0.08; p < 0.0001) al comparar contra el grupo sin GMP. Ademas, en este momento
existié también una disminucion de 5.65% al comparar la concentracion de 0.5% del péptido con la
de 0.1% (6.13 £ 0.09; p < 0.0001) y una de 5.32% al comparar contra la de 0.3% (6.11 + 0.08; p <
0.0001). A partir de ese tiempo las diferencias entre las condiciones desaparecieron.
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Figura 18. Cambios temporales en el pH de los medios de LGG en condiciones aerobias en ausencia o presencia
de GMP. Representacion gréafica. n=9, 3 ensayos por triplicado; *p < 0.0001 vs 0% GMP en un mismo tiempo, *p < 0.0001,
vs 0.5% GMP en un mismo tiempo. ANOVA de dos vias, post-hoc Holm-Sidak’s.

Por existir cambios significativos en el pH del medio de crecimiento de LGG en condiciones
anaerobias, se decidi6 para esta condicién un segundo analisis del metabolismo indirecto de la
bacteria, evaluando el porcentaje de acidos titulables del medio expresado como porcentaje de
acido lactico. Como se observa en la figura 19, se aprecio una tendencia creciente continua de estos
valores, inversa a los datos del pH y similar al analisis de la DOeo. Durante las primeras 6 h el
porcentaje de acidez de los medios sin el péptido tuvo un valor promedio de fue aproximadamente
de 0.068, a partir de ese momento tuvo incrementos continuos hasta las 48 h.
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Figura 19. Porcentaje de acidez expresado como acido lactico de los medios de LGG en condiciones anaerobias
en ausencia o presencia de GMP. a) Representacion grafica b) Analisis estadistico de los datos, mostrando aquellos
que presentan cambios significativos. n= 9, 3 ensayos por triplicado; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs
0% GMP en un mismo tiempo, °p < 0.05, *p < 0.01, *p < 0.001, *p < 0.0001, 0.5% vs GMP en un mismo tiempo. ANOVA
de dos vias, post-hoc Holm-Sidak’s.

Las Unicas condiciones que madificaron la acidez del medio fueron las de 0.3 y 0.5% de GMP. A
las 6 h existié un incremento de 1.8 veces entre 0.5% GMP y el medio sin GMP (p < 0.001), misma
que a las 12 h fué de 1.7 veces (p < 0.0001) y para las 24 h tuvo una de 1.3 veces (p < 0.0001),
presentando una diferencia de 1.1 veces a las 48 h ( p < 0.05) para terminar a las 72 h con una
diferencia de 1.2 veces (p < 0.0001) con la condicién sin GMP. Al comparar con el medio sin GMP,
la adicion de 0.3% del péptido, presentd un incremento a las 12 h siendo éste de 1.5 veces (p <
0.01) y desapareciendo las diferencias en el resto de los tiempos evaluados.

Se evaluaron igualmente las diferencias entre las condiciones adicionadas con GMP, teniendo la
condicion de 0.5% incrementos importantes a las 8, 24 'y 72 h al comparar contra 0.1% y 0.3% de
GMP. A las 8h, los medios con 0.5% de GMP tuvieron 1.5 veces mayor acidez que los adicionados
con 0.1% (p < 0.001) y 1.3 veces mayor que los adicionados con 0.3% (p < 0.05). Para las 24 h,
tuvieron 1.4 veces mayor acidez que los de 0.1% (p < 0.0001) y 1.2 veces mayor que los de 0.3%
(p <0.0001) y para las 72 h 1.2 veces (p < 0.01) mayor acidez que ambas condiciones.

Conjuntamente, los resultados de la cuantificacion de biomasa y de titulacion de porcentaje de
acidez, muestran un efecto prebiético in vitro del GMP sobre LGG en condiciones anaerobias.

7.3. Desarrollo y caracterizacion del modelo de AA en rata Wistar.
7.3.1. Andlisis del incremento de peso corporal en diferentes modelos de AA

Para valorar el estado general de los animales de cada grupo y detectar variaciones a nivel del
consumo de alimento o del metabolismo basico de nutrimentos, asi como cambios en el peso
generado por la ingesta de la OVA, se cuantificé el incremento de peso corporal en los animales del
dia O al dia 40 de la induccién del modelo de AA. Como se muestra en la figura 20a, el consumo de
OVA en el grupo AA-IM (103.40 £ 5.27 g) no generd un incremento de peso en los animales distinto
al de los grupos AS (108.40 + 7.01 g) y SH-IM, 98.65 + 7.25 g. Asi mismo, no existieron diferencias
significativas entre los incrementos de peso corporal de los animales del grupo AA-O (125.9 + 7.66
g) en comparacion con su grupo control SH-O (111.5 + 10.65 g) (figura 20b).
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Figura 20. Incremento de peso corporal a los 40 dias de iniciado el modelo de induccion de AA en los diferentes
grupos analizados. n= 13. a) Modelo IM y su correspondiente SH-IM. NS, ANOVA de una via, post-hoc de Bonferroni;
b) Modelo O y su correspondiente SH-O. NS, t de student.

7.3.2. Andlisis de los titulos de IgE anti-OVA en suero en los modelos de AA

Los niveles de IgE alérgeno-especifica en las muestras de suero de los diferentes grupos
experimentales se titul6 mediante PCA, en sueros obtenidos los dias 0, 15, 27 y 40 de los protocolos.

Como se observa en la figura 21a, b, los resultados de la prueba PCA mostraron que ningin animal
de los grupos SH a lo largo del tiempo, ni los animales de los diferentes modelos en el dia 0
mostraron IgEs anti-OVA en suero. En los animales AA-IM (figura 21a) se observé un incremento
en los titulos de IgE anti-OVA en suero en el dia 15 (37.33 + 20.39). El titulo se incrementé
ligeramente para el dia 27 (41.33 £ 17.82) y alcanzo su pico méaximo el dia 40 (88.00 + 24.00) siendo
41.3 y 88.0 veces mayor que en el grupo SH-IM en los dias 27 (p < 0.05) y 40 (p < 0.001). Por su
parte, los animales del grupo de sensibilizacion sistémica (AS) también tuvieron un incremento en
los niveles de IgE para el dia 15, dicho incremento continud el dia 27, donde alcanz6 su pico maximo
(76.00 £ 23.52); mismo que descendié en un 31.57% el dia 40 (24.00 + 13.46). Al comparar con el
grupo SH-IM, los valores de IgE alérgeno especifica fueron 76 veces mayores en el dia 27 (p <
0.001), ademas al dia 40, el valor de la inmunoglobulina en el grupo AA-IM fue 3.6 veces mayor que
en el AS (p <0.01).

Por otro lado, no se observd un incremento significativo en los titulos séricos de IgE anti-OVA en
los animales sensibilizados via oral (AA-O) en los dias 15, 27 y 40 con respecto al dia 0 ni con
respecto al de los animales del grupo SH-O en los mismos tiempos (figura 21b).
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Figura21.Inversade titulos de IgE alérgeno especifica en sueros de animales de los diferentes grupos analizados.
n= 6. a) Modelo IM y su correspondiente SH-IM. *p < 0.05, **p < 0.001 vs SH-IM en un mismo tiempo, +p < 0.01 vs AA-
IM en un mismo tiempo, ANOVA de dos vias, post-hoc de Holm-Sidak; b) Modelo O y su correspondiente SH-O. NS,
Mann-Whitney.

7.3.3. Anédlisis de los signos clinicos de anafilaxia alimenticia en los modelos de AA

Para valorar la aparicion de anafilaxia en los animales tras la dosis final con el alérgeno (OVA), se
valoraron los signos clinicos de AA (figura 22) asignandole una puntuacién a los signos con base a
la escala de Liy colaboradores (2000), como se indica en la metodologia. A la par se cuantificaron
la temperatura rectal a las 0 h y cada diez minutos durante la primera hora tras el reto, y a las 1.5,
2 y 24 h. Asi mismo, la presion arterial de los animales se valor6é antes de la administracion del
alérgeno y cada diez minutos durante la primera hora tras el reto.

Es importante mencionar que algunos animales del grupo AA-IM presentaron signos clinicos
tangibles que mostraron una reaccién a la ingesta de la OVA a partir de las primeras dosis orales
con el alérgeno, aun cuando esto no se cuantific6 como una variable del estudio si no hasta el reto
final. En esta fase, los animales SHAM no presentaron signos tras las dosis orales del vehiculo
(bicarbonato de sodio 0.2 M).

Los animales SH-IM no desarrollaron signos de reaccion anafilactica alimenticia luego del reto final
con el alérgeno. Un animal del grupo mostr6 conducta de rascado a los 30 miny otro alas 1.5 h, en
eventos aislados y de menor frecuencia y duracién que los de los animales AA; sin embargo, el
grupo no supero el valor promedio de 0.5 en ninguno de los tiempos evaluados (figura 22a).
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Figura 22. Evaluacién del puntaje en lareaccion de anafilaxia alimenticia en los diferentes grupos de los modelos.
n= 8. a) Modelo IM y su correspondiente SH-IM. *p < 0.01, **p < 0.001 vs SH-IM en un mismo tiempo, +p < 0.05, ++p <
0.01 vs AA-IM en un mismo tiempo, prueba de Kruskal-Wallis, post-hoc de Dunn; b) Modelo O y su correspondiente SH-
O. NS, prueba de Mann-Whitney.

Por otro lado, en la figura 22a también se puede observar que los animales del grupo AA-IM
presentaron una reaccién de anafilaxia alimenticia intensa, alcanzando una puntuacion de signos
mayor a 2 tras el reto final v.0. con OVA. Asi, al comparar con su grupo SH-IM, los animales
incrementaron el puntaje asignado en la escala de anafilaxia alimenticia en todos los tiempos
evaluados, siendo los mayores incrementos los de los 10 min (2.00 = 0 vs 0 puntos; p < 0.001), a
los 40 min (2.12 £ 0.29 vs 0 vs O puntos; p < 0.001) y 1.5 h (2 £ 0.18 vs 0.12 + 0.12 puntos, p <
0.001). Los signos mas comunes que mostraron los animales fueron diarrea, piloereccion y
conducta de rascado constante y repetitiva.

En contraste, los animales del grupo AS no desarrollaron una reaccion anafilactica significativa tras
la ingesta del alérgeno. En algunos de los tiempos analizados los animales mostraron signos de
conducta de rascado y piloereccion, con valores promedio de puntaje en la escala menor a 1, sin
diferencias significativas al comparar contra el grupo SH-IM en todos los tiempos. Es importante
destacar que a las 24 h tras el reto alergénico los animales no presentaron ningun signo de
anafilaxia, regresando al valor inicial en la escala de 0. Al hacer comparaciones entre los dos grupos
sensibilizados (AA-IM y AS), se obtuvo a los 10 min un incremento en el puntaje de los animales del
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grupo AA-IM respecto al AS (2.00 £ 0 vs 0.75 = 0.31 puntos; p < 0.01). Este incremento se volvié a
observar a los 20 min, siendo de 1.75 + 0.16 vs 0.25 + 0.16 puntos, (p < 0.001) y de 1.75 + 0.16 vs
0.5 +0.33 puntos (p < 0.01) a la hora. En los tiempos posteriores, las diferencias entre estos grupos
disminuyeron.

El grupo AA-O (figura 22b), no reflejo diferencias significativas en ninguno de los tiempos al
comparar con las puntuaciones del grupo SH-O, siendo los valores de ambos grupos en la
puntuacién de signos de anafilaxia alimenticia muy cercanos al 0.

Al evaluar la temperatura rectal de las ratas tras el reto final con el alérgeno (figura 23) se observo
gue los animales presentaron un rango de temperatura de 35.09 a 37.4 °C durante el ensayo. Asi
mismo, los animales del grupo AA-IM registraron las temperaturas mas altas desde el inicio y
durante los 20 min posteriores al reto, observandose un incremento de 1° al comparar el grupo SH-
IM en este momento (37.28 + 0.37 vs 36.05 = 0.14; p < 0.05) teniendo la misma diferencia
significativa al analizar contra el grupo AS (36.43 £ 0.38; p < 0.05) (figura 23a). El Unico cambio
significativo en la temperatura rectal fue en los animales del grupo AA-IM respecto a su control a
los 20 min tras el reto oral con OVA, siendo la temperatura 1 grado mas alta en el primero (37.28 +
0.37 °C vs 36.05 + 0.14°C; p < 0.05).
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Figura 23. Temperatura rectal de los animales antes y después del reto final, en los diferentes grupos analizados.
n= 6. a) Modelo IM y su correspondiente SH-IM. *p < 0.05 vs SH-IM en un mismo tiempo, +p < 0.05 vs AA-IM en un mismo
tiempo, ANOVA de dos vias, post-hoc de Bonferroni y Dunnet; b) Modelo O y su correspondiente SH-O. "p < 0.05 vs SH-
O en un mismo tiempo, t de student.

En cuanto al modelo de sensibilizacion oral (figura 23b) se observaron diferencias significativas con
el grupo SH-O Unicamente a las 2 h del reto final con el alérgeno, constatdndose una disminucién
en la temperatura del grupo AA-O del 2.4 % (35.90 £ 0.27 °C vs 36.88 + 0.15 °C; p < 0.05). El rango
de temperatura para los animales de estos grupos también fluctué entre 35.9 y 37.4 °C sin existir
diferencias entre los distintos tiempos y la hora inicial.

