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proteinas de leche de vaca
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Placa de Peyer

proteinas de soja

reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo real
Rodococcus coprophilus
sub-cutanea

soduim dodecyl sulphate polyacrlamide gel electrophoresis
suero equino

solucion fisioldfica

tris buffer de sodio
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Resumen

La alergia a las proteinas que contiene la leche de vaca (LV) es la alergia alimentaria
mas frecuente en nuestro pais, y en muchas regiones del mundo, y se presenta principalmente
en nifilos menores de 3 afios (6 & 8%). La alergia puede presentarse desde los primeros meses
de vida debido a la exposicion temprana a las proteinas de leche de vaca, y se estima que en el
80-90% de los pacientes aproximadamente se inducen los mecanismos de tolerancia
especifica a partir de los 3 & 6 afios de vida que permiten un adecuado control inmunolégico
de estos alergenos en la mucosa gastrointestinal. Para su tratamiento la primera eleccion
terapéutica es la dieta de supresion, evitando toda estimulacion antigénica. Sin embargo, en
lactantes significa una tarea muy dificil y debe reemplazarse por un sustituto lacteo, que
generalmente son hidrolizados extensivos de las proteinas de LV. Un sustituto alternativo
frecuentemente empleado en nuestro medio son las formulas a base de proteinas de soja.
Aunque suelen ser tolerados por la mayoria de los pacientes la literatura internacional
describe que un 15-40% de los pacientes alérgicos a las proteinas de LV no toleran las
proteinas de soja, aln cuando no han sido previamente expuestos a la soja. Nuestro grupo ha
descripto la existencia de reactividad cruzada entre las proteinas de LV y de soja lo cual
permite explicar la intolerancia descripta (Rozenfeld et al.2002; R Curciarello et al. 2008;
Smaldini et al. 2011). Otra dificultad que el médico debe considerar con la familia del chico
alérgico, y no es menor, es el hecho que las proteinas de la leche (y de la soja) son
frecuentemente utilizadas por la industria alimenticia como suplemento por sus propiedades
funcionales. Esto determina que la educacion del paciente y su entorno en cuanto a qué
alimentos pueden comer y cuéles no es un punto fundamental en el tratamiento. Inclusive
estas proteinas también pueden presentarse como alergenos ocultos no declarados por el
fabricante, o como contaminantes de un alimento. A partir de estas observaciones, en este
trabajo se decidid optimizar un modelo murino de alergia a proteinas de leche bovina,
previamente desarrollado por el grupo, para su posterior empleo como herramienta in vivo
para distintos tipos de estudios. En este trabajo de tesis, el mismo se ha empleado para evaluar
potenciales estrategias terapéuticas basadas en la inmunomodulacion. De esta manera hemos
logrado re-direccionar el sistema inmune, o la respuesta inmune Th2-dependiente especifica de
alergenos de la leche bovina administrando por mucosas proteinas de membrana de Brucella abortus,

bacterias muertas del género Actinomycetales, y proteinas de leche de vaca o de soja. En los 3 casos

los mecanismos inmunolégicos inducidos son diferentes, pero tienen en comun que cuando el animal
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alérgico y tratado es expuesto a proteina de leche bovina por via oral, los sintomas inducidos son méas
suaves en comparacion con un raton alérgico no tratado. Estos resultados son alentadores para el
desarrollo de futuras terapias inmunomodulatorias a aplicar en pacientes con alergia alimentaria
explotando la posible modulacion de la inmunidad sistémica a través de la manipulacién del sistema
inmune asociado a mucosas, y de la interconexion que existe entre las mismas.

Es importante resaltar que en un individuo no alérgico la tolerancia oral es el proceso
que evita la instauracion de mecanismos de hipersensibilidad frente a la exposicion a
antigenos de la dieta y de la flora comensal en la mucosa gastrointestinal. En individuos
alérgicos, y por razones aun no completamente dilucidadas, fallas en los mecanismos de
tolerancia a los alergenos que ingresan por la via oral determinan una activacion aberrante del
sistema inmune local y sistémico, y la consiguiente instauracion de un proceso inflamatorio
en la mucosa. Hay trabajos que demuestran que el balance tolerancia vs activacién en estos
pacientes no funciona adecuadamente (Sicherer y Sampson 2006; J. Wang y Sampson 2011) y
los estudios aqui planteados podrian ser la base experimental para el desarrollo de futuras

terapias preventivas o correctivas.
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Hipotesis de trabajo

La hipdtesis de trabajo sobre la cual se basan los objetivos propuestos en este proyecto
es que la administracién por diferentes vias mucosales de antigeno y/o MAMPSs es capaz de
inducir una respuesta Thl especifica o tolerogénica en un modelo murino de alergia
alimentaria y el consiguiente re-direccionamiento de la respuesta Th2 especifica de antigenos

dietarios inducida.

Objetivo general

Modular la respuesta inmunolégica especifica Th2 de antigenos dietarios en animales
sensibilizados en un modelo murino de alergia alimentaria, mediante la aplicacién de
diferentes estrategias experimentales dirigidas a inducir tolerancia o una respuesta Thl
especifica, basadas en el empleo de antigenos solos o combinados con el uso de bacterias o

componentes bacterianos.
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Enfermedades alérgicas
Los organismos viven en un medio en el cual estdn en permanente contacto con

microorganismos, muchos de los cuales son patdgenos para determinados seres vivos. La
supervivencia de los organismos en el ambiente es posible gracias a la existencia de
mecanismos de defensas. A lo largo del tiempo los microorganismos se han adaptado a
sobrevivir en diferentes medios y en muchos casos han tenido que invadir seres vivos donde
hallan los metabolitos y las condiciones necesarias para su replicacion. De esta manera tanto
los organismos como los microorganismos han co-evolucionado a lo largo del tiempo y
mantenido una supervivencia que posibilita su co-existencia. El sistema inmune también ha
sufrido grandes cambios a lo largo de la escala evolutiva y esto refleja la presion selectiva
ejercida por el medio en el cudl se desarrollan, a través de la presencia de los
microorganismos. Por lo tanto el sistema inmune desempefia importantes funciones en la
deteccion y defensa frente a las infecciones microbianas. Sin embargo, bajo determinadas
circunstancias, se generan respuestas inmunes que pueden tener efectos nocivos contra
antigenos (Ag) inocuos (propios o0 extrafios), ocasionando dafio en los tejidos, patologias
graves, e incluso la muerte. En estos casos el sistema inmune se activa en forma inadecuada o
no se regula como corresponde, y estas respuestas en su conjunto, reciben el nombre de
reacciones de hipersensibilidad. En ellas los microorganismos pueden estar directamente
(enfermedades autoinmunes) o indirectamente (enfermedades alérgicas) involucrados.
Cuando el Ag es una proteina extrafia, inocua, ampliamente distribuida en el ambiente,
aparentemente no relacionada con antigenos microbianos, el Ag se denomina alergeno y la
respuesta inmune se denomina alergia. Sin embargo trabajos recientes relacionan la secuencia
aminoacidica de los alergenos con la de antigenos parasitarios (Fitzsimmons y Dunne 2009;
Santiago et al. 2011). Si se trata de un Ag presente en un tejido propio, la respuesta se

denomina autoinmunidad.

Las enfermedades alérgicas son manifestaciones clinicas producto de una falla en los
mecanismos de activacion o regulacion de la respuesta inmune frente a antigenos inocuos,
ampliamente distribuidos en el ambiente. Este tipo de respuesta denominada reacciones de
hipersensibilidad, fueron clasificadas clinicamente por Gell y Coombs en la década del 60
(Gell y Coombs 1963) en cuatro tipos de reacciones: mecanismos de hipersensibilidad tipo I,

I, Il y IV. Originalmente fueron clasificados en cinco tipos de reacciones de
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hipersensibilidad, aunque con el tiempo el tipo V fue incluido en el tipo Il. Actualmente se
conocen los mecanismos moleculares y celulares que las originan y se clasifican a las
reacciones de tipo I, Il y 1ll como reacciones mediadas por anticuerpos, mientras que la de
tipo 1V esta mediada por células. Una reaccion alérgica puede ser causada por cualquiera de
los 4 mecanismos, e inclusive es comdn que varios mecanismos se presenten en forma
simultdnea o secuencial en el tiempo. Esto determina que en numerosas ocasiones se
identifiguen mas de un elemento inmunopatogenico, células y/o moléculas, lo cual puede

dificultar el diagnostico.

En particular nos interesa profundizar el analisis de las reacciones de
hipersensibilidad tipo | o inmediatas. Estas se caracterizan por la produccion exacerbada de
inmunoglobulinas IgE, proceso mediado por los linfocitos T (LT) helper CD4" de fenotipo
Th2 (LT Th2) y los linfocitos B (LB). La interleuquina-4 (IL-4) producida por las células Th2
es esencial para la sintesis de la IgE, mientras que la IL-3, la IL-5 y el factor estimulador de la
formacion de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) favorecen la produccién y la
supervivencia de mastocitos, eosinofilos y basofilos, los cuales unen la IgE, sintetizada y
secretada por las células plasmaticas, a través de sus receptores de membrana de alta afinidad
y de baja afinidad (Morafo et al. 2003). Estas células “sensibilizadas” con los anticuerpos IgE,
al contactar el alergeno, en exposiciones posteriores, para activarse requieren que una misma
molécula de alergeno sea capaz de unir y puentear al menos dos complejos IgE/IgE Rc con la
consiguiente generacion de una sefial intracelular que culmina con la degranulacion y
liberacion del contenido de sus granulos citosolicos en forma inmediata, y con la sintesis de
novo de otros mediadores pro-inflamatorios que mantienen el foco inflamatorio en el tiempo.
Por lo tanto una reaccién de este tipo requiere de una fase de sensibilizaciéon y una fase
posterior efectora. Asimismo es importante tener en cuenta que el proceso inflamatorio
inducido por la fase efectora consta de dos etapas: una inmediata (a los 30-60 minutos de la

exposicion al alergeno) y una tardia (a las 24-72 hs de la exposicion original) (figura 1).
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Figura 1. Esquema de () la fase de sensibilizacion y (b) de la fase efectora. (Figura adaptada
de copyright © The Mc-Graw Hill Companies, Inc.)

Dado que las principales sustancias que se encuentran en los granulos tienen una

importante funcion pro-inflamatoria, entre ellas la histamina es la mas importante, se genera

un proceso inflamatorio intenso e inmediato. Ademas se induce la sintesis de una serie de

mediadores pro-inflamatorios (prostaglandinas y leucotrienos) cuya funcién sera sostener el

proceso inflamatorio en el tiempo a través de vasodilatacion, aumento de la permeabilidad

capilar, hipersecrecion glandular, espasmo del musculo liso e infiltracion tisular de eosindfilos

y otras células inflamatorias que son atraidas especificamente al foco inflamatorio.
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Figura 2. Esquema del proceso inflamatorio desarrollado por la desgranulacion y liberacion de
mediadores quimicos al torrente sanguineo; con la consecuente aparicion de signos cinicos en

diversos organos. (Figura adaptada de copyright © The Mc-Graw Hill Companies, Inc.)