Como puede observarse en la figura 24a, la presion media de los animales del modelo de
sensibilizacion intramuscular antes del reto fue semejante (SH-IM, 97.34 + 12.84 mmHg; AA-IM,
107.70 £ 7.50 mmHg; AS, 99.57 £ 4.14 mmHg). Tras el reto alergénico la presion arterial media, en
los animales SH-IM, AS y AA-IM, permaneci6 constante a lo largo del protocolo, teniendo valores
promedio de 111.98 mmHg, 129.71 mmHg y 86.35 mmHg, respectivamente, posterior al reto con el
alérgeno. El grupo AA-IM fue el Unico que presentd una tendencia a la disminucién al comparar
contra su grupo SHAM. En el caso de los animales del modelo de sensibilizacion oral (figura 24b),
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la presion antes del reto fue de 90.11 + 4.87 mmHg para los animales SH-O y 94.45 + 5.05 mmHg
para los animales AA-O. Los valores promedio luego de la administracion del reto oral fueron de
99.93 mmHg y de 114.61 mmHg, respectivamente, sin cambios significativos entre ellos a ninguno
de los tiempos evaluados.
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Figura 24. Determinacién de presion arterial media antes y después del reto final, en los diferentes grupos
analizados. n SH-IM= 3, n AS= 4, n AA-IM= 2. a) Modelo IM y su correspondiente SH-IM. NS, Kruskal-Wallis post-hoc
Dunn’s. n SH-O= 3, n AA-O= 2. b) Modelo O y su correspondiente SH-O. NS, Mann-Whitney.

7.3.4. Cambios en la permeabilidad vascular de los modelos de AA

La existencia de reaccion inflamatoria en el tracto Gl de animales alérgicos a los 30 min de la
administracién oral de la OVA, se comprobo realizando ensayos de andlisis de permeabilidad
vascular en distintos segmentos del intestino de las ratas de todos los grupos experimentales.

Como se muestra en la figura 25, la extravasacion que indujo la OVA en los animales SHAM fue
mas intensa en el duodeno que en el yeyuno e ileon, y los valores de concentracion de colorante
extravasado fue semejante entre ambos grupos (SH-IM y SH-O).

En la figura 25a se representa la cantidad de colorante que extravasan los animales AA-IM, AS y
SH-IM en tres diferentes segmentos del intestino delgado en respuesta al alérgeno. La
permeabilidad vascular en los animales del grupo AA-IM y AS fue de mayor magnitud a nivel del
duodeno (mas que en yeyuno e ileon); sin embargo, no fue significativamente mayor que la del
grupo SHAM en este mismo segmento intestinal. Ademas, se observaron incrementos en la
extravasacion del colorante en las porciones de yeyuno e ileon en los animales de los grupos AA-
IMy AS, siendo estos incrementos significativos con respecto al grupo SH-IM solamente en el grupo
AA-IM en ambos segmentos intestinales. Asi, este incremento fue de 3.7 veces en el grupo AA-IM
respecto al grupo SH-IM en la porcion de yeyuno (2.96 + 0.59 pyg/mL vs 0.79 + 0.18 pg/mL; p < 0.05)
mientras que, en la porcion del ileon, se observé un incremento de 5.2 veces entre estos mismos
grupos (2.44 = 0.58 pg/mL vs 0.47 £ 0.23 pg/mL; p < 0.05).

Asi mismo, se observaron incrementos en la extravasacion intestinal del grupo AA-O (figura 25b)de
3 veces (2.67 + 0.43 pyg/mL vs 0.88 £ 0.16 pg/mL; p < 0.05) en la porcién del yeyuno y cerca del
doble en la porcion de ileon (1.34 + 0.09 pg/mL vs 0.71+ 0.09 yg/mL; p < 0.01) al compararse con
los respectivos segmentos intestinales del grupo SH-O.
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Figura 25. Extravasacion de azul de Evans por segmento intestinal en los diferentes grupos analizados. n= 4. a)
Modelo IM y su correspondiente SH-IM. *p < 0.05, **p < 0.01 vs SH-IM, ANOVA de una via, post-hoc de Bonferroni; b)
Modelo O y su correspondiente SH-O. *p < 0.05, **p < 0.01 vs SH-O, t de student.

7.3.5. Determinacion de niveles séricos de proteasa Il de mastocitos

La determinacion de los niveles séricos de rMCP-Il se realiz6 a los 30 y 120 min posteriores a la
administracion del reto final (figuras 26 y 27). Como pudo observarse, a los 30 min (figura 26a) el
grupo AA-IM presenté los niveles mas altos de esta variable, aun cuando no fueron significativos al
compararlos con su grupo control (SH-IM) (7.49 £ 5.86 ng/mL vs 4.77 £ 0.66 ng/mL; NS). En el caso
del grupo AA-O en este mismo tiempo (figura 26b), tampoco se observaron cambios respecto al
grupo SH-O (4.16 + 1.34 ng/mL vs 4.52 £ 0.63 ng/mL; NS).
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Figura 26. Niveles séricos de proteasa Il de mastocitos en los diferentes grupos analizados 30 min luego del reto
final con el alérgeno. n= 3. a) Modelo IM y su correspondiente SH-IM. NS, ANOVA de una via, post-hoc de Bonferroni;
b) Modelo O y su correspondiente SH-O. NS, t de student.

De la misma manera, a los 120 min de la administracion del reto final, pudo notarse una tendencia
del grupo AA-IM a presentar mayores valores en las concentraciones de rMCP-II que el grupo SH-
IM; sin embargo, estadisticamente no fue demostrable (13.95 + 3.08 ng/mL vs 5.92 + 3.23 ng/mL;
NS) (figura 27a). En el modelo de sensibilizacién oral (figura 27b) no hubo cambios significativos
entre el grupo AA-O y su control (SH-O) (7.39 £ 0.99 ng/mL vs 6.27 + 1.01 ng/mL; NS).
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Figura 27. Niveles séricos de proteasa Il de mastocitos en los diferentes grupos analizados 120 min luego del reto
final con el alérgeno. n= 3. a) Modelo IM y su correspondiente SH-IM. NS, ANOVA de una via, post-hoc de Bonferroni;
b) Modelo O y su correspondiente SH-O. NS, t de student.

7.3.6. Determinacion de niveles séricos de histamina

La determinacion de los niveles séricos de histamina se realizd primeramente en el dia 27 del
protocolo de provocacién de alergia, a los 30 minutos del refuerzo oral (figura 28). Como se muestra
en la figura 28a, los niveles séricos de histamina se incrementaron tanto en los animales del grupo
AA-IM como en los sensibilizados, observandose que el grupo AA-IM presentd los niveles mas altos,
1.8 veces mas histamina sérica que la de su grupo control: SH-IM (24.02 + 1.32 ng/mL vs 13.46 +
0.98 ng/mL; p < 0.01). Por su parte, el grupo AS presentd 1.5 veces més histamina en suero que el
grupo control (19.73 £ 1.10 ng/mL; p < 0.05). En el caso del modelo de sensibilizacion oral (figura
30 b), los animales de los grupos AA-O y SH-O tuvieron valores semejantes de histamina en suero
(17.75 £ 1.54 ng/mL vs 17.36 £+ 1.25 ng/mL; NS).
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Figura 28. Niveles séricos de histamina en los diferentes grupos analizados en el dia 27, 30 min luego del reto con
el alérgeno. n= 3. a) Modelo IM y su correspondiente SH-IM. *p < 0.05 **p < 0.01 vs grupo SH-IM, ANOVA de una via,
post-hoc de Bonferroni; b) Modelo O y su correspondiente SH-O. NS, t de student.

Debido que, solo los animales del modelo de sensibilizacién intramuscular mostraran cambios
significativos en los niveles de histamina en relacién con el grupo SHAM, se volvieron a analizar los
niveles séricos de esta amina vasoactiva; pero ahora, en el dia 40 (Figura 29). Dicho analisis mostré
nuevamente un incremento significativo de 1.8 veces de los niveles séricos de histamina en el grupo
AA-IM (18.68 + 2.4 ng/mL; p < 0.05) con respecto a los animales del grupo SH-IM (10.14 + 0.82
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ng/mL); fendmeno que se pierde en el grupo AS alcanzando apenas una concentracion de 12.13 +
0.16 ng/mL.
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Figura 29. Niveles séricos de histamina en los diferentes grupos del modelo IM y su correspondiente SH-IM. Dia
40; 30 min luego del reto con el alérgeno. n= 3, *p < 0.05 vs grupo SH-IM. ANOVA de 1 via, post-hoc de Bonferroni.

7.4. Efecto del GMP, solo o combinado con LGG, en AA.

7.4.1. Analisis del incremento de peso corporal asociado a los diferentes tratamientos en
animales con AA y tratados con GMP y/o LGG.

Como se menciond en la caracterizacion de los modelos de alergia, el registro del peso corporal y
su andlisis durante los diferentes dias de tratamiento fue un indicativo del comportamiento
alimenticio de los animales, asi como del estado nutricio de los mismos durante las diferentes fases
del modelo de provocacion de alergia y/o su tratamiento. La cuantificacion de éste se realizé del dia
-3 (inicio de los tratamientos) al dia 40 (Ultimo dia del modelo). Como se muestra en la figura 30, ni
la induccién de la alergia ni los tratamientos reflejaron cambios significativos en la ganancia de peso
corporal de los animales al comparar con el grupo control.
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Figura 30. Incremento de peso en animales alérgicos, con o sin tratamiento (AA, GMP, GMP + LGG) y su
correspondiente SHAM. n=10. NS, ANOVA de una via, post-hoc de Bonferroni.
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7.4.2. Andlisis de los niveles de IgE e IgG1 anti-OVA en suero de animales con AA y tratados
con GMP y/o LGG

Para analizar el efecto de los tratamientos sobre la sintesis de anticuerpos alérgeno-especificos se
analizaron los titulos de IgE (figura 31) por PCA y los niveles de IgG1 (figura 32) mediante la
determinacion del IP por ELISA (Macedo-Mendoza, 2015). Para ello se analizaron muestras de
suero de los dias 0, 15, 27 y 40 de todos los grupos de animales.

a) 140 b)
1304
w420
s 1104
<@
= 100+ Inversa Grupos
S« 90 . del titulo
o de  IgE
= -
& 3 80 anti-OVA | sHam AA GMP GMP + LGG LGG
pact 704 DO 0s0 0s0 020 020 040
SE 60 3 ) ) ) ) )
- »
s ™ 501 2 [D15 | 020 | S067:8099 | 382221358 | 25702606 | 40.00 £ 8.00
@ 40 E o . . [
e 304 £ D27 | 020 | 816721310 | 42671379 | 23112364 | 36802784
Z 20 .t -
10 S F [Da0 | 020 | 9600:1030 | 2667786 | 24002400 | 1360 +266
0 ' 0 v

0 40

15_ 27
Tiempo (dias)
3 SHAM ®E AA BB GMP [ GMP +LGG mm LGG

Figura 31. Presencia o ausencia de IgE en grupos de alergia, con o sin tratamiento (AA, GMP, GMP + LGG, LGG)
y su correspondiente SHAM, a lo largo del tiempo. n=9. a) Representacion grafica; b) Andlisis estadistico de los datos.
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.0001 vs SHAM en un mismo tiempo, +p < 0.01, ++p < 0.0001 vs AA en un mismo tiempo.
ANOVA de dos vias, post-hoc de Holm-Sidak.

Como puede observarse en la figura 31, todos los sueros de los animales de los diferentes grupos
en el dia 0, previo a la inmunizacién, carecen de IgE especifica a OVA al igual que los sueros
colectados de los animales del grupo SHAM durante todo del protocolo. Por otro lado, al dia 15, el
grupo AA aumenté significativamente con respecto al grupo SHAM el titulo de IgE anti-OVA a 50.67
+ 8.99 (p < 0.0001), incremento que continud el dia 27 (81.67 + 13.10; p < 0.0001), alcanzando su
pico maximo el dia 40 de la evaluacion (96.00 + 19.30; p < 0.0001).

Por su parte, los animales del grupo tratado con GMP mostraron niveles del anticuerpo 24.57%
menores al grupo AA el dia 15 (38.22 + 13.58) sin ser una diferencia significativa. El dia 27
alcanzaron su pico maximo (42.67 + 13.79) con valores 47.75% menores que el grupo AA (p < 0.05);
mientras que el dia 40, el titulo descendié 72.22% (26.67 + 7.86; p < 0.001) al comparar con los
sueros del grupo AA. En este dia, no hubo diferencia significativa entre los titulos de IgE anti-OVA
de los sueros de los animales tratados con GMP y los animales SHAM.

En cuanto al grupo alérgico con tratamiento con GMP + LGG, el dia 15 present6 un titulo de IgE
anti-OVA de 27.80 = 8.06, sin alcanzar diferencias significativas con respecto al grupo AA. Sin
embargo, el titulo descendi6 a 23.11 + 3.63 el dia 27 y a 24.00 + 4.00 el dia 40; es decir 71.7% (p <
0.0001) y 75% (p < 0.0001) menos que los sueros de los animales del grupo AA sin tratamiento,
respectivamente. Ademas, en el dia 27 y dia 40, los niveles de IgE anti-OVA de los animales tratados
con GMP + LGG no fueron significativamente diferentes respecto a los de los animales del grupo
SHAM.

El grupo alérgico con tratamiento con LGG al dia 15 present6 un titulo de esta inmunoglobulina de
40.00 £ 8.00, sin tener diferencias significativas al comparar con el grupo AA. En el dia 27, tuvo una
disminucion del 54.94% (36.8 + 7.88; p < 0.01) y en el dia 40 una de 85.83% (13.60 £ 2.68; p <
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0.0001) al comparar con el grupo AA. Al igual que ocurrié al administrar GMP a los animales, en el
dia 40 no se presentaron diferencias significativas entre los titulos de IgE anti-OVA de los animales
tratados con LGG y los animales SHAM. Finalmente, no se evidenciaron diferencias entre los grupos
con tratamiento a lo largo del tiempo.

Cuando analizamos mediante ELISA los valores relativos de IgG1 anti-OVA en las mismas muestras
(figura 32), los sueros de los animales de los 5 grupos experimentales vuelven a ser negativos en
el dia 0. Para el dia 15, el nivel de IgG1 en las muestras del grupo AA es 14.5 veces mayor que en
los animales SHAM (p < 0.01), y los grupos con tratamiento no muestran diferencias con el grupo
alérgico. El dia 27 este nivel incrementa ain més en los animales AA, llegando a ser 48.5 veces
mayor al del grupo SHAM (p < 0.0001). Mientras que los otros tratamientos no muestran cambios
con los animales del AA, el grupo tratado con GMP presenta un valor 55.44% menor de IgG1 (p <
0.0001). Por ultimo, al dia 40, el grupo AA vuelve a ser 42.36 veces mayor que el SHAM (p < 0.0001)
y el grupo con tratamiento GMP no presenta diferencias contra el AA. Sin embargo, el grupo GMP
+ LGG y el grupo LGG presentan un nivel 15.64 (p < 0.05) y 16.69% (p < 0.01) mayor de IgG1 anti-
OVA que el grupo sin tratamiento.

Cuando comparamos el efecto de los tratamientos entre si, llamé la atencion que en el dia 15 el
grupo LGG tuvo niveles de IgG1 anti-OVA del doble de los del grupo GMP + LGG (p < 0.05).
Ademas, en el dia 27, los animales tratados con GMP presentaron niveles 52.04 y 53.05 menores
que el de los tratados con GMP+LGG y con LGG, respectivamente (p < 0.0001); mientras que, en
el dia 40, no existen diferencias entre los diferentes grupos de tratamiento.

a) 35, b)

30 ' 1gG1 Grupos
s OVA-
€ . 254 especifica
§9-. {relativa | sHAM AA GMP GMP + LGG LGG
% 20 al IP
¢ s — |00 |[0z%0 020 0+0 0:0 0+0
<LE 15 2 |D15 [ 020 | 6842059 | 5762107 | 442£0.78 | 9042165
o E k=) . . o e
w10 é D27 | 00 |2763+101 | 12312228 | 2567 £081 | 26,22 1.90
o [ e A . A
=, B A ’ ,

51 ~ |D% | 020 | 26604212 | 30304129 | 31.64 4 132 | 32,04 £ 0.50

04 . ' v :

0 15 27 40

Tlempo (dias)
£ SHAM mm AA BB GMP ) GMP +LGG mm LGG

Figura 32. Presencia o ausencia de IgG1 en grupos de alergia, con o sin tratamiento (AA, GMP, GMP + LGG, LGG)
y su correspondiente SHAM, a lo largo del tiempo. n= 10. a) Representacién grafica; b) Analisis estadistico de los
datos. "p < 0.05, "p < 0.01, ™p < 0.0001 vs SHAM en un mismo tiempo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.0001 vs AA en un
mismo tiempo, vp < 0.05 vs LGG en un mismo tiempo, "p < 0.0001 vs GMP en un mismo tiempo. ANOVA de dos vias,
post-hoc de Holm-Sidak.

7.4.3. Andlisis de los signos clinicos de anafilaxia alimenticia en animales con AA y tratados
con GMP y/o LGG.

Para valorar la aparicion de anafilaxia alimenticia en los animales con o sin tratamiento, se
analizaron los signos clinicos en los animales luego de la administracion del reto final con el
alérgeno, con base en la escala de anafilaxia alimenticia mencionada en metodologia (Li, 2000).
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Los signos clinicos de los animales SHAM reprodujeron el mismo patrén observado durante la
caracterizacion del modelo; sélo algunos de los animales presentaron signos vagos y esporadicos,
no distintivos de AA y menores a 0.5 en todos los tiempos evaluados (figura 33).

54 ¢ HA o

>

Fdek &k Foxk Fokk %k * ATt K
2 R ERA BN 40 K o KR 4 ERuee ER o EX o §n

14 = |22 = R~ . = =

++ 4+ +++ - - - ks
0 SR OO — Adh GRD> — A6 U0 — 46 -0 — Ak 40 — s 40— . 46 — e 66 — i 00 -5 -0

Puntuacion de signos de
anafilaxia alimenticia

0 10 20 30 40 50 1 1.5 2 24
Minutos Horas
0 SHAM EEm AA BE GMP 0 GMP + GG mm LGG

Figura 33. Evaluacion del puntaje en la reaccion de anafilaxia alimenticia en grupos de alergia, con o sin
tratamiento (AA, GMP, GMP + LGG, LGG) y su correspondiente SHAM, a lo largo del tiempo antes y después del
reto con OVA. n= 11, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 vs SHAM en el mismo tiempo, *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
vs AA en el mismo tiempo, *p < 0.vs GMP en el mismo tiempo. Prueba de Kruskal-Wallis, post-hoc de Dunn.

Cabe destacar que la mortalidad en todos los grupos de AA con o sin tratamiento fue de 1 rata (16-
20% dependiendo del nimero de animales del grupo), excepto en el grupo LGG donde una rata
muri6 antes de terminar la evaluacion y otra antes de las 24 hs del ensayo (18%) en el grupo SHAM
en el que ningan animal murié.

Desde los diez minutos posteriores a la administracion del alérgeno, el grupo AA presentd una
puntuacion superior a la del grupo SHAM (2.00 £ 0 puntos vs 0.18 + 0.12 puntos; p < 0.001) en la
escala de anafilaxia alimenticia, reproduciendo los sintomas clasicos esperados como conductas
de rascado frecuentes, piloereccién, edema palpebral y eventos diarreicos. Los valores se
mantuvieron estables y con diferencias significativas importantes hasta los 50 min (p < 0.01 vs
SHAM), luego de lo cual, los signos del grupo alérgico disminuyeron, llegando a ser aun asi 1.5
veces mayores que los del grupo SHAM a las 2 h del ensayo (1.50 + 0.22 puntos vs 0 puntos; p <
0.05).

El grupo alérgico tratado con GMP presento valores 67.54% menores al grupo AA, a los 20 min
iniciales (0.54 = 0.28 puntos vs 1.70 £ 0.15 puntos; p < 0.05). A partir de aqui, manifestoé signos
como conductas intermitentes de rascado, piloereccion sélo en algunos animales y eventos de
diarrea esporadicos. A los 40 min la diferencia en signos fue 55% menor que el grupo AA (0.18 +
0.18 puntos vs 1.80 + 0.13 puntos; p < 0.001) y después de la hora, la tendencia del grupo fue hacia
la remision de las manifestaciones alérgicas por lo que a las 2 h los animales no presentaron signo
alguno de alergia.

Por su parte el grupo alérgico tratado con GMP + LGG presento signos discretos de anafilaxia (como
piloereccién y conducta de rascado en algunos animales) a los 10 min tras el reto, siendo 70 (0.40
+0.22 puntos vs 1.70 + 0.15 puntos) y 66% (0.6 + 0.27 puntos vs 1.8 + 0.13 puntos) menor al grupo
AA a los 20 y 30 min, respectivamente (p < 0.05). Sin embargo, a partir de los 40 min estas
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diferencias entre los animales alérgicos con y sin tratamiento con GMP + LGG desaparecieron y
para la hora y media se registro la presencia de signos graves de malestar abdominal, diarrea
profusa y afectacion al estado general, lo cual no fue estadisticamente significativo al comparar con
el grupo sin tratamiento, pero si contra el grupo tratado Unicamente con GMP. Asi, los animales del
grupo GMP + LGG mostraron puntuacion de signos de 2.40 + 0.40 y 2.50 £ 0.47, en comparacion
con los 0.36 + 0.24 y 0 del grupo GMP, a la hora y media y dos horas tras el reto con OVA (p <
0.01).

Por ultimo, el grupo alérgico tratado con LGG present6 signos de anafilaxia (como piloereccion y
conducta de rascado en algunos animales) a partir de los 10 min tras el reto, momento en el cual
dichos signos fueron 55% menores que en el caso del grupo AA (0.90 + 0.32 puntos vs 2.00 £ 0
puntos; p < 0.05). Luego de esto se pierde la significancia, pero se aprecia un pico maximo de signos
similares a los descritos para el grupo GMP + LGG hacia la hora y media. Los animales alérgicos
tratados con LGG presentaron una puntuacion media de 2.54 + 0.47 puntos a la horay mediay 2.27
+0.60 alas 2 h, siendo este valor significativamente mayor al comparar contra el grupo tratado solo
con GMP (p < 0.01).

Ya que la diarrea fue uno de los signos mas importantes durante el proceso de anafilaxia alimenticia
en este trabajo, se procedié a analizar las variaciones en la consistencia de las heces en los
diferentes grupos de animales. Como se muestra en la figura 34, ninguno de los animales SHAM
tuvo alteraciones en la solidez de las heces en el caso de los pocos animales que evacuaron luego
del reto con el alérgeno.
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Figura 34. Puntaje de la reaccion diarreica tras anafilaxia alimenticia en grupos de alergia, con o sin tratamiento
(AA, GMP, GMP + LGG, LGG) y su correspondiente SHAM, a lo largo del tiempo antes y después del reto con OVA.
n= 11, *p < 0.05, *p < 0.01 vs SHAM en el mismo tiempo, "p < 0.05 vs GMP en el mismo tiempo. Prueba de Kruskal-
Wallis, post-hoc de Dunn.

En los animales AA, la diarrea inici6 a partir de los 30 min del reto, teniendo una puntuacion maxima
de 1.73 £ 0.41 tras la primera hora luego de haber administrado el alérgeno (p < 0.05 vs SHAM). En
este tiempo, 9% de los animales tuvieron evacuaciones solidas, 36.36% evacuaciones semi-
liquidas, 18.18% un episodio diarreico y 9% mas de dos episodios de diarrea liquida. El tratamiento
de los animales con GMP fue el Gnico que generd una tendencia a la disminucién de la severidad y
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la frecuencia de la diarrea, teniendo en este tiempo una media de puntuacion de 0.36 £ 0.24 (NS);
sin embargo, solo 18.18% de animales presenté cambios en la consistencia de las evacuaciones
gue se volvieron blandas sin llegar a ser liquidas.

Por otro lado, se observd que al adicionar el LGG junto con el GMP, el pico maximo de las
manifestaciones diarreicas se presentd hasta la hora y media luego de la administracion del reto
final (2.09 + 0.51), siendo de inicio mas lento y teniendo el 63.63% de los animales con presencia
de al menos un episodio diarreico. En este tiempo, los animales con este tratamiento conjunto
alcanzan puntuaciones en la escala 11.61% mayores que al utilizar solamente GMP (0.18 £ 0.18; p
< 0.05). En el caso del tratamiento Unico con LGG, se aprecié un patron de inicio adelantado de las
manifestaciones diarreicas a los 30 y 40 min posteriores a la administracion del reto (18.18% de los
animales manifiestan mas de 1 episodio diarreico; NS al comparar vs AA), luego de lo cual el pico
maximo de puntuacion sobrevino a la hora siendo la media de 2.45 + 0.59; NS vs AA, y
posteriormente desciendio hasta llegar a la normalidad a las 24 h de evaluacion.

7.4.5. Andlisis de variaciones en la permeabilidad vascular en animales con AA tratados con
GMP y/o LGG

Para comprobar la existencia de cambios inmediatos de tipo inflamatorio a nivel intestinal con los
diferentes tratamientos en los animales con AA, se evaluo la permeabilidad vascular mediante la
cuantificacién de azul de Evans extravasado en intestino (figura 35). Aqui se ilustra el fenébmeno por
segmento intestinal (figura 35a) y por intestino completo (35h).
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Figura 35. Extravasacion intestinal de azul de Evans en grupos de alergia, con o sin tratamiento (AA, GMP, GMP

+ LGG, LGG) y su correspondiente SHAM. n= 5. a) Por segmento intestinal; b) Integraciéon de los tres segmentos

evaluados. 'p < 0.01, "p < 0.001 vs SHAM, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs AA, ANOVA de una via,
post-hoc de Bonferroni.
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La extravasacion inducida por el alérgeno en los diferentes grupos de animales fue mayor en yeyuno
y duodeno que en ileon (figura 35a). En yeyuno, los animales alérgicos extravasaron 2 veces mas
colorante que los animales SHAM (16.08 £ 1.37 vs 7.84 £ 0.93; p < 0.01). En este mismo segmento
se aprecia que el grupo GMP extravaso 40.98% menos azul de Evans que el grupo sin tratamiento
(9.49 + 1.05; p < 0.05). Sin embargo, al administrar el alérgeno con la combinacién de GMP + LGG,
la extravasacion de colorante fue 60.5% menor (6.35 + 1.31; p < 0.001) y por ultimo al administrar
Unicamente el LGG la cantidad de azul de Evans extravasado disminuy6 un 41.79 % (9.36 + 1.47;
p < 0.05). No hubo diferencias significativas entre la permeabilidad vascular generada por el
alérgeno en los animales con AA y tratados, en comparacion con los animales SHAM. En los otros
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segmentos intestinales, solamente se aprecié una tendencia del grupo alérgico a tener una mayor
extravasacion del colorante que los animales SHAM.

Al analizar conjuntamente todos los segmentos intestinales (figura 35b) se aprecié que el grupo AA
tuvo una extravasacion de colorante1.58 veces mayor al grupo SHAM (14.55 + 0.97 vs 9.19 + 0.71,
p < 0.001). Al tratar a los animales alérgicos solo con GMP, la permeabilidad vascular intestinal
generada por el contacto Gl con el alérgeno disminuy6 32.16% (9.88 + 0.66; p < 0.01), con el
tratamiento de GMP + LGG disminuy6 28.44% (10.41 + 1.04; p < 0.05), y al administrar LGG ésta
disminuyo 47.01% (7.71 £ 1.04; p < 0.0001), comparando con el grupo alérgico.