Cuando estos eventos

llegar a alterar la histologia

intervienen células como eosinéfilos o neutréfilos. En este caso estamos ante una reaccion

alérgica (figura 2).

El término atopia fue

personal y/o familiar de producir niveles elevados de anticuerpo IgE en respuesta a la

exposicion de alergenos, usual

se producen reiteradamente, el proceso inflamatorio puede

y la fisiologia del tejido y del drgano, principalmente si

introducido por Coca en 1923 y se refiere a la tendencia

mente proteinas. Como consecuencia, se desarrollan sintomas

tipicos de asma, rinoconjuntivitis o eczema (Johansson et al. 2004).

El modo de herencia de esta condicion es poligénica y multifactorial. Se ha descripto
un polimorfismo en numerosos genes que estan asociados al funcionamiento del sistema
inmune, tratandose de genes de susceptibilidad. Por lo tanto se trata de una patologia que

presenta una base poligénica de predisposicion asociada a una serie de factores ambientales
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disparadores. EI marcado incremento en la incidencia de este tipo de enfermedades en las
ultimas décadas no puede atribuirse a cambios en la constitucion genética de los individuos,
por lo cual las causas deberian encontrarse en los factores ambientales disparadores. Aunque
estas enfermedades no estan directamente relacionadas con la presencia de microorganismos,
éstos estan intimamente involucrados en la induccion y regulacion de los mecanismos
inmunoldgicos especificos de los alergenos. Asi, la Hipotesis de la higiene hace referencia a
que principalmente en pais industrializados, o habitos de vida “occidentalizados”, una menor
exposicion a microorganismos intracelulares patdgenos en los ultimos tiempos (mejores
planes de vacunacion, mejores antibidticos, habitos de vida con menor contacto con la
naturaleza, etc.), junto a una mayor exposicion a alergenos (habitos de vida mas intra-
domiciliarios, mas de hora de trabajo en lugares cerrados con calefaccion o refrigeracion
cerrada, mayor amueblamiento y alfombras en los hogares, etc) ha sido determinante en la
instauracion de mecanismos Th2-dependientes en contra-posicion a los Thl-mediados que
operan frente a microorganismos patdgenos (Strachan 1989). Sin embargo, actualmente esta
teoria es debatible dado que tanto las patologias Th2- (alergias), como las Thl-mediadas
(autoinmunes) se han incrementado en las ultimas décadas (Schaub, Lauener, y von Mutius
2006; Okada et al. 2010). En los ultimos afios, se ha descripto que en este tipo de patologias la
causa puede radicar en fallas a nivel de los mecanismos de tolerancia (Cochrane et al. 2009;
MacDonald y Di Sabatino 2009; Perrigoue et al. 2009). En este sentido la exposicion a
microorganismos comensales es esencial para el desarrollo del sistema inmune asociado a las
mucosas, principalmente a través de la produccion de citoquinas inmunosupresoras como IL-
10 o TGF-B (M Wills-Karp, Santeliz, y Karp 2001). De esta manera, la presencia de
microorganismos procaridticos favorece el desarrollo de los distintos mecanismos de
tolerancia a los Ags inocuos presentes en estas mucosas (flora comensal y antigenos del
medio ambiente y dietarios) (Sudo et al. 1997; Wannemuehler et al. 1982). Para el caso
particular de los individuos alérgicos, se ha observado que la flora comensal en nifios con
alergia alimentaria difiere de la de un individuo no alérgico, por lo cual en estos casos la
microbiota podria estar relacionada con un funcionamiento andémalo de los mecanismos
regulatorios del sistema inmune (F. He et al. 2001). El desarrollo post-natal de la homeostasis
del sistema inmune de mucosas depende del establecimiento en el tiempo de la microflora
comensal, y de la introduccion de los alimentos en los primeros meses y afios de vida

(Brandtzaeg 2002). Asi se ha demostrado que la completa maduracion de las distintas
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estructuras linfoides que se encuentran en la mucosa gastrointestinal sélo se alcanza luego del

nacimiento, una vez que la flora comensal ha comenzado a poblar la mucosa.

Sistema inmune de mucosas
Las mucosas son la principal via de entrada de la mayoria de los antigenos que el

sistema inmune debe enfrentar. La principal razon que permite explicar este fendmeno es que
en estos sitios anatomicos se produce un intenso intercambio de nutrientes o gases, junto a
funciones digestivas y de absorcién. Para maximizar la eficiencia de estos procesos las
mucosas tienen un area efectiva que supera holgadamente la superficie corporal, 400 m? vs 20
m?, respectivamente en un adulto. Estas superficies estan recubiertas por un monocapa de
células epiteliales que cumplen 2 funciones: como barrera fisica que separa el lumen, en el
cual se encuentran los antigenos del medio ambiente y microorganismos, del medio interno
por un lado, y como un elemento esencial del sistema inmune por su capacidad de detectar
procariotes e interactuar con células inmunes. Por lo tanto las mucosas constituyen un muy
extenso sistema permeable por donde pueden ingresar al organismo distintos tipos de Ags.

El sistema inmune de mucosa (SIM) intestinal es un sistema complejo que esta
expuesto a un ambiente que recibe cada dia una gran cantidad de carga antigénica proveniente
de bacterias comensales, proteinas de la dieta, proteinas del ambiente y microorganismos
patogenos (Mayer 2003). Se han descripto distintos SIM (en la cavidad oral, eso6fago, laringe,
intestino, arbol respiratorio, sistema génito-urinario, glandulas exdcrinas, etc), siendo el mas
complejo el tejido linfoide asociado a la mucosa gastrointestinal (GALT-gut associated
lymphoid tissue). Los SIM tienen 2 compartimentos funcionales: el sitio inductivo que
incluye los ganglios regionales y corresponde al tejido donde se inducen los elementos
efectores, y el sitio efector que corresponde al tejido donde los elementos del sistema inmune
inducidos cumplen sus funciones efectoras. En el GALT podemos diferenciar estos dos
compartimentos: a) GALT organizado, es el sitio inductivo para la respuesta inmune intestinal
formado por Placas de Payer (PP), foliculos aislados, “vellosidades llenas de linfocitos” y
ganglios linfaticos mesentéricos, y b) GALT difuso, sitio efector de la respuesta inmune
formado por el compartimento epitelial y la lamina propia (Mowat et al. 2003). Este tejido
linfoide como se menciond anteriormente estd separado del lumen intestinal por una
monocapa de células epiteliales que en el caso del sitio efector se denomina FAE o epitelio
asociado al foliculo. Aproximadamente el 10% de las células epiteliales tienen caracteristicas
muy particulares y se denominan células M. Estas células no sélo se localizan en el FAE, sino

que recientemente se ha descubierto que se encuentran distribuidas en todo el compartimento
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epitelial del GALT. Su funcion es la de traslocar antigenos del lumen intestinal al interior,
para lo cual su cara basal presenta concavidades en las cuales se alojan células dendriticas,
macrofagos o linfocitos. Otra caracteristica que las diferencia de las celulas epiteliales es que
su cara apical no expresa enzimas hacia el lumen, y estas células tienen una muy baja
capacidad de procesamiento o degradacion. Otra célula muy particular que se intercala entre
las células epiteliales son las células Goblet o calicifiormes. Su funcion es la producir el
mucus Yy se distribuyen a lo largo del GALT, aunque su distribucion no es homogeénea y se
encuentra mayor numero en el intestino grueso. Las PP, ubicadas en la sub-mucosa del
intestino delgado, contienen foliculos o acimulos de LB y areas donde se concentran celulas
T (figura 3). Las celulas B naive forman el centro germinal y estan en contacto con células
dendriticas foliculares. Cada foliculo esta rodeado por un area parafolicular rica en células T
las cuales también estan en contacto con distintas células dendriticas (Mowat et al. 2003). En
situacion de homeostasis intestinal, cuando estos linfocitos B se activan en el sitio inductivo
donde contactan al Ag, se diferencian a linfocitos IgA*, luego del switch isotipico inducido
por la colaboraciéon T y se dirigen a los MLN para completar el proceso de diferenciacion y

maduracion. Luego migran al sitio efector. (Tsuji et al. 2009; K. Suzuki et al. 2010).

intraepiteliales
Células
+ dendriticas

o IL-10
®® _— Torp

LT regulatorios Lamina propia

Figura 3. Representacién esquematica de los principales componentes del sistema inmune
intestinal (Figura adaptada de MacDonald & Monteleone, Science 2005)

En este escenario tan particular, el sistema inmune de la mucosa gastrointestinal es el

encargado de discernir entre inducir mecanismos de tolerancia (frente a antigenos de la dieta
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que son necesarios absorber, o de la flora comensal que son necesarios preservar en el medio
externo) o de activacion inmunoldgica (frente a antigenos 0 microorganismos patogénicos).
La compleja interaccion molecular y celular que se establece en las mucosas permite
mantener un estado de homeostasis en el cual el sistema inmune es capaz de discernir y
“clasificar” a los distintos antigenos y decidir qué tipo de mecanismo efector activar cuando
sea necesario. En este proceso es fundamental la participacion de las células epiteliales y los
distintos elementos de la inmunidad innata, para luego posibilitar la induccién de la
inmunidad adaptativa con la participacion de los diferentes sitios inductivos de las mucosas,
junto a los ganglios regionales (Mowat et al. 2003). Por lo tanto las células del sistema
inmune que se encuentran en el epitelio de las mucosas estan ubicadas en el sitio donde se
produce la exposicién temprana a los distintos antigenos. Recientes evidencias experimentales
han demostrado que las células epiteliales interactian con otras células de la inmunidad innata
y adaptativa constituyendo un elemento esencial en el inicio de la respuesta inmune (Sokol et
al. 2008; H. Li et al. 2007).

Por otro lado, las células epiteliales intervienen en el ingreso de los Ags al organismo.
La mayoria de las macromoléculas ingeridas alcanzan la circulacion ya degradadas, pero una
pequefia parte lo hace en estado nativo. Esto es consecuencia de los diferentes mecanismos de
traslocacion o captacion de antigenos y nutrientes que operan en las mucosas:

-mecanismo paracelular: los Ags ingresan a través de las uniones estrechas, sin
ingresar a las células epiteliales. De esta manera pasan al medio interno sin ser procesados, y
aunque ocurre en un muy bajo porcentaje, si lo extendemos a toda la superficie cubierta por
células epiteliales constituye el principal mecanismo para traslocar Ags nativos.

-mecanismo transcelular: los Ags ingresan a través de las células epiteliales y son
procesados intracelularmente. Aunque es controversial si una célula epitelial puede
comportarse como una célula presentadora de Ag profesional se ha demostrado que puede
haber presentacion de péptidos en moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(clase I'y 1) (Hershberg y Mayer 2000), por lo pueden inducir la activacion de linfocitos CD4
y CD8. Preferentemente con Ags inocuos ocurre presentacion en moléculas clase | y esto da
lugar a LT CD8 supresores, en ausencia de un microentorno inflamatorio.

- mecanismos mediados por células M: estas células tienen la capacidad de traslocar
Ags sin procesarlos y constituye un mecanismo de muestreo del contenido luminal a las

células del sistema inmune subyacente.