7.4.6. Andlisis de las diferencias en el tejido linfatico intestinal en animales con AA tratados
con GMP y/o LGG

Para analizar los cambios macroscopicos en el tejido intestinal de los animales de los diferentes
grupos de estudio, se evaluaron el nimero y &rea de las placas de Peyer (figura 36) como un
indicativo del estado general del tejido linfatico intestinal.
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Figura 36. a) Namero y b) area total de placas de Peyer en grupos de alergia, con o sin tratamiento (AA, GMP,
GMP + LGG, LGG) y su correspondiente SHAM. AA n= 10, GMP, n=9 GMP + LGG n= 10, LGG n=9."p < 0.01 "p <
0.0001 vs SHAM, *p < 0.001 vs AA, p < 0.001vs LGG. ANOVA de una via, post-hoc de Bonferroni.

En la figura 36a puede observarse Unicamente una tendencia por parte del grupo alérgico a tener
menor cantidad de placas de Peyer a lo largo del tejido del intestino delgado. Los grupos de
tratamiento muestran también una tendencia a presentar un nimero semejante al del grupo SHAM.

Sin embargo, como se muestra en la figura 36b, el area de las placas de Peyer en los animales
alérgicos fue 2.3 veces mayor que en los animales SHAM (8.81 + 0.50 mm? vs 3.77 + 0.53 mm?; p
< 0.01). El grupo con tratamiento con GMP, asi como el de tratamiento con GMP + LGG, no
mostraron diferencias significativas al comparar con el grupo AA. Sin embargo, el grupo tratado
Unicamente con LGG present6 un area total de placas de Peyer 1.6 veces mayor que el grupo AA
(13.75 £ 0.63 mm? vs 8.81 + 0.50 mm?; p < 0.001) y un area 1.4 veces mayor al grupo Gnicamente
tratado con GMP (9.75 £ 0.64 mm?; p < 0.001).
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7.4.7. Determinacion de niveles séricos de histamina de animales con AA tratados con GMP
y/o LGG

La determinacién de los niveles séricos de histamina se realiz6 el dia 27 del protocolo de
provocacion de alergia con suero obtenido 30 min luego del refuerzo oral. Como se sefiala en la
figura 37, en este dia los niveles séricos del grupo AA fueron los mas altos, observandose en estos
animales 1.89 veces mas histamina que la del grupo SHAM (19.91 + 3.12 ng/mL vs 10.48 £ 0.71
ng/mL; p < 0.01). Por su parte, el grupo GMP presento niveles 58.21% menores que el grupo sin
tratamiento (8.32 £ 1.21 ng/mL; p < 0.0001), los grupos LGG y GMP + LGG presentaron a su vez
niveles 42.69% menores que el grupo AA (11.41 + 0.85 y 0.65, respectivamente; p < 0.01).

25+
20+

15

i+

10+

Histamina (ng/mL)

SHAM AA GMP GMP +LGG LGG

Figura 37. Niveles de histamina en grupos de alergia, con o sin tratamiento (AA, GMP, GMP + LGG, LGG) y su
correspondiente SHAM. n=9; *p < 0.01 vs SH, *p <0.01, **p < 0.0001 vs AA, ANOVA de una via, post-hoc de Bonferroni.

7.4.8. Diferencias en la expresion relativa de genes asociados con la reaccién de
hipersensibilidad tipo | en tejido intestinal de animales con AA tratados con GMP y/o LGG

A partir del tejido intestinal de los animales de los diferentes grupos evaluados, se analizé las
diferencias en la expresion génica de diversas proteinas relacionadas con el desarrollo o regulaciéon
de la respuesta de hipersensibilidad de tipo | (figura 38).
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Figura 38. Expresion génica relativa de inmunoglobulinas asociadas con la reaccién de hipersensibilidad tipo |
en el intestino de animales alérgicos con o sin tratamiento (AA, GMP, GMP + LGG, LGG) y su correspondiente
SHAM. n= 4, a) IgE; b) IgA. n= 4, *p < 0.05, **p < 0.01, *p < 0.0001 vs SHAM, *p < 0.01, **p < 0.001 vs AA, vp < 0.01 vs
LGG. ANOVA de 1 via, post-hoc de Bonferroni.
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En cuanto a la expresion génica relativa de la IgE (figura 38a) se observd en el grupo AA un
incremento en sus niveles de expresion de 4.98 veces al comparar con el grupo SHAM (5.43 + 0.62
vs 1.09 £ 0.13; p < 0.0001). EIl tratamiento con GMP y con GMP + LGG disminuyé la expresion de
este anticuerpo 60.77% (2.13 + 0.26; p < 0.001) y 49.17% (2.76 + 0.16; p < 0.01) respectivamente,
en relacion con los niveles de expresion de los animales del grupo AA. El tratamiento con LGG no
mostro diferencias significativas contra los no tratados (4.00 £ 0.53), pero si tuvo 1.88 veces mayor
expresion de la inmunoglobulina que el grupo tratado con GMP (p < 0.05). En el caso de la IgA
(figura 38b), solo se observé una tendencia al incremento en el nivle de expresion génica de esta Ig
en los animales del grupo AA al comparar contra los del grupo SHAM (4.53 + 0.43 vs 1.12 + 0.15,
NS). El tnico tratamiento que mostré una elevacion significativa en la expresion de IgA de mas del
doble de lo que muestra el grupo AA fue el grupo de animales alérgicos tratados con LGG (11.32 £+
1.86; p < 0.01). Ademas, este tratamiento generd 1.7 veces mayor expresion de IgA (6.47 £ 0.62; p
< 0.05) que el de GMP + LGG y 1.77 mas (6.38 = 1.08; p < 0.05) que el grupo tratado con GMP.

Posteriormente, en la figura 39 se muestran los niveles de expresion de 5 genes que se analizaron
para evaluar la magnitud del dafio inflamatorio en tejido intestinal. En primer lugar, se determiné de
forma indirecta el efecto de la AA y los tratamientos sobre el nimero de mastocitos intestinales a
través del analisis de la expresion relativa de Mcptll en los diferentes grupos (figura 39a). En los
animales alérgicos, el nivel de expresién génica de la Mcptll fue 5.4 veces mayor que en los SHAM
(5.44 £0.74 vs 1.01+ 0.08; p < 0.0001), indicando que hubo una hiperplasia de mastocitos en tejido
intestinal como consecuencia del desarrollo de la AA. Los tres tratamientos lograron disminuirla,
siendo el GMP el que la disminuyé en mayor cantidad (51.65%: 2.63 £ 0.03; p < 0.01) al comparar
con el grupo sin tratamiento. Los tratamientos con GMP + LGG (2.86 + 0.24; p <0.07) y con LGG
(2.85 + 0.43; p < 0.01) redujeron 47.4 y 47.6 veces respectivamente los niveles de expresion de
esta proteasaen comparacion con su expresion en los animales del grupo AA.

A continuacion, se evalu6 el grado de inflamacién aguda localizada a través de la expresion génica
intestinal relativa de TNF-a, IL-18 y CXCL-1. La expresion de la primera citocina inflamatoria (figura
39hb) en el grupo AA fue 4.1 veces mayor que en el grupo SHAM (4.24 £ 0.22 vs 1.03 vs 0.14; p <
0.001), y el Unico tratamiento con el que se aprecié una disminucion significativa en su expresion
fue el de GMP, siendo esta reduccién del 57.31% (1.8 £ 0.11; p < 0.05) al comparar con el grupo
AA. Al analizar IL-1B (figura 39c¢), no hubo variacién significativa en los niveles de expresion de esta
citocina entre los grupos AAy SH (1.21 £ 0.13 vs 1.02 £ 0.11, NS); sin embargo, en los tres grupos
de animales con tratamiento se logré una disminucion significativa en su expresion al comparar con
el grupo AA. El grupo GMP redujo un 48.76% la expresion relativa de IL-18 (0.62 £ 0.09; p < 0.01),
y los grupos LGG y GMP + LGG, la disminuyeron 50.41% (0.60 £ 0.04 y 0.60 + 0.02; p < 0.01). Con
relacion a la expresion relativa de CXCL-1 (figura 39d), en el grupo AA se incrementé 6.1 veces al
comparar con los animales SHAM (6.34 + 0.50 vs 1.04 + 0.04; p < 0.0001); el Unico tratamiento
capaz de ocasionar una disminucion significativa en la expresion de esta quimiocina inflamatoria
(35.64%) fue el de GMP (4.08 + 0.49; p < 0.05).

Por ultimo, otro pardmetro que se analizé fue la expresion relativa de MUC2 en tejido intestinal.
Aunque la expresion de MUC2 (figura 39e) se increment6 1.9 veces (1.99 £ 0.17 vs 1.00 = 0.06; p
< 0.001) en los animales con AA al comparar con el grupo SHAM, los diferentes tratamientos no
modificaron significativamente el nivel de expresion de esta mucina.
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Figura 39. Expresién génicarelativa de genes asociados con lareaccién de hipersensibilidad tipo | en el intestino
de animales alérgicos con o sin tratamiento (AA, GMP, GMP + LGG, LGG) y su correspondiente SHAM. n= 4. a)
Mcptll, b) TNF-a, c) IL-1B, d) CXCL-1y e) MUC2. "p < 0.05, "p < 0.01, ™p < 0.001, ""p < 0.0001 vs SHAM, *p < 0.05, **p
<0.01, ***p < 0.001 vs AA. ANOVA de una via, post-hoc de Bonferroni.

En cuanto a la expresion génica en tejido intestinal de factores reguladores de transcripcion claves
en la diferenciacion de las células inmunes hacia perfiles inflamatorios o reguladores especificos,
asi como de citocinas caracteristicas de cada perfil, los resultados se muestran en la figura 40. Al
analizar la expresion relativa de GATA3, factor maestro de diferenciacion hacia el perfil tipo 2 (figura
40a), se observé que en el grupo AA estaba 3.3 veces incrementada en tejido intestinal al comparar
con el grupo SHAM (3.49 + 0.34 vs 1.04 £ 0.17, p < 0.0001). A su vez, el tratamiento con mejor
efecto para disminuir la expresion de GATAS3 hasta niveles cercanos a los del grupo SHAM, fue el
GMP (disminucion del 54.73%, 1.58 + 0.12, p < 0.001). La reduccion lograda con GMP + LGG fue
de 31.23% (2.40+ 0.2; NS) y con LGG de 40.11% (2.09 + 0.31; p < 0.01), en comparacion con el
grupo AA. En el caso de la IL-13 (figura 40b), el grupo alérgico tuvo 4.1 veces mas expresion relativa
de esta citocina tipo 2 en tejido intestinal que el SHAM (4.35 £ 0.47 vs 1.05 + 0.03; p < 0.0001). Igual
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gue con GATAZS, el tratamiento con GMP logré la mayor disminucién de los niveles de expresion de
la citocina (53.10%: 2.04 + 0.27; p < 0.01) al comparar con el grupo sin tratamiento, mientras que el
tratamiento con GMP + LGG sélo la disminuy6 un 38.85% (2.66 + 0.36; p < 0.05). Al analizar los
niveles de IL-5 (figura 40c), se aprecié un comportamiento similar al de la citocina anterior. El grupo
AA mostro 3.6 veces mas expresion relativa al comparar contra el grupo SHAM (3.80 £ 0.27 vs 1.05
+ 0.12; p < 0.0001), el tratamiento con GMP logré una disminucién de 48.94% al comparar con el
grupo alérgico (1.94 £ 0.42; p < 0.01) y el de GMP + LGG una reduccion de 33.59% (2.53 £ 0.24; p

< 0.05).
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Figura 40. Expresién génicarelativa de factores de crecimiento y citocinas asociadas con la diferenciacion de las
células inmunes a perfiles inflamatorios o reguladores en el intestino de animales alérgicos con o sin tratamiento
(AA, GMP, GMP + LGG, LGG) y su correspondiente SHAM. n= 4. a) GATAS3, b) IL-13, ¢) IL-5, d) T-bet , e) IFN-y, f)
RORVyt, g) IL-17, h) IL-22, i) FoxP3, j) IL-10 y k) TGF-B. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs SHAM, *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs AA, Yp < 0.05, " p < 0.01 vs LGG. ANOVA de una via, post-hoc de Bonferroni.

Con relacién al andlisis del perfil celular tipo 1, se observé que los animales AA tuvieron 40.18%
menos expresion génica relativa intestinal del factor regulador de la transcripcion T-bet (figura 40d)
gue el grupo SHAM (0.64 +0.04 vs 1.07 £ 0.06; NS). Se aprecié solo una tendencia al
reestablecimiento de los niveles de expresion de T-bet en el grupo con tratamiento con GMP (0.90
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+ 0.14; NS) y en el tratado con GMP + LGG (0.91+ 0.11; NS), sin ser esto estadisticamente
significativo. En cuanto al IFN-y (figura 40e), el grupo AA mostré una caida del 95.37% en la
expresion génica relativa intestinal de esta citocina con respecto a la del grupo SHAM (0.05 + 0.01
vs 1.08 £ 0.05; p < 0.01). Dicha caida se recuperé en los animales del grupo con LGG, los cuales
presentaron una expresion 21.8 veces mayor que el grupo alérgico sin tratamiento (1.09 + 0.33; p <
0.01). Ademas, este mismo grupo tuvo 5.2 veces mas expresion del gen que el grupo tratado con
GMP (0.21 £ 0.07; p < 0.05).