-14 -



o
a,/iz/?/(z/mﬂ///z

Estos distintos procesos de muestreo de Ag estan intimamente relacionados con la
induccién de mecanismos de activacion inmunoldgica o tolerancia que describiremos a

continuacion.

Tolerancia inmunoldgica

Se denomina tolerancia oral al conjunto de mecanismos que median la induccion de
tolerancia o falta de activacion frente a antigenos que ingresan por la via oral, los cuales si
ingresaran por otra via inducirian mecanismos de activacion inmunoldgica. Por lo tanto en un
individuo normal la tolerancia oral es la que posibilita no inducir mecanismos inmunes
efectores o de hipersensibilidad frente a antigenos de la dieta y de la flora comensal
(MacDonald y Monteleone 2005). En individuos alérgicos, y por razones aun no
completamente dilucidadas, el balance tolerancia vs activacion no funciona adecuadamente y
existen evidencias experimentales que apoyan tanto la hipétesis de una tolerancia deficiente,
como de una activacion aberrante, frente a antigenos de la dieta o alergenos alimentarios. Lo
que si esta claro es que los linfocitos Th2 especificos de los alergenos son centrales en la
inmunopatogenia de las enfermedades IgE-mediadas (Beyer et al. 2002). Por lo tanto, en un
individuo con alergia alimentaria se producen fallas en el reconocimiento inmune de los
alergenos y en lugar de inducirse mecanismos de tolerancia, se activan mecanismos Th2-
dependientes, responsables de la sintesis exacerbada de anticuerpos IgE especificos (Nowak-
Wegrzyn 2003).

Los alergenos son sustancias antigénicas, pero inocuas y no relacionados con
componentes procarioticos. Por lo tanto no son reconocidos por los receptores de la
inmunidad innata y de esta manera la respuesta esperable frente a los mismos es la induccién
de mecanismos de tolerancia. Sin embargo, se ha encontrado que las reacciones alérgicas son
influenciadas por mecanismos de la inmunidad innata. Originalmente se describié en
dermatitis atépica que células de la piel producen en forma exacerbada una quimioquina
Ilamada linfopoyetina del estroma timico (TSLP), aunque luego se evidencio
experimentalmente que células epiteliales de las mucosas gastrointestinal y respiratoria
secretan en forma exacerbada esta quimioquina (Soumelis et al. 2002; Kashyap et al. 2011).
TSLP en ratones interviene en la ontogenia de los LT en el timo, mientras que en humanos
participa en mecanismos efectores de la inmunidad innata que dan origen a respuestas Th2-
dependientes (Al-Shami et al. 2005; Kitajima et al. 2011) y en el control del pool de linfocitos

T de memoria (Wang et al. 2006). Recientemente se ha encontrado que el control genético de
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esta quimioquina esta desregulado en individuos alérgicos (Semlali et al. 2010; S. F. Ziegler
2010) y se ha observado que a través de las células dendriticas de la mucosa es capaz de
modular la inmunidad adaptativa hacia un perfil Th2. Sin embargo, también se ha demostrado
in vitro que TSLP puede actuar directamente sobre células T virgenes y promover su
diferenciacion a linfocitos Th2. TSLP induce la transcripcion del factor Gata3 de manera
Stat6-dependiente, y este factor aumenta la expresion de IL-4, citoquina fundamental para que
se produzca la diferenciacion a LT Th2 (Omori y Ziegler 2007). Sin embargo, recientemente
se ha descrito que en ratones, TSLP también es capaz de intervenir en la diferenciacion de LT
a LT Th2 (Soumelis et al. 2002; Wang et al. 2006; J. Tanaka et al. 2010; Ying et al. 2005).
Ratones transgénicos para TSLP presentan inflamacion sistémica, principalmente en pulmon,
u érgano-especifica dependiendo del promotor empleado (Zhou et al. 2005). Ademas, TSLP
participa junto a NF-xB del proceso inflamatorio (Lee y Ziegler 2007) y llamativamente
mapea en una zona cercana al clister de citoquinas Th2 e IL-4R en el cromosoma 5 (Walley
et al. 2001), genes en los que se han descripto polimorfismos en pacientes asmaticos. Por lo
tanto, polimorfismo a nivel de los genes que codifican esta quimioquina serian marcadores de
susceptibilidad para las enfermedades alérgicas (Hunninghake et al. 2008; R. He et al. 2008;
C. J. Corrigan et al. 2009). Existen otras evidencias que indican que la inmunidad innata
también estéd involucrada en la respuesta alérgica, a través de las endotoxinas y TLR4. Ciertos
polimosfismos de moléculas adaptadoras del TLR4, estdn asociadas a un mayor riesgo de
atopia (Simpson y Martinez 2010) debido a un reconocimiento y sefializacién defectuosa del
LPS (Préfontaine et al. 2010). Por lo tanto defectos a nivel de reconocimiento y activacion de

la inmunidad innata estan relacionados con fallas en la instauracion de la tolerancia.
El fendbmeno de tolerancia oral puede explicarse por tres mecanismos:

a. Delecién clonal: la administracion oral de dosis altas de Ag conduce a la
delecion clonal, por apoptosis via Fas/FasL, de los clones T especificos al Ag administrado.

b. Anergia clonal: ocurre cuando el reconocimiento antigénico de los LT se
produce en ausencia de la sefial 2 co-estimulatoria por parte de las APC.

C. Induccién de LT regulatorios CD4" CD25", Trl y Th3. Dependiendo de las
condiciones de induccidn, especie, mucosa y caracterizacion experimental se han descrito
distintas subpoblaciones de LTreg que no esté claro si son distintas subpoblaciones celulares o
se trata de una Unica poblacion celular regulatoria dinamica. De esta menra se han descrito 3
tipos de Treg, que podrian estar vinculadas con fallas a nivel de tolerancia en alergia

alimentaria.
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Th3: Producen TGF-B y cantidades variables de IL-4 e IL-10. TGF-B seria la

citoquina fundamental en el alcance de la tolerancia inmunoldgica. Se ha encontrado que la

expresion de TGF-B e IL-10 se encuentra disminuida en linfocitos intestinales de pacientes
alérgicos a leche cuando se cultivan in vitro en presencia de leche.

Trl: Producen IL-10 que ademas actia como un factor autdcrino sobre estas células.
IL-10 suprime las respuestas antigeno-especificas. Se ha demostrado la presencia de 1L-10 en
las PP de ratones tolerantes tras ser alimentados con B-lactoglobulina, pero no en ratones con
anafilaxia inducida por B-lactoglobulina.

CD4'CD25": Son células con poca capacidad de proliferacion y que producen IL-2.
Su actividad supresora esta posiblemente mediada por la uniéon de TGF-B a receptores de
membrana. Este tipo celular expresa el factor de transcripcién Foxp3 que bloquea la respuesta
Th1 y favorece la respuesta Th2. Se ha encontrado en indiciduos alérgicos menos cantidad de

LTreg Foxp3™ en sangre periférica.

A Tolerancia a bajas dosis B Tolerancia a altas dosis

Supresion

Anergia

LT efectora '

TGF-BR

e o TGFp
L
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y TGF-B
TGF-BSuperficie

Células )
© R presentadoras

IL-10 . Célula Th3 de Ag
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CD4+CD25*

Delecién

Célula Tr1

Figura 4. Mecanismos de tolerancia oral. (A) Antigenos en bajas dosis favorece la tolerancia
a través de células T regulatorias, las cuales suprimen la respuesta inmune a través de citoquinas
supresoras solubles o asociadas a la superficie celular. (B) Tolerancia a altas dosis esta mediada
por anergia o delecion clonal de los linfocitos. La anergia ocurre a traves de la union del
receptor T en ausencia de sefial co-estimulatoria. La delecion clonal ocurre por apoptosis
mediada por FAS (CD95) en LT activados. (Figura adaptada de Wesley Burks, J.Allergy
and Clinical Immunology, 2008).

Alergia alimentaria
La alergia alimentaria es resultado de una pérdida de tolerancia hacia las proteinas

de la dieta por una reaccion adversa atribuida a una respuesta inmune anormal. Afecta
principalmente a nifios y en menor medida a adultos. Las reacciones alérgicas inducidas por
alimentos son responsables de una gran variedad de sintomas, que involucran la piel, el tracto

gastrointestinal y el tracto respiratorio; estos pueden ser causados por mecanismos IgE-
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dependientes o IgE-independientes (Sicherer y Sampson 2010; J. Wang y Sampson 2011).
Cabe resaltar que las enfermedades alérgicas son las patologias de origen inmunolégico que
con mayor incidencia se presentan en el mundo. En paises desarrollados se han reportado
datos de 20-30 % de incidencia con una tendencia a continuar incrementandose (Branum y
Lukacs 2009). Este fendmeno genera enormes problemas econémicos y sanitarios ya que
afecta directamente la asistencia laboral, escolar y el estilo de vida de los pacientes.

Dado que uno de los principales factores predisponente a una enfermedad alérgica es
la exposicion y la edad, la leche de vaca (LV) constituye el principal alergeno alimentario en
numerosas regiones. Por ejemplo en Estados Unidos, ademas de la leche bovina y el huevo de
gallina es muy importante el mani, y luego la soja, trigo, nueces, pescados y moluscos. En
Europa son importantes las alergias alimentarias a manzana, sésamo, mostaza, lupines,
citricos, chocolates, avellanas, frutillas, kiwi, tomate, entre otros (R Asero et al. 2009;
Cochrane et al. 2009; Roux et al. 2003; Wangorsch et al. 2007; Oberhuber et al. 2008;
Cianferoni y Spergel 2009). En términos generales, mas alld de la importancia de la
constitucion genética del individuo y sus habitos dietarios, es relevante tener en cuenta que
cualquier antigeno puede ser potencialmente alergénico, siempre y cuando tenga propiedades
inmunogénicas y antigénicas. Méas de 150 alimentos han sido descriptos como alergénicos, sin
embargo sélo 8 de ellos han sido descriptos como los responsables de originar el 70-90 % de
las alergias alimentarias, y por lo tanto deben ser indicados en la composicion de un alimento.
Estos son leche (y sus derivados), huevo (y productos a base de huevos), pescados (y
productos a base de pescados), crustaceos (langosta, camardn, cangrejo), cereales que
contienen gluten (trigo, cebada, centeno, avena), soja (y productos a base de soja), mani (y
productos a base de mani) y frutas secas (nueces, avellanas, castafias y almendras) (S. Wilson
et al. 2005; Solinas et al. 2010; Pascual et al. 2008; Cianferoni y Muraro 2012). Luego, la
Unién Europea a este listado le agregd otros alergenos que deben ser incluidos en el
etiquetado de un alimento (apio, mostaza, sésamo, lupino, moluscos), y aditivos como

anhidrido sulfuroso y sulfito.

Con respecto a la fisiopatogenia, las alergias alimentarias pueden ser clasificadas

como.

a) Dependientes de IgE: los signos clinicos aparecen rapidamente (en minutos)
luego de la exposicion al alergeno; son las mejor caracterizadas desde el punto de vista de los
mecanismos moleculares y celulares involucrados y constituyen mas del 60 % de las alergias

alimentarias. Los signos clinicos mas frecuentes con que se presentan son: diarrea, urticaria,
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eczema, asma, rinitis, distension abdominal, el sindrome de alergia oral con manifestaciones
peri-orales, esofagitis, anafilaxia, etc.

b) Mediadas por células: pueden estar involucrados los linfocitos T CD4" o
CD8", eosindfilos, neutrdfilos o macréfagos. En general la presentacion clinica es tardia
(horas o dias) a la exposicion a los alergenos y suelen manifestarse como enterocolitis,
esofagitis, enteritis, dermatitis de contacto, proctocolitis, etc.

C) Mixtas o mediadas por IgE y células: son muy comunes, se detectan
anticuerpos IgE especificos del alergeno, pero ademas participan células en la instauracion del
proceso inflamatorio y dafio tisular. Suelen presentarse como dermatitis atdpica, esofagitis,

gastroenteritis o enteritis eosinofilicas.

No se encuentra completamente dilucidado la razén por la cual la alergia alimentaria
se manifiesta preferentemente en la nifiez. Se puede inferir que el contacto temprano con
antigenos dietarios a través de la mucosa gastrointestinal determina una marcada
sensibilizacion en este sitio anatbmico. Ademas es importante tener en cuenta que existe una
inmadurez inmunolégica en la mucosa gastrointestinal, debida a una inmadurez anatomo-
histoldgica, al establecimiento de la flora comensal intestinal y la incipiente interaccién entre
ésta y los elementos del sistema inmune que comienzan a poblar la mucosa (Sicherer y
Sampson 2006). De igual manera se debe considerar que la sensibilizacion a traves del
ingreso de antigenos por la piel es importante en la instauracion de los signos clinicos como la
dermatitis, frecuentemente asociados a trastornos gastrointestinales. Por ejemplo numerosas
cremas Yy aceites frecuentemente empleados a edades tempranas contienen alergenos de LV
(Jarmoc y Primack 1987; Saloga y Knop 2000). Asimismo las células inmunes que se
originan en una determinada mucosa pueden alojarse en otras mucosas relacionadas y esto
podria explicar porque un antigeno que ingresa por tracto gastrointestinal suele ocasionar
sintomas en el arbol respiratorio, por ejemplo (J J Campbell et al. 2001). En estos procesos de
trafico celular participan quimioquinas y sus receptores, y moléculas de adhesion especificos

para cada poblacion celular (Alvarez et al. 2007).

Por lo tanto, numerosos factores parecen estar involucrados en la instauracion de una
enfermedad alérgica, siendo el alergeno otro factor importante, cuyas caracteristicas pueden

determinar el curso de la enfermedad.
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Alergia a proteinas de leche de vaca

Como se menciond anteriormente la LV es el principal alergeno alimentario en el
mundo. La prevalencia de la alergia a leche de vaca (ALV) oscila entre un 2-5 % de la
poblacién pediatrica (Rona et al. 2007; Branum y Lukacs 2009). La mayoria de los nifios con
ALYV no mediada por IgE pierden tal sensibilidad al tercer afio de vida, pero entre 10% y 25%
de los nifios con ALV dependiente de IgE mantienen la reactividad en afos subsiguientes,
ademas el 50% de ellos desarrollan sensibilidad hacia otros alimentos (Hgst et al. 2002;
Saarinen et al. 2005). De manera similar ocurre con los nifios alérgicos a huevo de gallina,
con la excepcion de aquellos con niveles de IgE especifica elevados, no logran desarrollar
tolerancia especifica (Jarvinen et al. 2007; Boyano-Martinez et al. 2002). Las alergias a mani
y las frutas secas tienen un desarrollo méas prolongado, suelen ser persistentes y observarse en
adultos (Wood 2003). Las chances de perder sensibilidad a mani y a alergenos de sésamo es
de solo el 20%, y aproximadamente el 10% para frutas secas (Palmer y Burks 2006; Roux et
al. 2003). También se ha descripto que dependiendo de las caracteristicas del alergeno y de la
respuesta inmune inducida se podria predecir una instauracion temprana o tardia de la
tolerancia oral. Se ha descripto para alergenos de la LV que el reconocimiento de epitopes
conformacionales determina que se adquiera tolerancia a edades mas tempranas, en
comparacion con el reconocimiento de epitopes lineales (E. M. Savilahti et al. 2010) que

determina una alergia persistente.

Sin embargo, mas alla de la instauracion de los procesos de tolerancia oral que
permiten restituir los mecanismos inmunorregulatorios con la edad, ain en individuos
alérgicos o atdpicos, en la mucosa gastrointestinal puede recuperarse la capacidad de inhibir
las reacciones de hipersensibilidad, pero en las otras mucosas la situacion no es la mismay es
probable que los alergenos continlen generando reacciones inflamatorias. Tal es asi que la
sensibilizacion a LV o huevo en la primera infancia estd asociada con mayor riesgo de
sensibilizacion a alergenos ambientales y el desarrollo de asma (Cianferoni y Spergel 2009).
Es decir, que una temprana sensibilizacion a través del tracto gastrointestinal permite poner en
evidencia la condicion de alérgico, que se manifestara de distinta manera a lo largo de su vida
de no mediar un correcto manejo terapéutico. Por lo tanto, una sintomatologia gastrointestinal
inicial, que suele presentarse simultaneamente con manifestaciones dermatologicas, va a
continuarse con el tiempo en una sensibilizacion por alergenos inhalatorios y las

consiguientes manifestaciones clinicas del tipo rinitis, asma, etc.
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Diagnostico alergia alimentaria
Historia clinica

El diagnostico de una alergia alimentaria se inicia con la confeccion de una historia
clinica (HC) personal y familiar detallada. La clinica méas frecuente con la que se manifiesta
la alergia a la leche es cutdnea y aparece de forma inmediata, en la mayoria de los casos en el
transcurso de la primera hora luego de su ingesta, lo cual facilita la identificacion de la leche
como responsable. Esto ocurre en general en las alergias IgE-mediadas y permiten reconocer
muy facilmente al alimento nocivo y el diagnostico esta practicamente concluido. (SEAIC
2009). Pero en la mayoria de los casos, esta no es la situacién con la que se encuntra el
médico y se debe recurrir a pruebas complementarias que permiten conocer o inferir a cerca
del mecanismo inmunoldgico que esté involucrado, y el alergeno que puede ser el disparador
del mismo. Es importante diferenciar las distintas reacciones que puede originar un alimento.
En general todas las reacciones andmalas causadas por un alimento se denominan reacciones
adversas, y pueden clasificarse en:

- Reacciones toxicas: originadas por algin elemento toxico presente en el alimento.
Entre las mas comunes estan las contaminaciones bacterianas y fungicas y las toxinas que
éstos secretan. También es comun la presencia de sustancias farmacoldgicamente activas
como la histamina o la serotonina que se encuentra entre otros en pescados en
descomposicion, chocolate, banana, palta, etc.

- Reacciones no toxicas: dependen de la susceptibilidad del individuo y se pueden
dividir en intolerancias (cuando no participa el sistema inmune -deficiencias enzimaticas,
alteraciones anatdémicas, problemas psico-somaticos, etc) y alergias (esta involucrado el

sistema inmune a través de los mecanismos de hipersensibilidad).

Por lo tanto al momento del diagndstico es importante que éste sea de certeza y
diferencial dado que en general solo el 20% de lo que originalmente se considera una alergia
alimentaria es verdaderamente una reaccion alérgica. Deben considerarse las diferentes
reacciones adversa, para lo cual existen pruebas que permiten poner en evidencia diversos

mecanismos moleculares y/o celulares.

Pruebas diagnosticas complementarias
Las pruebas complementarias pueden clasificarse en
-pruebas in vivo y pruebas in vitro.

-mediadas por IgE y no mediadas por IgE
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Deteccion de IgE especifica

Las pruebas in vivo de eleccién son las pruebas cutéaneas (PC) realizadas en forma
estandarizada con extractos de alergenos o con la fuente natural del alergeno.

Las PC se realizan tanto al momento del diagnéstico como durante el tratamiento. La
técnica de “skin prick test” (SPTs) consiste en inocular una muy pequeia cantidad de un
extracto que contiene el alergeno en la piel del antebrazo empleando una lanceta calibrada
para tal fin. Se emplean controles negativo (solucién fisioldgica) y positivo (histamina) y se
observa a los pocos minutos la aparicion de una reaccion inflamatoria en la zona de
inoculaciéon. Una variante frecuentemente empleada es el Prick-to-Prick que consiste en
emplear el alimento natural en lugar del extracto alergénico en aquellos casos en que el
alergeno es sensible a la degradacién (Bock et al. 1978; Rosen et al. 1994; Asero et al. 2007;
Londres et al. 2011).

Figura 5. Esquema de prick test

La ventaja de esta prueba es que pone de manifiesto la presencia de anticuerpos IgE
especificos en la superficie de mastocitos de la piel y reproduce la reaccion inflamatoria que
se produce en el 6rgano de choque en forma controlada en la piel. En general es una prueba

segura aunque el médico debe considerar en qué caso es factible su ejecucion.

La deteccién in vitro de la IgE especifica se realiza de forma rutinaria para el
diagnostico, junto a la PC antes de la realizacion de una prueba de provocacion oral (PO)
controlada. También se la emplea para el seguimiento de pacientes alérgicos de larga
evolucion, o que han presentado reacciones graves (anafilaxia). Para su determinacion se
requieren de inmunoensayos de elevada detectabilidad y especificidad dado que estos Ac se
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miden en el suero, donde se encuentran en concentraciones muy bajas (el orden de los ng/ml).
Existen ensayos que detectan los anticuerpos IgE especificos de la totalidad de los alergenos
que se encuentran en la fuente alergénica (leche por ejemplo), 0 ensayos que determinan Ac
IgE especificos de alergenos individuales (por ejemplo IgE especifica para a-lactoglobulina,
B-lactoglobulina o caseinas) (H A Sampson y Albergo 1984; H A Sampson y Ho 1997) o més
recientemente  detectan  anticuerpos contra  péptidos que contienen  epitopes
inmunodominantes. Estos ensayos en general son inmunoensayos del tipo ELISA o
radioinmunoensayos, aunque estos Ultimos practicamente han quedado en desuso.

La gran ventaja de estos ensayos es que no ponen en riesgo la salud del paciente. Sin
embargo, la gran limitacion de estos ensayos es que no dosan al componente patognomaénico
de la reaccion, dado que la IgE soluble no es capaz de desencadenar una reaccion alérgica,
sino hasta que se une a los receptores especificos en las células inflamatorias. Sin embargo
estas pruebas son ampliamente utilizadas ya que en conjunto con los resultados de las PC
permiten inferir a cerca de la presencia de IgE especifica y su posible relacion con la

instauracion de una reaccion inflamatoria.