A continuacion, se exploraron los perfiles celulares tipo 17 y regulador. En el primer caso (figura 40f,
g, h), se cuantifico la expresion génica relativa de RORyt (figura 40f). En el grupo alérgico, ésta fue
3.1 veces mayor que en el grupo SHAM, sin ser significativamente diferente (3.3 £ 0.69 vs 1.07 +
0.12; NS). Aunque ninguno de los grupos de tratamiento modificaron el nivel de mRNA intestinal de
RORyt de los animales alérgicos, el grupo LGG mostré una tendencia al incremento (4.39 + 0.65;
NS). Las interleucinas IL-17 e IL-22 también fueron analizadas a nivel intestinal. En el primer caso
(figura 40g, los animales del grupo AA incrementaron 2.5 veces su expresion génica relativa al
comparar con el grupo SHAM (2.09 + 0.22 vs 0.83 + 0.10; p < 0.01). El grupo tratado con LGG
aumento 1.6 veces la expresion génica relativa de IL-17 al comparar contra el AA (3.47 £ 0.24; p <
0.01), y ademas este grupo present6 valores 1.3 veces mayores que el tratado con GMP (1.23 +
0.29; p < 0.01). Al analizar la segunda citocina (IL-22: 40h) no se apreciaron cambios en su
expresion génica relativa intestinal entre el grupo AA 'y el SHAM, ni entre los diferentes tratamientos
y el AA.

En el caso del perfil celular regulador, la expresion relativa de FoxP3 (figura 40i) fue semejante entre
el grupo AA 'y el SHAM. Sin embargo, el tratamiento con GMP + LGG incrementé 1.9 veces (3.23 +
0.32; p < 0.01) la expresion relativa del gen al comparar con el grupo AA. Por otro lado, los niveles
de IL-10 (figura 40j) fueron significativamente diferentes entre el grupo alérgico y el SHAM, teniendo
el primero 8.4 veces mas expresion relativa de la citocina a nivel intestinal (8.71 + 0.52 vs 1.03 +
0.05; p < 0.0001). Ninguno de los grupos tratados mostraron diferencia alguna con el grupo AA. En
el caso de TGF-f3 (figura 40k), los animales con alergia presentaron un incremento en los niveles
de expresion génica relativa, aunque éste no llegé a ser significativo; con los tratamientos el
incremento del nivel de expresion génica relativa de TGF- se acentud, sin ser tampoco significativo
con respecto a los animales del grupo AA (1.80 + 0.23) y siendo el grupo LGG el de mayor tendencia
a la diferencia, con una expresion relativa 1.9 veces mayor (3.42 £ 0.48; NS).

Por dltimo, para indagar sobre el perfil celular predominante en el tejido intestinal de los animales
de los diferentes grupos, se calculd la proporcion relativa de GATAS en relacion a los otros factores
maestros con base en el mRNA (figura 41). Al analizar la relacion GATA3/T-bet (figura 41 a), se
pudo observar un incremento de 5.8 veces al comparar el grupo AA con el SHAM (5.71 + 1 vs 0.98
+ 0.16; p < 0.001), indicativo del sesgo hacia la respuesta tipo 2 caracteristica del perfil alérgico.
Esta relacién disminuy6 considerablemente con los diferentes tratamientos: 67.07% en el caso del
GMP (1.88 + 0.30; p < 0.01), 52.36% con GMP + LGG (2.72 + 0.49; NS) y 43.78% con LGG (3.21 +
0.59; p < 0.05), resaltando el hecho de que los 3 tratamientos redujeron la respuesta inmune tipo 2
a nivel intestinal a expensas de un aumento en la respuesta del perfil tipo 1.
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Figura 41. Relacion relativa de mRNA entre factores reguladores de transcripcion en el intestino de animales
alérgicos con o sin tratamiento (AA, GMP, GMP + LGG, LGG) y su correspondiente SHAM. n= 4. a) GATA3/T-bet,
b) GATA3/RORVyt y ¢) GATA3/FoxP3. *p < 0.01, **p < 0.001 vs SHAM, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs AA, ANOVA
de una via, post-hoc de Bonferroni.

No existieron diferencias al comparar la relacion GATA3/RORyt del grupo AA con el SHAM (figura
43b). Sin embargo, con el tratamiento con LGG se aprecid una tendencia a la disminucién al
comparar con los animales alérgicos no tratados (0.48 + 0.05 vs 1.17 + 0.20; NS) indicando la
posible predominancia del perfil tipo 17. Para finalizar, la relacion GATA3/FoxP3 (figura 43c) se
encontré incrementada 2.1 veces en los animales AA respecto a los SHAM (2.26 + 0.37 vs 1.07
0.24; p < 0.01). Este efecto se aboli6 con los tres tratamientos, teniendo los tres grupos una
disminucion de 67.26% (0.74 + 0.12, 0.74 + 0.03, 0.74 + 0.03; p < 0.001), y por tanto un aumento
de la respuesta reguladora en relacién a la alérgica (tipo 2).

7.4.9. Modificaciones histopatolégicas en animales con AA tratados con GMP y/o LGG

Se analizaron diferentes variables histoldgicas en el tejido intestinal extraido 24 h posteriores al reto
con el alérgeno, con el objetivo de determinar las modificaciones tisulares inducidas por el desarrollo
de la AA asi como por los tratamientos administrados a los animales alérgicos. Para ello, cortes de
intestino delgado de los animales de los diferentes grupos experimentales se tifieron con HES
(figura 42) que permitié el andlisis morfologico del tejido (vellosidades, criptas y muscular interna),
asi como la identificacién de eosindfilos infiltrados en la lamina propia (figura 42a). Los tejidos
intestinales de los animales con AA mostraron formas irregulares de las vellosidades, hiperplasia
en las criptas, engrosamiento de la capa muscularis interna e infiltrados eosinofilicos, caracteristicas
morfoldgicas ausentes en los tejidos de los animales del grupo SHAM (figura 42a). Estos resultados
muestran las caracteristicas patolégicas tipicas de la alergia hacia los alimentos.
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Figura 42. Analisis morfologico y del infiltrado de eosinéfilos en el intestino de animales alérgicos con o sin
tratamiento (AA, GMP, GMP + LGG, LGG) y su correspondiente SHAM mediante la tincion de Hematoxilina y
Eosina (HES). n= 4. a) Imagenes de la tincién, se marcan con flechas los eosinéfilos (HES); b) Altura de vellosidades; c)
Profundidad de criptas; d) Espesor de la capa circular muscular; ) Numero de eosindfilos/campo (5000um?) "p < 0.05, ™p
< 0.01, ™p < 0.001 ""p < 0.0001 vs SHAM, *p < 0.001, **p < 0.0001 vs AA, ~ p < 0.05, M p < 0.01, A p < 0.0001 vs
GMP. ANOVA de una via, post-hoc de Bonferroni.

Se realiz6 un andlisis morfométrico para constatar cuantitativamente las observaciones
microscoépicas. La primera de las variables morfologicas analizada fue la altura de las vellosidades
intestinales (figura 42b), determinandose que los animales con AA presentaron una altura promedio
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de vellosidades 15.25% menor que los animales SHAM (331 £ 7.27 ym vs 390.6 £ 9.62 uym; p <
0.0001). El tratamiento con GMP mantuvo la altura de las vellosidades semejante a la del grupo
SHAM (378.4 £ 7.17 ym; p < 0.001), y ademas este tratamiento mostré vellosidades 1.1 veces
mayores a las de los otros tratamientos (p < 0.05), los cuales no tuvieron efecto sobre esta variable.

En cuanto al andlisis de la profundidad de las criptas intestinales (figura 42c), el grupo AA presenté
un incremento 1.4 veces mayor al del grupo SHAM (224.00 + 3.64 uym vs 155.40 £ 2.73 ym; p <
0.0001). Dicho incremento en la profundidad de la cripta fue abolido en su totalidad en los animales
tratados con GMP (156.50 + 2.79 uym; p < 0.0001), mientras que en los animales LGG este
incremento solo fue reducido en un 75.86% (170.40 + 3.20 pym; p < 0.0001) y en los animales del
grupo GMP + LGG en 78% (171.90 £ 2.76 um; p < 0.0001). Ademas los grupos GMP + LGG (p <
0.01) y el LGG (p < 0.05) conservaron criptas con una profundidad 1.1 mayor a las del grupo tratado
con GMP.

Al evaluar las diferencias en el espesor de la capa muscular circular (figura 42d), resulté evidente
que el grupo AA tuvo un incremento en la misma de 1.6 veces al comparar con el grupo SHAM
(51.84 = 1.06 ym vs 32.32 £ 0.72 um; p < 0.0001). Esta hipertrofia, fue reducida en los animales
gue recibieron los diversos tratamientos: GMP (36.4%: 32.97 + 0.80 ym; p < 0.0001), GMP + LGG
(32.68 %: 34.9 £ 1.91 ym; p < 0.0001) y LGG (31.23%: 35.65 + 0.82 ym; p < 0.0001).

En el caso de los infiltrados de eosindfilos por campo (5000 um?) en lamina propia (figura 42e), el
grupo AA tuvo 1.3 veces mas células por campo que el grupo SHAM (2.63 £ 0.08 vs 1.98 + 0.08; p
< 0.0001). Los tratamientos con GMP y GMP + LGG redujeron la eosinofilia en un 38.03% y un
36.88% respectivamente (1.63 +0.07 y 1.66 £ 0.07; p < 0.0001) al comparar contra el grupo alérgico,
mientras que el tratamiento con LGG no tuvo efecto sobre la cantidad de estas células en tejido
intestinal (2.85 + 0.07), teniendo 1.7 veces mas eosindfilos que los tratamientos con GMP y GMP +
LGG (p < 0.0001).

Por dltimo, los cortes de los diferentes grupos de animales se tifieron con PAS (figura 43) para
identificar células caliciformes (figura 43a). Los tejidos teflidos con PAS revelaron una marcada
hiperplasia de células caliciformes en el epitelio intestinal de las ratas con alergia (figura 43a). Como
dato extra, se observo también la presencia de zonas con explosiones exociticas de moco con
destruccion parcial o total de células PAS+.
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Figura 43. Analisis morfologico y del infiltrado de eosinéfilos en el intestino de animales alérgicos con o sin
tratamiento (AA, GMP, GMP + LGG, LGG) y su correspondiente SHAM mediante la tincion de Hematoxilina y
Eosina (HES). n= 4. a) Imagenes de la tincién, se marcan con flechas las células caliciformes; b) Nimero de células
caliciformes/campo (1Imm?). "p < 0.001 vs SHAM, *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001 vs AA, » p < 0.01vs GMP. ANOVA

de una via, post-hoc de Bonferroni.

Por ultimo, se analizé también la cantidad de células caliciformes en el tejido intestinal de los
animales de todos los grupos (figura 45 e), observando como el grupo AA present6 casi el doble de
células por mm? (1.8 veces mas) que el grupo SHAM (533.4 + 62.5 vs 292.7 + 27.60; p < 0.001). Los
tres grupos de alergia con tratamiento registraron una reduccion significativa en el nimero de
células caliciformes al comparar con el grupo sin tratamiento. El grupo GMP tuvo 66.81% menor
cantidad de células caliciformes (177.00 £ 19.58; p < 0.0001), el grupo GMP + LGG un 45.80%
menos (289.10 £ 30.32; p < 0.001) y el grupo LGG un 31.91% menos (363.20 £ 26.37; p < 0.01) al
comparar con el grupo AA. Ademas, el grupo GMP tuvo 51.27% menos células que el tratado con

LGG (p <0.01).
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se logrd evaluar el efecto de un péptido bioactivo, el GMP, y un probiético, el
LGG, en un modelo experimental especifico de AA. Dicho modelo se caracterizé, logrando asi
discernir qué variables eran mas representativas, y posteriormente se verificaron los cambios en
dichas variables tras la implementacion de los tratamientos propuestos. Ademas, simultaneo a la
utilizacion del probidtico LGG junto al GMP in vivo, se analizo el crecimiento de la bacteriaal
adicionar el péptido bioactivo in vitro, para asi, tener elementos para evaluar mas objetivamente el
beneficio del tratamiento conjunto con estos agentes.

Primero se determiné el efecto del péptido bioactivo lacteo sobre la proliferacion de LGG in vitro. La
eleccion de este probidtico se debié a que es un lactobacilo comensal que ha sido uno de los mas
investigados en la prevencién y tratamiento de patologias gastroentéricas (Chaurasia et al., 2016);
asi como, en su efecto benéfico en patologias alérgicas en modelos murinos (Kim et al., 2012; Jang
et al., 2012; Kim et al., 2014).

Los ensayos in vitro aqui presentados demostraron el efecto prebiético del GMP sobre Lactobacillus
rhamnosus. Dicho efecto se observé con la determinacion de la biomasa en condiciones aerobias y
anaerobias a las diferentes concentraciones evaluadas de GMP; sin embargo, estas fueron mas
evidentes en anaerobiosis a la concentracion de 0.5% en su medio de crecimiento, lo que se puede
asociar con un efecto dependiente de la dosis, como se observé en el trabajo del grupo de Robitaille
(2013), donde se reporta que a mayor dosis de GMP, mayor el efecto del péptido sobre la
generacién de biomasa de L. rhamnosus de la cepa RW-9595 en una cinética de 24 h. El anterior
efecto, se confirmo con la determinacion del porcentaje de acidez en funcién del acido lactico; pues
se sabe que LGG es una bacteria acido lactico positiva (Zotta et al., 2014). Tal evaluacion solo se
determiné en condiciones de anaerobiosis, pues esta bien definido que este lactobacilo es un
microorganismo fermentativo, anaerobio tolerante al oxigeno (Gammar-Nourani et al., 1998; Zotta
et al., 2014). Finalmente, estos resultados sugieren que la colonizaciéon de LGG en presencia del
prebidtico podria potenciarse en modelos in vivo en sitios donde prevalecen condiciones con
limitaciones de oxigeno, sobre todo en los primeros meses de vida, etapa en la que se sabe que
prevalece el desarrollo de anaerobiosis intestinal (Flemer et al., 2017; Friedman et al., 2018).