Prueba de degranulacion de basofilos por citometria de flujo

La técnica de activacion de basofilos es una prueba funcional de activacion de
basofilos mediado por el antigeno. Los baséfilos constituyen una fraccidn minoritaria de
leucocitos en sangre periférica (<0,2%), son capaces de liberar el contenido de sus granulos
tras un proceso de activacion dependiente del estimulo antigénico. La degranulaciéon se
produce cuando el alergeno es capaz de puentear al menos 2 receptores de IgE que tienen
unido la IgE y es consecuencia de la activacion del citoesqueleto a través de una compleja red
de mecanismos de sefializacién intracelular. Los granulos al fusionarse con la membrana
plasmatica traslocan a ésta la expresion de CD63. Por lo tanto la célula en reposo expresa este
marcador en las membranas internas, mientras que al activarse lo hacen en la superficie
celular. En este fendmeno se fundamenta el andlisis de la activacion de basoéfilos por
citometria de flujo. Esta técnica permite trabajar con cantidades minimas de sangre y aunque
ha sido estandarizada para algunos alergenos, todavia faltan muchos estudios para poder
emplearla como una herramienta in vitro de diagnostico para las alergias mediadas por IgE
(Boumiza et al. 2005; Mayorga et al. 2010). Asimismo, se la puede emplear para monitorear
el tratamiento desensibilizante y evaluar el momento en que el paciente deja de responder al
alergeno para restaurar la dieta (Ocmant et al. 2009; Rubio et al. 2011).
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Prueba de provocacion oral controlada con leche

La PO seré innecesaria para confirmar el diagnostico de ALV en el caso de una HC
compatible con una reaccion alérgica mediada por IgE acompafiada de una demostracion de
un mecanismo IgE mediante una PC positiva o una determinacion de de IgE especifica sérica
positiva. Pero en casos en que no esta claro cual es el mecanismo patogénico, o se desea
confirmar un mecanismo sospechado se recurre a esta prueba. Por lo tanto, se trata de una
prueba confirmatoria. También suele realizarse luego del tratamiento y antes de restituir la
dieta ante la sospecha de la instauracion fisioldgica de los mecanismos de tolerancia.

La PO es el ultimo eslabon en la cadena del diagnostico de la ALV, pero en la
actualidad sigue siendo la unica prueba que confirma o descarta con total seguridad la
alergia a este alimento cuando se realiza en forma estandarizada, doble ciego y con placebo.

Para realizar esta prueba el paciente debe estar internado transitoriamente y bajo la
supervision de personal médico especializado. El paciente debe suspender la ingesta del
alimento sospechoso durante 2 semanas previas y se le administra el alimento en dosis
crecientes y a determinados intervalos de tiempo. Se comienza con dosis por debajo de la
“dosis umbral” con que reaccionan la mayoria de los pacientes, aunque depende de cada
alimento, y se registra la aparicion de signos clinicos inmediatos y tardios.

En numerosos casos esta prueba no puede realizarse y existen pruebas de provocacion
alternativas: PO abierta (el paciente y el médico conocen con qué se esta desafiando al
paciente), simple ciego (s6lo el evaluador conoce el contenido del desafio) o domiciliaria (la
madre o el entorno familiar le realiza el desafio con el alimento habitual).

La prueba estandarizada y recomendada es el desafio doble ciego y con placebo (Perry
et al. 2004; SEAIC 2009; H A Sampson 1999; Mari et al. 2008).

La principal ventaja de esta prueba es que directamente se esta evaluando el érgano de
choque al desafiarlo con el antigeno sospechoso, pero tiene el riesgo de las reacciones
adversas que pueden inducirse, y por lo tanto solo deben realizarse bajo supervision medica y

en lugares adecuados.

Reacciones no mediadas por IgE

En los casos en que no se puede poner de manifiesto la presencia de reacciones IgE-
dependientes se dispone de herramientas diagndsticas muy limitadas. En estos casos las
pruebas de PO son fundamentales y a lo sumo se puede recurrir a analisis histoldgicos o
celulares a partir de muestras de tejidos o biopsias. En general se recurre a este tipo de

pruebas para descartar otras patologias (enfermedad celiaca, procesos tumorales, colitis
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eosinofilicas, enteritis eosinofilicas, etc) (Cianferoni y Spergel 2009). En estos casos se
observa la relacion de longitud vellosidad/cripta, presencia de infiltrados celulares y estado
de activacion celular, y parametros que indiquen signos de remodelamiento tisular en casos
cronicos.

Figura 6. Algoritmo diagndstico en la alergia a la leche mediada por IgE.
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Tratamiento de las alergias alimentarias
Tratamiento sustitutivo

Para el tratamiento de las alergias alimentarias, lo méas efectivo es la eliminacion
estricta del alergeno de la dieta, sobretodo antes de los 2 afios de edad o hasta la instauracion
de los mecanismos de tolerancia. Si el paciente tiene menos de 2 afios de edad se debe
reemplazar la LV por un sustituto que asegure un correcto crecimiento pondo-estatural,
mientras que por encima de los 2 afios de edad Unicamente se lo elimina de la dieta. En el
caso de los nifios alérgicos, este proceso de maduracion intestinal suele retrasarse con
respecto a un nifio no alérgico. En el caso de la ALV este periodo de restriccion dietaria
constituye una tarea compleja ya que no existe en nuestro medio una gran variedad de
sustitutos lacteos, con el agravante que no existe una legislacion clara sobre el etiquetado de
los alimentos. Distintos estudios han demostrado que salvo las formulaciones a base de
aminoéacidos, los hidrolizados o las leches de otras especies de mamiferos no han probado ser
muy eficientes (Docena et al. 2002). Los hidrolizados parciales estan totalmente desestimados
y el éxito de los hidrolizados extensivos va a depender del paciente. Todos estos factores
impactan en forma directa sobre la calidad de vida del paciente y es un problema muy

complejo de resolver principalmente en lactantes.
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Los sustitutos con los que se han logrado los mejores resultados son hidrolizados
extensivos de caseinas bovinas o de proteinas del suero de LV, (Benhamou et al. 2009;
Kneepkens y Meijer 2009), y las formulas a base de aminoacidos individuales en las cuales no
existen epitopes. Asimismo, formulas a base de proteinas de soja son frecuentemente
empleadas en el tratamiento de la alergia a leche de vaca. Sin embargo actualmente se ha
desestimado su uso en nifios con alto riesgo de alergia por la diversidad de efectos adversos
que pueden producir (Osborn y Sinn 2004; Osborn y Sinn 2006) y por los trastornos
nutricionales que pueden ocasionar. Por lo tanto no se recomienda su uso antes de los 6 meses
de edad. Ademas, se ha observado que entre el 15-40% de los pacientes alérgicos a leche de
vaca desarrollan una intolerancia a este sustituto sin haber estado previamente sensibilizados a
la soja (Zeiger et al. 1999; Zoppi y Guandalini 1999; Klemola et al. 2002; Klemola et al.
2005). A pesar gque la soja no es importante como alergeno alimentario, se la debe considerar
en una sensibilizacion secundaria. Se ha observado que presenta reactividad cruzada con
alergenos del polen de abedul (De Swert et al. 2011; Kosma et al. 2011), mani (Mittag et al.
2004), y maés recientemente nuestro grupo ha descripto que cruza con caseinas bovinas
(Rozenfeld et al. 2002; R Curciarello et al. 2008). En estos casos en que los pacientes se
encuentran sensibilizados a otros alergenos de reactividad cruzada la soja parece comportarse

como un alergeno importante y generar distintos tipos de trastornos clinicos.

Tratamiento farmacologico

Es comdn que se empleen anti-histaminicos frente a una ingesta accidental del
alimento alergénico y la aparicion de signos clinicos que indiquen la instauracién de un
proceso inflamatorio. En general, no se recomienda la administracion de anti-histaminicos por
el riesgo que existe de enmascaramiento de manifestaciones sistémicas potencialmente
graves, cuyo desarrollo no seria evitado por estos farmacos. Ningin tratamiento sintomatico
administrado de forma mantenida se ha convertido en una opcion terapéutica para esta
patologia, dado que aun en el supuesto de que consiguiera evitar por completo la reaccion con
la ingesta del alimento, obligaria, en el caso de alimentos de ingesta habitual, como la leche y
el huevo, a la toma diaria durante afios del farmaco, o incluso durante toda la vida. En asma y
en alergia alimentaria no han resultado ser efectivos para disminuir los sintomas. Este
tratamiento consiste en la administracion de antagonistas de los receptores de histamina H1 y
H2. Sin embargo, los niveles de histamina en el suero hacen un pico durante la anafilaxia y
luego retornan a sus niveles basales aun cuando los sintomas persisten (J. Wang y Sampson
2007).
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Es importante realtar que en los ultimos afios se ha reportado un creciente nimero de
casos de anafilaxia desencadenada por leche de vaca por lo cual estas consideraciones deben
ser tenidas en cuenta (Silva et al. 2011; K. M. Jérvinen 2011). Estos casos revisten una

extrema gravedad y en general se debe recurrir al empleo de adrenalina.

Tratamiento correctivo

En los dltimos afios, y gracias a la informacion obtenida sobre los mecanismos
moleculares y celulares que intervienen en las reacciones alérgicas, algunos grupos han
comenzado a aplicar protocolos de desensibilizacion o induccién oral de tolerancia (I0T) o
de inmunoterapia (IT) especifica con alimentos. Hasta el momento se han realizado un
namero muy limitado de ensayos clinicos de IT en alergia a mani, avellana y melon, y se han
desarrollado protocolos de IOT en alergia a leche y huevo (Enrique et al. 2005; Nelson et al.
1997; Oppenheimer et al. 1992; Fernandez-Rivas et al. 2009).

La IOT consiste en administrar dosis crecientes del alimento por via oral, bajo
supervision médica, hasta alcanzar la tolerancia, es decir conseguir que el paciente tome el
alimento en cantidades adecuadas sin presentar reaccion. Se observa en la literatura diversos
ensayos clinicos en los que se ha conseguido alcanzar la tolerancia en el 70-90% de los casos
(Bauer et al. 1999; Patriarca et al. 1998; Meglio et al. 2008), y en aquellos que no consiguen
llegar a tolerar una racion normal del alimento, al menos se aumenta su nivel umbral de
respuesta con lo que se consigue protegerlos de las reacciones accidentales inducidas por
pequefias cantidades de alergeno encontradas como trazas, o ingredientes ocultos en alimentos
preparados No se conoce por el momento cual es la evolucion a largo plazo de los pacientes
en los que se ha inducido tolerancia oral (desensibilizados), ni se han estudiado en
profundidad los mecanismos inmunol6gicos subyacentes (Morisset et al. 2007; Niggemann et
al. 2006; Patriarca et al. 2003; Rolinck-Werninghaus et al. 2005).

Debido a que muchos pacientes son alérgicos a méas de un alergeno se ha planteado
como alternativa terapéutica la aplicacion de terapias no alergeno-especificas. Asi se han
empleado tratamientos con anticuerpos monoclonales quiméricos o humanizazos a-IL-5, con
anti-leucotrienos, etc. aunque han mostrado ser muy poco efectivos en alergia alimentaria
(Stone y Prussin 2008). Sin embargo, el empleo de anticuerpos monoclonales anti-IgE
humanizados ha comenzado a estudiarse en alergia al mani en USA y se haobtenidos
resultados alentadores (Riffelmann 2008). Estos anticuerpos recombinantes se unen a la IgE
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circulante impidiendo su unién a los receptores de alta afinidad (FceRI) en mastocitos y
basofilos; pero es incapaz de unirse a la IgE ya unida a la superficie celular (Milgrom et al.
1999). El principal efecto a nivel molecular es la reduccion del nimero de RFce en
mastocitos, basofilos y eosindfilos (Rabe et al. 2011). Este tratamiento ha resultado ser
efectivo en disminuir las reacciones de hipersensibilidad inmediatas (Rabe et al. 2011), ha
resultado muy eficaz en asma y rinitis alérgica (Morjaria et al. 2007). EI mayor inconveniente
es su costo, y por el momento estd indicado para pacientes con asma severo (Vichyanond
2011).

Empleo de modelos animales
Dado que la experimentacion en humanos es limitada desde el punto de vista ético, el

desarrollo de modelos animales nos provee una herramienta para el estudio de su patogénesis
y para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Los modelos animales de alergia
alimentaria han sido aplicados al estudio de la fase inductiva de la patologia (mecanismos de
sensibilizacion) y de la fase efectora (mecanismos fisiopatoldgicos del proceso inflamatorio)
(Berin y Mayer 2009).

Por otro lado, el desarrollo de terapias destinadas tanto a la prevencion, como a la
supresion de sus multiples manifestaciones clinicas, requiere el conocimiento de su
patogénesis y de los mecanismos moleculares y celulares subyacentes. EI empleo de modelos
animales ha proporcionado importantes aportes y se sabe que los LT juegan un rol central en
su inmunopatogénesis y que una activacion cronica de linfocitos Th2 puede perpetuar una
respuesta inflamatoria en diferentes drganos generando diversos signos clinicos (Kay 1988;
Smarr et al. 2011). Por otro lado, las células dendriticas son las APC mas eficientes en la
activacion y diferenciacion de LT a Thl, Th2 o Th17 en humanos y en ratones (Maldonado-
Lopez y Moser 2001; Moser y Murphy 2000; Iwakura y Ishigame 2006). Y en este sentido el
estudio de células humanas ha permitido identificar y diferenciar distintas sub-poblaciones de
CD en individuos alérgicos y no alérgicos (van den Heuvel et al. 1998; Soumelis et al. 2002).
Estos hallazgos hacen suponer que ciertas sub-poblaciones de LT y de CD intervendrian en la
patogénesis de las enfermedades alérgicas. En individuos atopicos la exposicion a alergenos
inocuos y comunes del medio ambiente genera una diferenciacién a LT Th2 (Sutton y Gould
1993), con una incrementada produccion de IL-4, IL-5 e IL-13 y bajas cantidades de IFN-y
(Mosmann et al. 1986). Estas interleuquinas afectan directamente la maduracion, activacion, y
diferenciacion de linfocitos B (LB), mastocitos, basofilos y eosinofilos (Morafo et al. 2003;

Turcanu et al. 2003). En humanos se ha descripto que la accion de TSLP o linfopoyetina del
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estroma timico, secretada por distintas células epiteliales, ejerce una accion modulatoria sobre
las células dendriticas CD11c” generando un subtipo quimioatractante y activador de
linfocitos Th2 (Soumelis et al. 2002; N. Watanabe et al. 2004). En los ultimos afios, se ha
estudiado la importancia de la interaccion de TSLP con su receptor para regular la inmunidad
y la inflamacion intestinal (Rimoldi et al. 2005). Se encontrd que TSLP estéa constitutivamente
expresada a lo largo del tracto intestinal en forma de mRNA y de proteina en condiciones de
homeostasis (B. C. Taylor, Zaph, et al. 2009).

La relevancia de los modelos animales de alergia alimentaria que incluyen los
pequefios animales de laboratorio (ratones, ratas, cobayos), respecto a los animales
domeésticos (perros, cerdos), se debe en gran parte a la mejor caracterizacion inmunolégica de
los mismos, a su facil manipulacion y mantenimiento bajo condiciones ambientales definidas,
junto a su relativo bajo costo de mantenimiento, lo que permite un mayor grado de
flexibilizacion en cuanto al disefio de protocolos. Una ventaja sustancial para el uso de ratones
consiste en la gran diversidad de cepas existentes, el extenso conocimiento actual sobre las
caracteristicas genéticas de las mismas, lo cual posibilita su manipulacién genética y
rincipalmente, la disponibilidad de reactivos inmunoldgicos especificos. Sin embargo el
hecho de utilizar animales obtenidos por endocria puede no ser representativo de la respuesta
observada frente algunos alergenos, comparado con lo que ocurre en humanos. Esto se debe
principalmente a la restriccion por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) para
montar una respuesta IgE especifica contra algunos alergenos. Este hecho limita sin duda la
posibilidad de emplear este tipo de modelos como herramientas para evaluar la alergenicidad
de nuevas proteinas (McClain y Bannon 2006). No siempre se encuentra una cepa capaz de
responder frente a una proteina y en forma Th2- o IgE-dependiente. Ademas se debe ser cauto
en la interpretacion de los resultados obtenidos en los experimentos con roedores, debido a
gue existen importantes diferencias anatémicas, fisioldgicas, e inmunoldgicas entre estos
animales y el hombre (Finkelman y Wills-Karp 2008; Takeda y Gelfand 2009). Sin embargo,
a pesar de que ninguno de los modelos murinos desarrollados hasta la actualidad refleja
completamente el amplio rango de manifestaciones clinicas que se observan en esta patologia
en humanos, muchos reproducen en forma parcial distintos aspectos de la misma. No
debemos dejar de tener presente que las alergias alimentarias constituyen un espectro

heterogéneo de enfermedades alérgicas, con formas variables de presentacion clinica.
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Con el avance de la biotecnologia, y la introduccion al mercado de productos
modificados genéticamente, se torna necesaria la evaluacion del potencial alergénico de
nuevas proteinas mediante el empleo de herramientas in vivo, como lo son los modelos
animales. En este campo, los modelos animales constituyen una valiosa herramienta, ya que
permiten estudiar el potencial impacto que genera la introduccion en la dieta de alimentos
modificados, incluso en aquellos en los cuales se evallan estrategias para reducir su
alergenicidad, o la evaluacion del efecto que tiene el procesamiento de los alimentos en su

potencial alergénico (Dearman y Kimber 2009).

A partir del advenimiento de los modelos animales de alergia numerosos progresos se
han introducido. Se pueden encontrar modelos en los que simplemente la administracion
repetitiva del alergeno genera una respuesta inmune Th2-dependiente (Gonipeta et al. 2010;
X.-W. Chen, Lau, et al. 2011), hasta los que emplean adyuvantes mucosales y administran el
alergeno por la misma via que en humanos (X. M. Li, Schofield, et al. 1999; X. M. Li et al.
2001). Estos modelos pueden emplear protocolos de sensibilizacion sistémicos (via
intraperitoneal) o mucosales (intra-gastrico, nasal, cutaneo, etc.) (van Halteren et al. 1997;
Gizzarelli et al. 2006; X. M. Li, Zhang, et al. 2001) y en general reproducen aspectos

parciales de la patologia.

Adyuvantes empleados

La mayoria de las proteinas alergénicas se comportan como inmundgenos muy pobres
cuando son administradas por via intragastrica, produciendo una respuesta inmune regulatoria
o tolerogénica, conocida como tolerancia oral (Berin y Shreffler 2008). Esto se debe a que no
contienen PAMPs (patrones moleculares asociados a patdgenos) o MAMPs (patrones
moleculares asociados a microorganismos). Por lo tanto para inducir un proceso alérgico es
necesario “romper” esta tolerancia natural, al igual que ocurre en humanos. Para ello es
necesario el empleo de adyuvantes, y que induzcan una respuesta Th2-dependiente
(adyuvantes pro-Th2).

Se han caracterizado nuevos adyuvantes mucosales con capacidad de activar la
inmunidad innata e inducir la maduracién de las APC (Berin y Mayer 2009). Se ha observado
que la toxina colérica (TC), toxina producida por la bacteria Vibrio cholerae, es capaz de
estimular la maduracion in vitro de las células dendriticas y de los macréfagos, induciendo la
expresion en la superficie de las células de moléculas de MHC clase Il y moléculas co-

estimulatorias. Estas células, en estas condiciones son capaces de activar células T CD4"
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CDA45RA" naiive, con la posterior secrecion de citoquinas Th2 (I1L-4, IL-5, IL-13) (Gagliardi y

De Magistris 2003). Muchos de estos nuevos adyuvantes son agonistas de los receptores tipo
Toll (TLR), pero otros, como la TC se unen a otros tipos de receptores presentes en la
membrana de células de la inmunidad innata. La TC estd compuesta por las subunidades A 'y
B como se muestra en la figura 7. La accion de la TC comienza por la union de la subunidad
B al gangliésido GM1 presente en la superficie de todas las células nucleadas, incluyendo los
enterocitos y las células dendriticas, luego es endocitada y posteriormente la subunidad A
activa la proteina G de la adenilato ciclasa, aumentando los niveles de AMP ciclico

intracelulares.
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Figura 7. Estructura de la toxina colérica. Se muestran los 2 dominios de la subunidad A y el
pentamero que forma la subunidad B. (Modificado de Fan y col. International Journal of
Medical Microbiology 2004)

La administracién oral de TC induce un aumento en la migracién de las CDs
inmaduras a la mucosa intestinal (sitio inductivo), su activacion, y su posterior migracion a
los MLN. El flujo de CDs inmaduras a la mucosa se produce por la secrecion de la
quimioquina CCL20/MIP3a en intestino (Anjuere et al. 2004).

Es conocido que la TC es un adyuvante mucosal muy efectivo en modelos animales,
sin embargo poco se conoce sobre su mecanismo. Hay trabajos que muestran que pueden
originar una respuesta pro- o anti-inflamatoria in vivo, y se ha identificado a la via
involucrada es la via del NF-kB como la principal mediadora de las reacciones inflamatorias
(Mempel et al. 2004; Lycke 2005).
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Muchos de los modelos animales de asma y de hipersensibilidad a alimentos utilizan
como adyuvante pro-Th2 al hidréxido de aluminio (Dahlin et al. 2011; Comstock et al.
2010). A pesar de ser un adyuvante muy utilizado, no hay consenso sobre el mecanismo de
accion. Se proponen los siguientes 3 mecanismos: (a) formacion de un depoésito con liberacion
gradual del antigeno adsorbido, acentuando una mayor interaccion APC-antigeno, (b)
presentacion de los antigenos de una manera multivalente particulada, que permite una
internalizacion mas eficiente del Ag por parte de las APC, y (c) activacion del complemento y
la formacion de un ambiente inflamatorio en el lugar de la inyeccion que permite la
maduracion de las APC (Gavin et al. 2006; Lambrecht, Kool, et al. 2009; Kwissa et al. 2007,
Brewer 2006; Kool, Soullié, et al. 2008). No activan directamente a los TLR, pero facilitan la
maduran de células el sistema inmune.