Aunado a ésto, en modelos in vitro también se ha observado que algunos hidrolizados de GMP son
capaces de incrementar significativamente la biomasa y produccion de &cidos en condiciones
anaerobias de Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Quian et al., 2014), lo que seria prometedor
para numerosas bacterias intestinales benéficas para el hospedero. Asi mismo, el crecimiento de
numerosos lactobacilos, y otras especies como bifidobacterias y bacteroides ha sido demostrado in
vivo tras la administracion del GMP (Jiménez et al., 2016).

La capacidad del LGG para adherirse y colonizar el tracto digestivo ha sido considerada como una
caracteristica importante para que esta bacteria pueda modular ciertos aspectos inmunoldgicos,
como la limitacion de patdégenos (Tuomola et al., 1999, Tuomola-Salminen, 1998), y aunque ya se
tienen algunos datos de que es buen productor de biopeliculas in vitro (Lebeer et al., 2007), hasta
lo que se sabe ahora, no se habia estudiado el efecto del efecto del péptido en el metabolismo de
la cepa aqui reportada de esta bacteria. Sin embargo, aun falta trabajo por hacer para demostrar
cuales son los mecanismos mediante los cuales el GMP modula la propagacion de LGG.

Las AA contintan siendo una patologia compleja con mecanismos multicausales que constituye un
riesgo para la salud y calidad de vida de quienes la padecen (De Martinis et al., 2020; Reyes-Pavon
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et al., 2020). Si bien existen ya algunos tratamientos que intentan disminuir la sintomatologia y
preservar la homeostasis en los individuos alérgicos a alimentos (Sampath et al., 2018; Licari et al.,
2019), éstos aun no son accesibles a toda la poblacion ni han logrado resolver definitivamente el
problema (Boyce, 2009). Algunas otras estrategias como la utilizaciéon de componentes bioactivos
en alimentos (Kurup-Barrios, 2008; Gallo et al., 2014), asi como la utilizacion de probiéticos (de
Azevedo et al., 2013; Sharma-Im, 2018) han sido exploradas para evaluar sus efectos en diferentes
escenarios de AA.

Ademas, muchos de los tratamientos de la alergia han sido descritos como caros y por la historia
natural de la enfermedad, el costo de hospitalizaciones y dias de cuidado de los pacientes
normalmente pediatricos también es inaccesible para muchas familias. Se estima que el costo total
anual de servicios médicos por el tratamiento de la AA llega a $2016 ddlares ($40,320 pesos) en
los adultos (Fox et al., 2013), mencionandose que en los nifios esto puede ser hasta de $724 doélares
(equivalente a 14,480 pesos) (Gupta et al., 2013); partiendo de estos datos, se puede observar que
el tratamiento propuesto en nuestro trabajo, ademas de ser de origen natural podria considerarse
mucho mas accesible para pacientes que tengan la patologia. En el caso del tratamiento con GMP,
el precio actualizado del Lacprodan 20, producto con el ingrediente activo utilizado en este proyecto
es de 125 délares/kg (2500 pesos), lo que se utilizaria en un periodo de un mes en el tratamiento
de un adulto, tomando como base otros trabajos donde ya se ha utilizado en pacientes (Hvas et al.,
2016) y podria pensarse que en un nifio la dosis se reduce a un tercio de lo establecido para adultos,
por lo que el precio mensual del tratamiento ascenderia a 830 pesos mensuales.

En el caso del tratamiento con probioticos, el precio depende del tipo de bacteria utilizada, el tiempo
de colonizacién de la misma, asi como la formulacién y el vehiculo del probiético; sin embargo,
existen pocos datos del impacto econdémico del tratamiento preventivo o terapéutico de los
probidticos, aunque para patologias como la diarrea secundaria a infeccion por Clostridium difficile,
se estimd en un estudio en nifios y adolescentes con antibioterapia que el precio de un tratamiento
promedio con probiéticos entre los que incluyeron Saccharomyces boulardii y Lactobacillus
rhamnosus esta en 2.38 ddlares diarios, sumando en promedio 71.4 délares mensuales, lo que
equivaldria a 1530 pesos mexicanos (Li et al., 2018).

En este trabajo se utilizaron ratas Wistar macho como sujetos de estudio, ya que la cepa se ha
reportado capaz de presentar una respuesta inflamatoria de hipersensibilidad tipo I, mediada por
IgE, asi como las manifestaciones clinicas asociadas a la patologia (Shihehbor et al., 2010; Sun et
al., 2013; Bheroo et al., 2015). En este trabajo se evaluaron dos modelos uno sistémico y otro oral,
la gran diferencia entre ellos radicaba en las inmunizaciones, una de las cuales fue v.o. y la otra i.m.
ademéds de que en la segunda se emplearon adyuvantes. La caracterizacion del modelo de AA por
OVA evidencio6 que el protocolo de sensibilizacion realizado en los animales del grupo AA-IM fue el
mas adecuado para reproducir los efectos de la patologia en variables clinicas, extravasacién
intestinal, niveles de IgE alérgeno-especifica e histamina séricos. Lo anterior, probablemente se
deba a que algunos de los modelos de AA en los que no se utilizan adyuvantes han mostrado poca
reproducibilidad y resultados variables en cuanto al grado de sensibilizacion logrado, ya que se
puede desarrollar tolerancia a los antigenos alimenticios ademas de que numerosas modificaciones
de éstos pueden tener lugar durante su paso por el tracto Gl, lo que puede modificar el potencial
alergénico de la molécula (Knippels et al., 1999; Dearmen et al., 2001; Chehade et al., 2005, Dunkin
et al., 2011). Por lo anterior, se propone gue la sensibilizacién con adyuvantes y la administracién
de retos orales son necesarios para desarrollar el modelo de AA con la presentacion Gl de signos
en rata Wistar.
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La caracterizacion del protocolo se llevé a cabo de acuerdo con lo reportado anteriormente para
modelos de sensibilizacion oral con o sin adyuvantes (Abri-Gil et al., 2015; Sun et al., 2013). La IgE
ha sido considerada desde 1970 (Stechschulte, 1970) una parte crucial del establecimiento de las
reacciones anafilacticas mediadas por mastocitos sensibilizados y expuestos a antigenos de
numerosas especies murinas como el raton (Shida et al., 2000) o la rata, animal en el que se ha
demostrado la produccién de IgE especificas como variable clasica de la patologia alérgica (Anvari,
2019). En nuestro modelo IM, la produccion de la IgE se perpetué mediante la administracion de
retos orales, sin presentarse tolerancia al alérgeno en las condiciones antes mencionadas. La
presencia de esta Ig puede deberse al efecto sinérgico entre el hidroxido de aluminio y B. pertussis
gue se utilizaron como adyuvantes (Dong et al., 2003; Terhune-Deth, 2013).

Por otro lado, se evaluo el nivel sérico de histamina y de rMCP-II el dia 40, en el cual estas variables
no resultaron descriptivas de la manifestacion de la AA, probablemente por una saturacion del
sistema de cuantificacién. Incluso en el caso de la rMCP-II, se sabe que los mastocitos productores
de la misma residen principalmente en la mucosa intestinal (Fu et al., 2015; Albert-Bayo et al., 2019).
Debido a ésto, se cuantifico nuevamente la histamina, pero ahora el dia 27, dia en que ya se ha
establecido la alergia oral tras las administraciones de los refuerzos orales de OVA, encontrandose
gue esto valores se ven significativamente incrementados, como se ha visto en otros modelos (Li et
al., 1999; Akiyama et al., 2001). La liberacién de histamina sérica por los mastocitos de la mucosa
intestinal desencadena manifestaciones Gl, semejantes a las evaluadas para otros modelos de AA
en ratén (Benedé-Berin, 2018, Li et al., 2000), reportandose a la diarrea como un signo importante
de afectacién localizada del proceso alérgico. Sin embargo, no se aprecio el desarrollo del choque
anafilactico por no existir cambios en temperatura ni en presion arterial. En otros modelos con
ratones BALB-c y trinitrofenil-OVA como alérgeno (Strait et al.,, 2011) se ha observado que el
antigeno ingerido debe ser absorbido sistémicamente para inducir anafilaxia sistémica, por lo que
se comprobé que la sola interaccion con los mastocitos en la interfaz entre las vellosidades vy el
lumen intestinal no es suficiente para desencadenar el proceso alérgico sistémico ni sus
manifestaciones completas. Como se ha reportado en la literatura, la diarrea alérgica implica la
participacién de mecanismos dependientes de IgE y mastocitos, y no se acompafia con signos de
choque anafilactico (Brandt et al., 2003; Yesim-Kucuck et al., 2012). Los niveles de histamina y
rMCP-II evaluados en suero en el modelo de estandarizacién AA-IM no lograron provocar choque
anafilactico, pero si inducen signos Gl propios de la AA. Ademas, en el modelo AA-O ninguno de
estas variables se modificaron durante el desarrollo del modelo. Junto a las manifestaciones Gl,
nuestros animales mostraron otros signos como conducta de rascado y piloereccion, lo cual puede
estar relacionado con la secrecion de otros mediadores relacionados con la reaccion de urticaria
tras la ingesta de ciertos alimentos, ya descritos en articulos clinicos (Commins et al., 2019).

El GMP derivado de la porcidn k-caseina lactea tiene numerosas actividades biolégicas que implican
un impacto positivo en la salud de quien lo consume (Cérdova-Davalos et al., 2019). En este trabajo
se demuestra que su administracion profilactica logra atenuar el desarrollo del fenémeno alérgico
Gl inducido por OVA disminuyendo las IgE e 1gG1 alérgeno-especificas, cuya sintesis es mediada
por el perfil celular tipo 2 (Gracie-Bradley, 1996; deJdonge et al., 2008). Ambas Igs han sido
mencionadas como actores importantes de la AA en modelos murinos (Sun et al., 2013; Liu et al.,
2019, Jiang et al., 2019) aunque se sabe que también forman parte de las respuestas anafilacticas
humanas (Mufioz-Cano et al., 2016). En el caso de la IgE se aprecia un incremento progresivo luego
de la sensibilizacion y las dosis orales, el cual se mantiene hasta el dia 40 de la evaluacion, mientras
que para la IgG1 se observa su pico maximo luego de las dosis orales. El GMP reduce los niveles



90

de IgE al dia final de su evaluacién, y en el caso de IgG1, se aprecia igualmente una disminucién
en el momento del pico maximo. La IL-13 se ha relacionado con la sintesis de IgE y el TGF-$ con
la diferenciacion al perfil Th2 (Punnonen et al., 1993; Kuwahara et al., 2012). Ademas, anteriormente
ya se habia constatado que la administracion oral del péptido disminuye IL-13 e incrementa TGF-
en esplenocitos de rata Wistar (Jiménez et al., 2012; Jiménez et al.; 2016). Estos mismos efectos
podrian mediar la disminucion de IgE en este modelo de AA. Ademas, se ha demostrado la
necesidad de altas cantidades de citocinas del tipo 2 durante la sintesis de esta Ig, mientras que
para IgGl la cantidad de citocinas necesaria es menor (Snapper et al., 1998). Los efectos
moduladores del GMP en dichas citocinas puede ser suficiente para disminuir la produccion de IgE,
alterando parcialmente la sintesis de IgG1 y ralentizando la aparicién de su pico maximo. En este
sentido, en un modelo en ratén con sensibilizacién a B-lactalbumina y utilizacion del adyuvante
completo de Freund con una alimentacion suplementada con GMP y que incluia OVA, se aprecia
que las respuestas de IgE e IgA no se modifican mientras que la de IgG OVA especifica y B-
lactalbumina especifica se anula (Monnai et al., 1998). La actividad reguladora del GMP parece
estar inclinada hacia la respuesta sistémica humoral predominantemente desencadenada por el
alérgeno.

Por su parte, LGG es un lactobacilo con actividad inmunomoduladora que tiene efectos reguladores
a nivel intestinal que suelen repercutir en otras variables sistémicas citoprotectoras (Yan-Polk,
2012). Actualmente, existen datos de la administracion del LGG durante periodos mas cortos a
ratones que apuntan hacia la disminucion del patrén alérgico (Jang et al., 2012; Kim et al., 2013;
Kim et al., 2014). En nuestro modelo, la administracion de LGG fue el tratamiento que generé una
mayor reduccion de los niveles de IgE sérica, pero no modulé los niveles de IgG1. El efecto sobre
los niveles de IgE sérica concuerda con los datos de otros modelos de AA murina donde se ha
utilizado esta terapéutica con LGG o con otros probidticos. En el primer caso, al analizar un modelo
de alergia a B-lactoglobulina con administracion de LGG, se aprecié una disminucién importante en
esta Ig relacionada al perfil Th2 (Fu et al.,, 2019). Igualmente, en un modelo de ratén con
sensibilizacion a OVA, tratado con Lactobacillus casei shirota se demostré una disminucién de la
respuesta IgE e IgG1 (Shida et al., 2002), lo que apoya el efecto positivo de la administracion de
probidticos en las AA, aungue los efectos en humanos aun no se han aclarado. En ratas el
mecanismo mediante el cual se logra la disminucion en los titulos del anticuerpo en este grupo
podria ser el cambio de perfil celular predominante, que como ya se sabe esta relacionado con la
produccion de diferentes inmunoglobulinas (Mossmann et al., 1986), que en este grupo tiene una
tendencia al tipo 1 y regulador, mientras que en AA la tendencia apunta al tipo 2, lo que se discute
en detalle mas adelante.

En el caso de la IgG1, se aprecia un incremento al dia final de la evaluacion. Los niveles de este
anticuerpo son controversiales, aunque la mayoria de los estudios apunta a que esta Ig suele
disminuir en organismos alérgicos luego del tratamiento con probidticos (Shida et al., 2002; Yeun et
al., 2008; Thang et al., 2011).