Otro de los adyuvantes utilizados es el adyuvante de Freund completo, es uno de los
adyuvantes mas potentes conocidos. Se desarroll6 en 1936 y consta de una mezcla de agua,
aceites y micobacterias. En 1969, fue modificado por Stuart-Harris quién elimind las
micobacterias para disminuir su toxicidad, y es llamado adyuvante incompleto de Freund.
Estos adyuvantes mantienen mas tiempo al Ag en el sitio de inoculacion dado que forman una
emulsion que mantienen al Ag atrapado. Este fendbmeno genera una respuesta inmunoldgica
de mayor intensidad dado que reproduce sucesivas inmunizaciones. Debido a su toxicidad no
es aceptado su uso en humanos, pero si en animales (Strid et al. 2004), el agregado de
micobacterias, induce la activacién y maduracién de APC, principalmente CDs, por el

contenido de ligandos de TLR en la superficie bacteriana.

Estrategias de modulacion de la respuesta:

Inmunomodulacion

Una de las posibles estrategias de modulacion consiste en el re direccionamiento de la
respuesta Th2 inducida en los animales sensibilizados con antigenos dietarios hacia una
respuesta Th1 especifica, procedimiento que se denomina inmunomodulacién. Para ello se ha
estudiado la aplicacion de diferentes moléculas con poder adyuvante o directamente se han
empleado citoquinas pro-Thl.

Mediante la aplicacion de diferentes estrategias de este tipo se ha logrado revertir los
cuadros asociados a procesos alérgicos en modelos animales.

Una estrategia de modulacién mas estudiada consiste en la administracion de

oligonucledtidos sintéticos ricos en secuencias CpG hipometiladas (CpG ODN) como
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adyuvante, junto al antigeno. Estos motivos ricos en CpG actuan directamente sobre células B
y CPA a través del TLRY, activdndolas y produciendo asi una fuerte respuesta humoral y
celular que lleva hacia una respuesta inmune de perfil Thl (Y. Zhang et al. 2001; A. Krug et
al. 2001; Sidhapuriwala et al. 2006). Adel-Patient y col. han utilizado CpG ODN como
adyuvante para prevenir la sensibilizacion gastro-intestinal en un modelo murino de alergia a
mani (Karine Adel-Patient et al. 2007). Efectos similares se encontraron mediante la
administracion de IL-12 recombinante, junto al antigeno en un modelo murino de alergia a f3-
lactoglobulina (Cortes-Perez et al. 2007). Otras estrategias consisten en la administracion de
plasmidos bacterianos que codifican para distintos alergenos (Raz et al. 1996; Mohapatra et
al. 2010), o con genes codificantes de alergenos que ademas contienen secuencias CpG ODN
(Maecker et al. 2001). De esta manera el plasmido es captado por las CPA vy el alergeno
sintetizado es presentado por MHC clase | a células T CD8. El IFN-y producido genera una
respuesta Th1l con la consiguiente sintesis de 1gG2a y la supresion de la produccion de IgE
alergeno especifica (D. J. Lee et al. 1997; Slater y Colberg-Poley 1997; F. Zhang et al. 2011).

Induccion de tolerancia

Empleando modelos animales se ha demostrado que la transferencia adoptiva .de
células CD4"CD25" suprimian la eosinofilia inducida por la exposicion a un determinado
antigeno en las vias aéreas (Jaffar et al. 2004). Por otro lado, se produjeron ratones knock out
en Foxp3 y estos animales no presentan LT regulatorios en circulacion. En humanos se
descubridé que la patologia llamada Sindrome Poliendocrinopatia ligado al X (IPEX) el gen
que codifica para Foxp3 es no funcional y estos pacientes tampoco tienen Treg inducibles.
Tanto los animales como los pacientes desarrollan espontdneamente luego del nacimiento un
proceso inflamatorio generalizado, con una severa enfermedad autoinmune (tiroiditis, diabetes
tipo I, inflamacién intestinal) y signos clinicos relacionados con enfermedades alérgicas
(eczema severo, trastornos gastrointestinales, etc.). Presentan ademas altos niveles de IgE y
eosinofilia. Estos hallazgos han resultado importantes para postular la hipétesis sobre fallas a
nivel de tolerancia asociada a procesos alergicos. Ademas, se ha observado que nifios que
revierten su alergia a proteinas de leche de vaca incrementan sus células CD4"CD25"
circulantes, en comparacion con los que mantienen un alergia clinica activa (Karlsson et al.
2004; Skrindo et al. 2008). Sin embargo y dependiendo de los pacientes suele observarse un
bajo numero de Tregs o celulas con una funcionalidad alterada (Ling et al. 2004; Grindebacke
et al. 2004). Ademas en modelos animales de alergia a proteinas de mani, se encontrd que la
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transferencia de células Treg provenientes de ratones tolerizados a ratones sensibilizados, no
revierte la produccién de citoquinas de perfil Th2, ni disminuye los niveles séricos de IgE
especifico; sin embargo se observa una disminucion de la activacion de basofilos (Marcondes
Rezende et al. 2011). Por lo tanto resta aun mucho camino por recorrer para lograr una

completa comprension de los mecanismos regulatorios subyacentes en esta patologia.

A partir del conjunto de resultados, varios grupos han estudiado distintos protocolos
de induccidn o restauracion de la tolerancia, como posible terapia para las reacciones
alérgicas. Curotto y col. han desarrollado un modelo de hiper-IgE en raton que presentan un
repertorio de células T y B monoclonales (M A Curotto de Lafaille et al. 2001). En este
modelo han estudiado que la tolerancia oral puede ser inducida en ausencia de Treg naturales
provenientes del timo. Este restablecimiento de la tolerancia oral se correlaciona con la
induccion de novo de Treg CD4'CD25Foxp3* especificas al alergeno en periferia (Treg
inducibles), la cual es inhibida por el bloqueo de TGF-B (Mucida et al. 2005). También
analizaron la importancia de los Treg Foxp3® inducibles en condiciones de tolerancia e
inflamacion, encontrando que Foxp3 es esencial para establecer la tolerancia en la mucosa
intestinal y respiratoria. Empleando un modelo de inflamacion alérgica cronica, demostraron
la existencia de mecanismos supresores dependientes e independientes de Foxp3. La
severidad de la inflamacion alérgica mediada por IL-4 es controlada por la presencia de las
células Treg Foxp3™; sin embargo, la produccion de IL-5 y la eosinofilia observada en la
inflamacion es suprimida por el IFN-y pero es independiente de la accién de las células Treg
Foxp3* (M A Curotto de Lafaille et al. 2008).

Otro tipo de terapias tendientes a disminuir la aparicion de signos clinicos frente a la
exposicion natural al alergeno son aquellas que emplean algunas modificaciones. En este
sentido se han realizado estudios en los que se emplean proteinas alimentarias recombinantes
en la inmunoterapia alergeno-especifica (Li et al. 2003). De esta manera alterando la
secuencia de los epitopes B del alergeno principal del mani (Ara h 1) el grupo de Sampson
logré disminuir la capacidad de union a la IgE, conservando la capacidad de estimular células
T de pacientes alérgicos (Nina King et al. 2005; G A Bannon et al. 2001). Esta proteina
mutagenizada fue expresada en E. coli, las cuales luego de ser muertas por calor fueron
administradas a un modelo murino de anafilaxia a mani lograndose resultados muy
alentadores (Xiu-Min Li et al. 2003).
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Otra alternativa de inmunoterapia en desarrollo es el empleo de péptidos que

contengan epitopes T reactivos y con epitopes B mutagenizados para evitar que la molécula
puentee dos moléculas de IgE y active mastocitos y basofilos (Briner et al. 1993; Sicherer y
Sampson 2010).

Por lo tanto se ha avanzado mucho en el conocimiento de los mecanismos inmunes
involucrados en la patogénesis de las enfermedades alérgicas. El desarrollo de modelos
animales ha sido clave en este punto y ha permitido plantear nuevas terapias. Sin embargo,
como se ha mencionado, actualmente el Unico tratamiento eficaz empleado es la eliminacion
del estimulo inmunoldgico (alergeno).

En este trabajo de tesis hemos abordado el estudio de diferentes estrategias
inmunomoduladoras en un modelo en raton de alergia a proteinas de leche de vaca.
Consideramos que este trabajo aporta informacion que puede ser relevante para ampliar los
conocimientos para el planteo de futuras terapias inmunomodulatorias para la alergia

alimentaria a leche de vaca.
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1. Preparacion y caracterizacion de extractos proteicos

1.2 Proteinas de leche de vaca (PLV): se utilizé leche descremada comercial, en
polvo (Svelty, Nestle) para la preparacion de los extractos proteicos acuosos. Se prepararon
soluciones de distinta concentracion segin el método en el que se van a emplear, en agua bi-
destilada, PBS pH 7.4 o buffer bicarbonato pH 8.4. Se agit6 hasta lograr la maxima disolucién

y se filtro.

1.2 Proteinas de soja (PS): para la preparacion de los extractos proteicos crudos
se trituraron las semillas de soja transgénicas (Glycine max. L merr genotipo Asgrow)
empleando un molinillo eléctrico y mortero, y se disolvieron en NaHCO3 0,01N a 90 °C (65 g
de semillas molidas y 0,5 g de NaHCO3 en 365 ml de agua destilada). Luego se homogeneizd
(homogeneizador Ultraturrax UT 20.000) y al alcanzar la temperatura ambiente se centrifugo
durante 20 minutos a 5000 xg a 20°C. Se tomd el sobrenadante y se realizd una nueva
centrifugacion a 10.000 xg durante 15 minutos a 4°C. Seguidamente se procedié a la
extraccion de lipidos con cloroformo durante 8 horas a 4°C, utilizando una relacién solucion
acuosa:cloroformo 2:1. Finalmente los extractos se dializaron contra agua bi-destilada durante
toda la noche utilizando una membrana de diélisis de 2kDa de punto de corte, y se
almacenaron a -20°C.

1.3  Proteina recombinante de Brucella abortus: se utilizd la proteina de
membrana externa Omp-16, provista por el grupo de la Dra. Juliana Cassataro (Laboratorio de
Inmunogenética, Hospital de Clinicas, FMED-UBA). Brevemente, las bacterias E.coli BL21
(DE3) competentes (Stratagene) fueron transformadas con la construccion (pET-U-Ompl6
con colita de histidina). La Omp recombinante fue expresada y aislada por sonicacién y luego
purificada por cromatografia de afinidad en resina de Ni-NTA. Para eliminar el LPS, la Omp
recombinante fue adsorbida en Polimixina B. Se obtuvo un conteniendo menor a 0,25
unidades de endotoxina/ug de proteina, el cual fue determinado con el test de Limulus

amebocyte. (Giambartolomei et al. 2004).

1.4  Cuantificacion de proteinas: la concentracion de proteinas totales en los
extractos crudos de soja, de leche de vaca y en la fraccion recombinante purificada se
determind por el micrométodo de Bradford (Bradford 1976) o mediante el método de acido
Bicinconinico (Pierce BCA Protein Assay), empleando en ambos métodos seroalbumina

bovina como standard de proteinas para la curva de calibracion .
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2 Planes de inmunizacién

2.1  Plan de sensibilizacion: se emplearon ratones de 4 a 6 semanas de edad de la
cepa BALB/c para su sensibilizacion por via intragastrica (ig). Mediante una sonda metalica
se administrd la solucion del antigeno (PLV) en buffer bicarbonato de sodio 3% pH 8 junto a
toxina colérica (Sigma) como adyuvante mucosal. Dos horas antes de cada administracion se
les retird el alimento y 30 minutos antes se les administré 200 pl de la solucion de NaHCO;3 al
3 % pH 8 para disminuir la acidez estomacal. El plan de sensibilizacion consistié en una
administracién semanal, durante 4-6 semanas seguin los niveles séricos de IgE especifica a
PLV. A los diez dias se realizé el desafio oral inicamente con PLV (figura 8). Los animales
se agruparon en distintos lotes: animales sensibilizados (toxina colérica y PLV), animales
control (PLV 6 toxina colérica) y animales tratados (segun el tratamiento que recibieron).