Ademas de la respuesta fundamental de tipo IgE, se sabe que los niveles de histamina se asocian
con los signos clinicos, fundamentalmente los de tipo Gl (Lin et al., 2000; Golden et al., 2004).
Nuestros resultados muestran que los valores séricos de histamina se encuentran disminuidos en
el tratamiento con GMP, lo que a su vez se refleja en la disminucion de los signos clinicos. Ademas,
otra variable importante en el desarrollo de la anafilaxia son los infiltrados de mastocitos (Ahrens et
al., 2012). La activacion de éstos durante su encuentro con el alérgeno induce su desgranulaciéon y
la liberacion de numerosos mediadores vasoactivos, enzimas y citocinas (Santos et al., 1999, Rivera
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et al., 2006). De todos ellos, la histamina puede inducir efectos como la vasodilatacion, el incremento
en la permeabilidad vascular y la inflamacién tisular (Claesson-Welsh, 2015) y ha sido asociada con
la aparicion de diarrea en los animales con AA (Wang et al., 2016). LGG ha demostrado ser capaz
de regular la expresidén génica en mastocitos humanos luego de unas horas de estimulacién. Si bien
se observo que esta bacteria es capaz de regular mas de 300 genes de la célula, es de interés
mencionar que logra regular genes de activacion mastocitaria, como las subunidades o (FceRIA) y
Y(FceRIG) y el receptor de histamina HRH4 (Oksajarhu et al., 2011). Como ya se ha demostrado
anteriormente, los ratones deficientes en el receptor FceRI son incapaces de desarrollar respuestas
anafilacticas luego de la sensibilizacién (Kinet, 1999).

Tal como diversos autores lo han mencionado ya, la modulacion de la respuesta immune en
modelos murinos hacia un perfil Th2 frente a alérgenos alimenticios, favorece dicha respuesta
inflamatoria (Van Kampen et al., 2005, Cardoso et al., 2009). Algunas citocinas como el TNF-a se
han relacionado con el reclutamiento de células inflamatorias como neutréfilos y eosinéfilos y se
sabe que se encuentra incrementado en el caso de pacientes con AA (Galli et al., 2008; Kara et al.,
2020). Por su parte, la IL-1 se ha relacionado al proceso de anafilaxia intestinal en modelos de cuyos
donde la administracion del antagonista de IL-1 previene la hipersecrecion colénica inducida por
alérgeno (Theodorou et al., 1993; Theodorou et al., 1994). Ademas, existe retroalimentacion positiva
entre esta citocina y la histamina: la IL-1 logra inducir la secrecién mastocitaria de histamina y a su
vez los mediadores mastocitarios incrementan la produccién de IL-1 (Subramanian et al., 1987,
Rola-Pleszczynski et al., 1985). Asi, un menor nimero de mastocitos intestinales en los animales
tratados con GMP y la expresion disminuida de TNF- a e IL-1B podria causar la supresion de la
diarrea y la inflamacion intestinal tras el reto con el alérgeno. Esto concuerda con el efecto
antiinflamatorio del péptido descrito ampliamente en modelos experimentales de ileitis, enteropatia
por uso de antiinflamatorios no esteroideos y donde también se acompafia con disminucioén en la
expresion de dichas citocinas (Requena et al., 2008; Cervantes-Garcia et al., 2020), e incluso con
modelos experimentales de otras patologias como la fenilcetonuria donde se evalGa una reduccién
en estas mismas citocinas a nivel plasmatico y por tanto en la inflamacién en ratones que recibieron
tratamiento con el péptido (Sawin et al., 2015).

En el caso de los animales con tratamiento con LGG, el efecto del probidtico sobre las
manifestaciones clinicas luego del reto con el alérgeno es contrario a lo que se esperaba al ver el
descenso de los titulos de IgE. Como se ha mencionado anteriormente, la inversa del titulo de
anticuerpos IgE antiOVA especificos comprob6 en este grupo no se desarrollan manifestaciones
gue concuerden con el proceso de anafilaxia ademas la presentacion de los sintomas, tampoco
concuerda con el inicio precoz de este cuadro que suele ser minutos después de la ingesta del
alérgeno, normalmente antes de la primera hora de contacto con éste (Li et al., 2000, Finkelman et
al., 2005). La gravedad del patron diarreico final y algunos cambios no incluidos en la evaluacién
de la puntuacion de signos de los animales que denotaban mayor irritabilidad, malestar asi como
molestias Gl en estos animales podrian relacionarse con efectos de modificacién de la microbiota
propia del huésped por el lactobacilo, que ya se ha demostrado capaz de colonizar el estbmago en
modelos en ratas Sprague-Dawley desde el tercer dia del tratamiento (Lam et al., 2007) y de
colonizar intestino (DebMandal et al., 2012). Como se ha mencionado en articulos recientes, un
aspecto central en la colonizacion del probittico y de los efectos que ocasione es el impacto
individualizado dependiendo del microbioma intestinal preexistente y de las caracteristicas
especificas del huésped, cepa y otras diferencias (Zmora et al., 2018). En este caso, el dafio Gl por
la alergia podria ocasionar la sobre-colonizacién de la bacteria lo que generaria modificaciones en
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el equilibrio de la microbiota de los animales. En el caso de otros probidticos como Bifidobacterium
longum AH1206 se ha abordado ya el hecho de que las caracteristicas de persistencia de un
microorganismo de colonizacién aléctona sean determinadas por el nicho al que se introduce
(Maldonado-Gomez, 2016) teniendo por tanto efectos positivos o negativos. El inico dato donde se
menciona un efecto nocivo secundario a dosis diarias mas altas del lactobacilo durante un periodo
corto de tiempo es el de su administracion en ratones durante un modelo de enteropatia por
antiinflamatorios no esteroideos, donde el lactobacilo incrementa la ulceraciéon en el tejido asi como
la actividad de la mieloperoxidasa (Kamil et al., 2007). Seria importante evaluar la existencia de una
disbiosis o de traslocacién bacteriana en el microambiente intestinal del huésped, que luego del reto
final con el alérgeno sea el origen de la diarrea y las manifestaciones Gl observadas en estos
animales, por el incremento de bacterias capaces de generar mayor cantidad de citocinas
proinflamatorias y estimular otras células que agraven las manifestaciones en este nivel.

Por su parte, el GMP tiene efectos de tipo regulador mastocitario (Jiménez et al.,, 2016),
observandose como logra inhibir la activacion de dichas células y la liberacién de histamina en
respuesta al alérgeno. Ademas, otros autores han descrito también que junto con anafilaxia
intestinal sobreviene un proceso de incremento en la permeabilidad intestinal en ratones (Brandt et
al., 2013), en ratas (Chen et al., 2014) y en humanos con AA (Ventura et al., 2006). La IL-1B y el
TNF-a son capaces de alterar la funcion de barrera en este érgano, mientras que el TGF-$ la
preserva (Lee, 2015). En este trabajo no se evalud el cambio en la permeabilidad intestinal como
una variable asociada a la AA, pero nosotros inferimos que el efecto inhibitorio del GMP sobre la
expresion de las citocinas inflamatorias IL-1B y TNF-a, asi como el incremento en la expresion de
TGF-B inducido por el péptido en el intestino de los animales AA, podria estar participando en el
mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal, como se ha demostrado in vitro en lineas
celulares de enterocitos y células caliciformes (Feeney et al., 2017; Arbizu et al., 2020). Esta
propuesta se fundamenta en estudios donde se observa que el GMP es capaz de inhibir cascadas
de sefializacion de la expresion de IL-18 y TNF-a como las de NF-kB y MAPK en mucosa intestinal
de ratones con colitis ulcerativa (Cui et al., 2017), lineas celulares caliciformes (Arbizu et al., 2020),
enterocitos maduros (Foisy-Sauvé et al., 2020) y macréfagos (Cheng et al., 2015). Ademas, la
homeostasis a nivel de barrera intestinal se mantiene através de las células de la barrera, el sistema
inmune de mucosas y las bacterias de microbiota intestinal (Maloy-Powrie, 2011), por lo que la
terapéutica con probidticos seria de utilidad. Especificamente, la administracion del LGG se ha
propuesto como capaz de disminuir la inflamacion intestinal mediante la disminucion de citocinas
inflamatorias (Hougee et al., 2010; Schiavi et al., 2011). Nuestros resultados muestran que la
administracion de LGG inhibe la expresion génica de IL-13 y aumenta la de TGF-f en tejido intestinal
de animales con AA, asi como se ha mostrado en pacientes lactantes con dermatitis atopica por
alergia a la proteina de leche de vaca, en los que se observé una disminucion de TNF-a y anti-
tripsina a-1 fecal (Majamaa-Isolauri, 1997). Del mismo modo, en el caso del tratamiento con LGG
se tienen datos de que, su utilizaciéon en ratas lactantes simultanea a un estimulo alergénico
continuo con leche de vaca que es capaz de incrementar la permeabilidad intestinal, contrarestan
este efecto, contribuyendo en la estabilidad de las funciones de barrera de la mucosa de este 6rgano
(Isolauri et al., 1993). Otros modelos de dafio intestinal que evallan la terapéutica con este
lactobacilo, también muestran como el tratamiento promueve el efecto de barrera através de la
modulaciéon de TLRs (Wang et al.,, 2019) y como numerosos metabolitos suyos disminuyen la
permeabilidad normalizando la expresion de proteinas de union estrecha con mecanismos
dependientes de la activacion de MAPK/ERK (Han et al., 2019), lo que resalta que las terapéuticas
actuales méas novedosas no solo incluyan al lactobacilo si no a postbiéticos derivados de éste que
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logran la disminucion de la permeabilidad intestinal (Gao et al., 2019). Por ultimo, ya se ha descrito
para otra cepa de L. rhamnosus JB-1, que la administracion oral de la misma dosis usada en este
trabajo logra efectos sistémicos inhibiendo canales de calcio IKca de los mastocitos peritoneales, lo
gue puede contribuir de igual forma a la disminucién en la desgranulacion de estas células (Forsythe
etal., 2012). Se requiere continuar con la investigacion en esta area para demostrar el efecto directo
del GMP y del LGG sobre la permeabilidad intestinal.

La exposicion continua al alérgeno induce cambios tisulares que se relacionan con la fase tardia de
la reaccién de AA y al estado inflamatorio crénico intestinal (Yang et al., 2001). En este trabajo, la
induccién de AA gener6 reducciones en la longitud de las vellosidades, incremento en la profundidad
de las criptas y engrosamiento de la capa muscular interna. Esto se acompafio de hiperplasia de
eosindfilos en lamina propia y de células caliciformes en epitelio intestinal. Ademas, se presume
gue existe un incremento en las poblaciones mastocitarias ya que se evalué un incremento en la
expresion génica relativa de Mcptll. Estas alteraciones intestinales coinciden con lo reportado por
diversos autores (Nakajima-Adachi et al., 2014; Saldanha et al., 2014; Cheng et al., 2016). El
tratamiento con GMP previno las alteraciones histopatoldgicas intestinales de la AA, un efecto que
podria disminuir la gravedad de la diarrea como se ha manifestado al evaluar esta relaciéon en
manifestaciones Gl de nifios con AA (McCalla et al., 1980). Ademas, el tratamiento conjunto de
GMP + LGG no modificé el efecto logrado por el péptido mientras que la sola administraciéon del
LGG sélo disminuy6 la profundidad de las criptas y el espesor de la capa muscular interna.
Anteriormente se ha reportado que la sobreexpresion de IL-5 en ratones incrementa los eosinofilos
en lamina propia, submucosa y vellosidades Gl (Mishra et al., 2001). La IL-13 producida por células
inflamatorias se relaciona con el incremento en la cantidad de eosindéfilos, mastocitos y células
caliciformes (McKenzie et al., 1998; Wang et al., 2010). Por lo anterior, el efecto inhibitorio del
tratamiento con GMP sobre el aumento en la cantidad de estas células, principalmente de los
mastocitos y células caliciformes, en los animales alérgicos concuerda con la disminucion de la
expresion de IL-5 e IL-13 en tejido intestinal. Estos resultados coinciden con el efecto protector
reportado anteriormente en procesos inflamatorios crénicos en pulmon o piel asociados al asma o
la dermatitis atopica (Roldan et al., 2016; Mufoz et al., 2017; Jiménez et al., 2020). Ademas, se
refuerzan por el hecho de que el tratamiento con LGG no redujo significativamente la expresién IL-
5 e IL-13, ni tampoco la eosindfilia intestinal. Por dltimo, el incremento en células caliciformes, asi
como la hipersecrecion de moco ya han sido ligados a la inflamacién alérgica, pudiendo ser un
fendmeno dependiente de IL-4 (Dabaggh et al., 1999), una interleucina bien conocida en el caso de
la alergia; dicha sobreproduccién de moco podria intentar limitar la absorcion del alérgeno en las
AA en el intestino en un intento de proteccion tisular. En el caso del tratamiento con LGG, al igual
gue en el de GMP, la disminucion en la hiperplasia de estas células podria asociarse con un efecto
benéfico, disminuyendo la cantidad de algunas mucinas a nivel intestinal, tal como ha sido
demostrado con el Lactobacillus casei rhamnosus (Kim et al., 2020); aunque ninguno de los
tratamientos modificé la sobreexpresiéon de MUC2 inducida por el desarrollo de la AA. Por otro lado,
se ha demostrado que los factores solubles de LGG, p70 y p40 juegan un papel protector en el
intestino, ya que disminuyen la apoptosis de las células epiteliales inducida por citocinas
proinflamatorias (Yan-Polk et al., 2002), mejoran la supervivencia de las criptas intestinales y
preservan la integridad del citoesqueleto intestinal en modelos murinos de colitis (Yan et al., 2011,
Yan Fong et al., 2016).

Para poder evaluar el mecanismo de accién del GMP y el LGG; asi como de la combinacién de los
tratamientos, se evalud la expresién de citocinas y factores de la transcripcion de los perfiles
celulares tipo 1, 2, 17 y regulador, en tejido intestinal de los animales de los diferentes grupos
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experimentales. En la patologia alérgica, la aparicion de la inflamacion intestinal se genera en gran
medida por las citocinas tipo 2, sintetizadas principalmente por células Th2 (Reyes-Pavon, 2020).
El factor maestro de la transcripcion que rige la diferenciacion de células al perfil tipo 2 y la sintesis
de citocinas especificas (IL-5 e IL-13) es GATA-3 (Zhu et al., 2004). Dentro de la patogenia de la
AA, la IL-5 participa en la diferenciacion eosinofilica, la activacion y supervivencia de estas células,
guienes logran infiltrarse en el tejido intestinal y prolongar la inflamacion (Furuta et al., 2014; Travers
et al., 2015). Ademas, la IL-13 participa en la diferenciacion de células Th2 y la produccion de IgE
(McKenzie et al., 1998; Nussbaum et al., 2013; Travers et al., 2015). En este trabajo, la respuesta
celular mas importante fue la de tipo 2, caracterizada por niveles altos de expresién de GATA-3, IL-
5 e IL-13, asi como de la relacion GATA3/Thet y GATA3/FOXPS3, tal como se ha demostrado
anteriormente en modelos experimentales y humanos (Schade et al., 2000; Brandt et al., 2003;
Gowthaman et al., 2019). Ademas, en los animales con AA, la expresion intestinal de IFN-y y T-bet
disminuyeron y la de IL-10, IL-17 y RORyt incrementaron como lo indica la literatura (Brandt et al.,
2003; Zhang et al., 2017).

La administracion de GMP disminuy¢ significativamente la expresion de GATA-3, IL-5y IL-13 en el
intestino de los animales alérgicos lo que acompafia los hallazgos en cuanto a la reduccion de
eosindfilos, células caliciformes y expresion intestinal de IgE en estos animales. El efecto
antiinflamatorio del GMP en modelos de asma y dermatitis atdpica también se ha relacionado con
disminucion en estas interleucinas en el tejido afectado (Roldan et al., 2016; Mufoz et al., 2017).
Por su parte, el tratamiento con LGG logré también disminuir los niveles de GATAS3, con una
tendencia a la disminucién de la IL-5 y la IL-13, lo cual ya se ha comprobado en otros modelos de
tratamiento de la AA con el lactobacilo, observando como disminuye también la expresion de IL-4 y
mantiene los valores normales de IFN-y (Fu et al., 2019; Kim et al., 2020). Ademas, la administracion
de este lactobacilo, muestré una tendencia al incremento de RORyt e IL-17. Particularmente se ha
identificado que uno de los principales motivos para el desencadenamiento o agravamiento de las
AA, puede ser la microbiota (Ling et al., 2014), y estudios recientes indican que la expresion de
RORyt en células T reguladoras inducidas por bacterias clostridiales comensales y analizadas en
muestras fecales humanas, se relaciona con la tolerancia a las AA mediante una via dependiente
de Myd88 (Abdel-Gadir et al., 2019). Aunque se han destacado varios mecanismos en probioticos
gue conducen a la generacién de estas células reguladoras luego de la administracién de
probidticos, los mecanismos difieren del microorganismo que se usa como agente terapéutico y
desencadena la produccion del factor de transcripcion (Ohnmacht et al., 2015; Britton et al., 2019).
Las citocinas del perfil Th17 han sido exploradas a nivel intestinal en modelos de diarrea infecciosa
en cerdos, donde se aprecia que dosis altas del probidtico ocasionan una respuesta Th17 mientras
que dosis bajas unicamente ejercen un efecto regulador (Zhu et al., 2014).

Otras variables que relacionadas con la actividad inmunomoduladora del GMP fueron la
sobreexpresion de TGF-B en el intestino de los animales junto con incrementos en IFN-y, T-bet, asi
como Foxp3, ademas de las disminuciones en las relaciones GATA3/T-bet, y GATA3/Foxp3. Se
sabe que TGF-B es capaz de disminuir la diferenciacion celular de los linfocitos Th2 inhibiendo la
expresion del factor de transcripcion GATA3. Ademas, hacia 2005 Okamoto y colaboradores
notaron que esta misma citocina era capaz de suprimir a GATAS e incrementar la expresion de IFN-
vy T-bet en un modelo de AA en ratones transgénicos, lo que se acompafia de una disminucién en
los niveles de IgE OVA-especificos y de la magnitud de la reaccion anafilactica (Okamoto et al.,
2005). Ademas, hay constancia del efecto anti-alérgico que ejercen algunos probiéticos que logran
cambiar la respuesta predominante Th2 de la AA a las de tipo Thl y Treguladora (Zhang et al.,
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2017; Shin et al., 2018). Anteriormente se describié que la administracion oral del péptido a ratas
sensibilizadas aumenta la cantidad de Lactobacillus, Bifidobacterium y Bacteroides, asi como la
produccion de TGF-B por esplenocitos estimulados por alérgeno (Jiménez et al., 2016). En este
modelo, la evidencia apunta a que el GMP protege de las manifestaciones clinicas y las alteraciones
intestinales con base inflamatoria que ocurren durante la AA mediante el redireccionamiento de las
respuestas inmunoldégicas hacia los perfiles Thly T reguladores evitando el desarrollo excesivo de
la respuesta Th2. Esto, podria estar mediado en cierta medida, por la produccion de TGF-
intestinal. Se ha demostrado que en linfocitos T CD4+ de ratones con AA, GATAS3 forma un complejo
con Foxp3 que previene el desplazamiento de este ultimo hacia el locus promotor de TGF-f3 (Hong
et al., 2019). Cuando la expresion de T-bet se incrementa, este se une a GATA3 y disocia a Foxp3
gue puede moverse hacia el promotor de TGF-B. Ademas, ya se ha demostrado que el GMP
incrementa la expresion de Foxp3 en esplenocitos de rata, lo que contribuye a la diferenciacion de
las células T reguladoras (Requena et al., 2010).

Por su parte el LGG exhibié rasgos tolerogénicos que ocasionan mejoria en las variables de las AA.
Al evaluar el efecto del LGG en la produccion de TGF-B se aprecidé un incremento que ya ha estado
muy relacionado al efecto de muchos probioticos en las alergias (Barletta et al., 2013; Kozakova et
al., 2015; Khaleva et al., 2019; Cervantes-Garcia et al., 2020), mediante la reduccion del perfil
inmunolégico Th2, la disminucidn del infiltrado de mastocitos, la induccion de células T reguladoras.
Ademas, el perfil tolerogénico logrado mediante la utilizacion de este bacilio también implica el
incremento en la expresion intestinal relativa de FoxP3. Este factor de transcripcion se ha descrito
como capaz de controlar la desgranulacion mastocitaria (Gri et al., 2008). Este mecanismo junto
con la disminucion de la expresion intestinal de Mcptll se relacionan intimamente con el equilibrio
de las respuestas tolerogénicas en las ratas tratadas con el lactobacilo. Globalmente, al analizar las
relaciones entre los perfiles celulares en estos animales, se aprecia un efecto descrito anteriormente
en diversos modelos (Sharma et al., 2014; Saliganti et al., 2015; Fu et al., 2019) donde existe un
sesgo marcado hacia la disminucién de los ratios GATA3/ T-bet asi como GATA-3/ Foxp3, lo que
indica un ajuste de los perfiles celulares predominantes en los animales como en el caso del
tratamiento con GMP, sin embargo con una inclinacién también hacia el perfil Th17.

Aunque en los resultados de este trabajo la expresion intestinal de IL-10 no se modificé luego de la
administracion del GMP, otros estudios sobre su efecto regulador en sistema inmune en condiciones
alérgicas muestran incrementos en la expresion de IL-10 en el tejido afectado por la inflamacion
alérgica, como pulmon en asma o piel en dermatitis atopica (Roldan et al., 2016; Mufioz et al; 2017).
La participacion de dicha interleucina ha sido anteriormente reportada inhibiendo la proliferacion y
la sintesis de células Th2 (Del Prete et al., 1993). El predominio de respuestas reguladoras que
logren controlar la inflamacion alérgica luego de la administracion del GMP podria ser distinto
dependiendo de las caracteristicas especificas de cada tejido. En el microambiente intestinal,
existen células productoras de TGF-B que logran mantener un microambiente tolerogénico e
inducen la sintestis de IgA, la cual colabora activamente en las funciones reguladoras y protectoras
a nivel de mucosas (Favre et al., 2005; Konkel-Chen, 2011; Corthésy, 2013). La expresion relativa
de IgA en el tejido intestinal de los animales alérgicos tratados con GMP mostré una tendencia al
incremento. En un modelo experimental de colitis ulcerativa desarrollado en ratones, el tratamiento
con GMP logra recuperar los niveles de IgA secretora a nivel de mucosa intestinal. Ademas,
potencia la transduccion de sefales antiinflamatorias via TGF-$ (Cui et al., 2017). En otro estudio
se aprecia que, en animales sanos, el GMP también incrementa el nUmero de células plasméaticas
IgA-positivas de lamina propia (Ye et al.,, 2014). Aunque el papel de este anticuerpo en AA es
controversial, se cree que es capaz de restringir la cantidad de antigenos en mucosa intestinal,
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disminuyendo asi la sensibilizacién a estos (Frossard et al; 2004; Jarvinen et al., 2014). Ademas del
papel crucial que desempenfa el TGF-f durante el cambio de isotipo del linfocito B para la produccién
de IgA, se requiere IL-5 para la diferenciacion terminal de estos linfocitos hacia células productoras
de IgA (Matsumoto et al., 1989; Sonoda et al; 1989), por lo que el incremento en TGF- aunado a
la disminucién de IL-5 en el tejido de nuestros animales tratados con GMP podrian explicar que la
produccion de la IgA no esté significativamente aumentada en estos animales.

Sin embargo, la produccién de IgA fue significativamente mayor en los animales tratados con LGG.
Dicha Ig ha sido relacionada a la presencia de caracteristicas tolerogénicas e incrementos en Foxp3,
lo que puede lograrse a través del mejoramiento de los sustratos para la nutricion y el desarrollo de
las especies de la microbiota intestinal y ademas facilita que la diversidad en ésta sea mayor
(Kawamoto et al., 2014; Tan et al., 2016). Incluso, se ha explorado cémo la produccion del butirato
de algunas especies bacterianas logra regular epigenéticamente a numerosos genes como FoxP3,
a partir de la inhibicion de las deacetilasas de histona (Licciardi et al., 2011). Ademas, se sabe que
los antigenos alimenticios contribuyen a la produccion de IgA en las placas de Peyer probablemente
gracias a la diferenciacion de células foliculares, y se cree que para ésto es necesaria la
participacién de la microbiota intestinal (Hara et al., 2019). Lo anterior pone de manifiesto que los
cambios en la microbiota gracias a la utilizacion de prebiéticos como el GMP o probi6ticos podrian
tener un efecto protector intestinal mediante la produccién de IgA de mucosa. Si bien todos nuestros
tratamientos tuvieron unatendencia a incrementar la expresion intestinal de este anticuerpo, el tnico
que lo hizo significativamente fue el tratamiento con LGG, el cual ademas incremento la de Foxp3.
Ademas, las placas de Peyer constituyen importantes sitios de activaciéon del linfocito B (Reboldi-
Cyster et al., 2016; Lycke-Bemark et al., 2017). Se sabe que las células B antigeno especificas que
se encuentran en éstas, son capaces de interactuar con las células M de la regién asociada al
foliculo para capturar a los antigenos luego de la inmunizacién oral (Komban et al., 2019). En AA
se aprecia un incremento en el area de las placas de Peyer que podria explicar la interaccién
antigénica continua durante el proceso de la patologia. Ademas, todos los tratamientos tienen
tendencia a incrementar esta area lo que podria relacionarse directamente con la produccion de
IgA. En el tratamiento con LGG, dicho incremento en el area de las placas de Peyer es consistente
con el incremento en la expresion relativa de IgA intestinal.

9. Conclusiones

El GMP tiene efecto prebidtico en el crecimiento del LGG in vitro a la concentracion de 0.5%; aunque
aun se necesita evaluar los mecanismos de accion para consolidar esta informacion, los
conocimientos aqui logrados sugieren el uso del GMP como una herramienta para la propagacion
de probidticos que pueden ser utilizados como herramientas terapéuticas o biotecnolégicas.

Para lograr desarrollar el modelo experimental de AA con manifestaciones Gl, inflamacion intestinal,
asi como modificaciones histopatolégicas intestinales de la patologia en rata Wistar, es necesario
sensibilizar a los animales sistémicamente con el alérgeno en presencia de adyuvantes, antes de
iniciar las resensibilizaciones via oral.

A través de este trabajo, se ha obtenido evidencia para indicar que el tratamiento con GMP por si
solo atenda la respuesta alérgica mediada por IgE en animales con AA, lo que se refleja en la
disminucion de las manifestaciones Gl y de la inflamacién y las alteraciones histopatolégicas en
intestino. Este efecto esta mediado, al menos en parte, por un cambio del perfil celular y de citocinas



97

tipo 2 caracteristico de la AA en tejido intestinal, hacia un perfil regulador. Lo anterior, hace del GMP
un prometedor tratamiento en pacientes con AA.

Por otro lado, alin cuando LGG modula la sintesis de IgE, y algunas variables de inflamacién
intestinal, esto no se ve reflejado en un efecto protector sobre las manifestaciones Gl inducidas por
el alérgeno; ademas la adicion del lactobacilo al tratamiento del péptido bioactivo lacteo no mejora
los efectos inducidos por el GMP por si solo. De ahi, que no se recomienda la adicion del lactobacilo
en el tratamiento con GMP de paciente con AA. Ademas, se sugieren mas estudios que permitan
entender el papel de este probiotico en la AA.
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