En todos los casos los ratones BALB/c fueron adquiridos con certificado de salubridad
para gérmenes especificos en el bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinaria de la UNLP.
Los animales fueron mantenidos en el Bioterio del LISIN con foto periodo natural, en
ambiente con temperatura de entre 18°C y 24°C, con disponibilidad de agua y alimento
estériles ad libitum. El alimento balanceado usado (Cooperacion, para rata y raton,
Cooperativas Argentinas) poseia proteina bruta (minimo) 10%, extracto etéreo (minimo) 5%,
fibra cruda (méaximo) 6%, minerales totales (maximo) 10%, calcio 1,3%, fosforo (disponible)
0,8%, humedad (maxima) 12%. Este alimento no contenia en su composicién proteinas de

leche de vaca.

sensibilizacion | | desafio oral |

|
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¢ i/ \L Tiempo

| evaluacion de la respuesta inmune

Figura 8. Esquema general de sensibilizacion utilizado durante los distintos planes de
inmunizacion de los ratones.
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2.2 Plan de modulacién: para la optimizacién de la modulacion de la respuesta
Th2 inducida se evaluaron las siguientes variables:

Agentes moduladores: se empled la proteina recombinante de Brucella abortus,
Omp-16, y bacterias muertas del género actinomycetales [Gordonia bronchialis (Gb) y
Tsukamurella inchonensis (Ti)] muertas provistas por BioEos Ltd. (Dr. John Stanford, Essex,
Inglaterra). Los cultivos bacterianos se realizaron en medio Sauton y las suspensiones
bacterianas se prepararon como se describe en Fontanella et al. (Fontanella et al. 2007).

Vias de administracion: subcutanea (sc), intranasal (in) e intragastrica (ig)

Dosis, frecuencia y estrategias: Se probaron distintas dosis de los agentes
moduladores (50 pg y 100 pg de Omp16; 10" y 10° bacterias de Gb y Ti), distintas frecuencias
de administracion (dias consecutivos 0 no) y en distintas etapas del plan (previo, durante y

post sensibilizacion).

2.3 Desafio oral (DO): una vez concluido el plan de inmunizacion los animales
fueron desafiados con el antigeno en cuestion con el fin de analizar los signos clinicos locales
y sistémicos inducidos como consecuencia de la sensibilizacion previa. Para esto se les
administré Unicamente el antigeno por via intragastrica. Los sintomas clinicos indicadores de
la induccioén de reacciones mediadas por IgE aparecen entre 15 y 30 minutos posteriores a la
exposicion al antigeno y alcanzan un pico aproximadamente 45 minutos después de la
aparicion del primer sintoma. Los animales fueron observados durante la hora y media
siguiente al desafio oral por distintos observadores. Como se describe méas adelante a cada
signo clinico se le asignd un indice clinico de manera de semi-cuantificar la respuesta clinica

al desafio oral.
2.4  Evaluacion de la respuesta inmune
2.4.1 Pruebas in vivo

2.4.1.a. Evaluacion de los signos clinicos inducidos post-DO
Para la evaluacion de los signos clinicos, se definié una escala cuantitativa de “indice”
de sintomas, asignandole de manera arbitraria un puntaje a cada signo clinico inducido en

funcién de la intensidad de los mismos (tabla 1).
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Tabla 1. Escala de puntajes utilizada para evaluar la intensidad de los signos clinicos observados
luego del desafio oral.

Puntaje Signos clinicos observados

0 sin sintomas

1 rascado de nariz y cabeza, enrojecimiento alrededor de nariz y cabeza

hinchazén alrededor de ojos y boca, pelo erizado, baja actividad general y/o baja
actividad con aumento de la frecuencia respiratoria

3 respiracion dificultosa, cianosis alrededor de la boca y cola

4 inactividad posterior a un estimulo, convulsiones

5 Muerte

Luego de asignados los indices clinicos se considera el valor mas alto alcanzado por

cada animal de cada uno de los lotes.

2.4.1.b. Prueba cutéanea (PC)

Brevemente, esta prueba evalla la presencia de IgE especifica unida a los receptores
de alta afinidad en la superficie de los mastocitos de la piel, para lo cual se inocula el antigeno
por via sc, y Azul de Evans en forma intravenosa (iv). Si el animal sensibilizado tiene
anticuerpos IgE especificos en las células, la presencia del Ag especifico induce la activacién
celular con la consiguiente liberacién de mediadores pro-inflamatorios pre-formados en los
granulos citoplasmaticos. La zona inflamada se evidencia experimentalmente mediante la
extravasacion del Azul de Evans al tejido circundante (coloracion azul de la piel). Este
resultado es indicador de un proceso mediado por IgE solo si la extravasacion del colorante se
produce a los minutos de inoculado el Ag sc.

Un dia antes de la prueba los ratones fueron afeitados en sus flancos derecho e
izquierdo. Posteriormente se inoculo por via sc 50 pl de la solucién del antigeno a evaluar,
control negativo (solucion fisiologica) o control positivo (histamina). La cantidad de antigeno
a utilizar se determind por titulacion, encontrandose que para este modelo 4 mg/ml de PLV y
8mg/ml de SP son las concentraciones 6ptimas que producen reaccion positiva en animales
sensibilizados, y negativa en los lotes control. Inmediatamente después de la inyeccion sc se
procedio a la inoculacion iv de 100 ul de Azul de Evans. Se evaluaron distintas

concentraciones de Azul de Evans (0,5 %; 0,25 %; 0,1 % en solucién fisioldgica) y se eligié
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la de 0,25 % como la Optima para visualizar la reaccion inflamatoria (animales del lote

sensibilizacion), sin que se observen falsos positivos en los animales del lote control.

Luego de 15-30 minutos se observo la aparicion de una roncha azul en la zona de
inoculacion que se considerd positiva cuando el tamarfio del diametro fue mayor a 3 mm. En
numerosas ocasiones se observd la coloracion azul no sélo en la zona de inoculacion, sino
también en zonas alejadas (orejas, hocico, boca, patas, etc), lo cual sugiere la presencia de una

reaccion inflamatoria sistémica.

2.4.1.c. Prueba de transferencia cutdnea pasiva o Anafilaxia cutanea pasiva
(ACP)

Para optimizar este ensayo, y asegurar la reproducibilidad del mismo, se realizaron dos
experimentos independientes.

Como control positivo, se utilizé un pool de sueros conteniendo niveles altos
de IgE especifica contra PLV, provenientes de ratones de la cepa BALB/c sensibilizados con
PLV en Al(OH); como adyuvante. Como control negativo se utiliz6 un pool de suero de
ratones sin sensibilizar. Los niveles séricos de IgE se determinaron como se detallard mas
adelante.

Se inocularon por via sc ratones de la cepa nude (de la misma manera que se procedio
para la prueba cutanea) con 50 pl de distintas diluciones de los sueros control (1:5; 1:10; 1:50
y 1:100). Luego de 24 hs estos animales fueron inoculados iv con 100 pl de una solucion del
antigeno (100 6 200 ug/100 pl/raton) diluido en Azul de Evans al 0,25%. Se observa a los
minutos la extravasacion del colorante azul.

Empleando sueros provenientes de animales sensibilizados y de animales control,
logramos optimizar las condiciones de la ACP: ratones BALB/c sin sensibilizar fueron
afeitados en sus flancos derecho e izquierdo, e inoculados por via sc con 50 pl de suero a
testificar diluido 1:5 en solucion fisiologica. Este suero proviene de animales sensibilizados
contra PLV o de los controles (ratones inoculados solamente con el antigeno o con el
adyuvante, o de ratones sin inocular). Luego de 24 horas, se les inyectd por via iv PLV (200
pg) diluida en Azul de Evans al 0,25 % p/v (volumen final de 100ul). Se observa a los
minutos la aparicién de color azul en la zona de la piel donde se inocul6 el suero.

Una reaccidn positiva significa que el suero inyectado sc contiene anticuerpos IgE que
se unen a los receptores de alta afinidad de los mastocitos cutaneos; posteriormente el Ag

inoculado por via iv junto al colorante alcanza la zona de la piel y si es reconocido por la IgE,

Autora: Smaldini Paola Lorena
Directores: Dr. Docena G. y Dr. Fossati C. -43 -



,/AZ;4¢417QJV.~/22%04;

y al mismo tiempo puentea al menos 2 moléculas de IgE, se produce la activacion celular, con

la liberacion del contenido de los granulos y la consiguiente extravasacion del colorante. Si
por el contrario se observa una reaccion negativa significa que el suero no contiene IgE o el
Ag no es especifico de la IgE. Como se describié anteriormente en PC también se considero
una prueba positiva si el colorante se extravasé en zonas alejadas a la zona de inoculacion del
suero, lo cual significa que los anticuerpos inoculados sc alcanzan la circulacién sanguinea y
sensibilizan en otros sitios mastocitos y basofilos.

Cabe aclarar que en el raton, a diferencia de humanos, ademas de la IgE, la 1gG1
puede participar en la degranulacion de los mastocitos cutaneos inducida por el antigeno
especifico. Para diferenciar que isotipo es el responsable de la reaccidn, el suero de los ratones
se pre-calienta por 2 horas a 56°C para inhibir la capacidad de la IgE de unirse a su receptor
especifico. De esta manera podemos demostrar in vivo la existencia de IgE especifica
funcional en el suero de un animal cuando la ACP se negativiza por efecto del calentamiento

del suero.

2.4.1.d. Prueba de Hipersensibilidad Retardada (DTH)

Los ratones previamente sensibilizados fueron inoculados por via intradérmica (id) en
la almohadilla plantar con 20 pl del antigeno de interés (20 pug de PLV) en una de sus patas
traseras y con 20 ul de solucion fisioldgica en la otra, como control negativo. Pasadas 48/72
hs, mediante un calibre digital (precision 0,01 mm) se midi6 el grosor de la palma plantar
trasera de cada pata. Se calcul6 y graficé el incremento del espesor plantar en mm de la pata
sensibilizada con PLV respecto al control.

2.4.2. Ensayos in vitro:

Evaluacion de la respuesta inmune humoral:

Se midieron los niveles séricos de distintos isotipos de anticuerpos especificos para
proteinas de leche de vaca (PLV) o de proteinas de soja mediante el empleo de ensayos
inmunoenzimaticos desarrollados en nuestro laboratorio (ELISA indirecto), en el suero
proveniente de los animales de cada lote. Se optimizé la cantidad de antigeno con la que se
sensibiliza la fase sélida y la concentracion del anticuerpo secundario conjugado. Como
controles negativos se emplearon sueros de animales no sensibilizados, o fosas sin

sensibilizar, o se omitio el anticuerpo primario (suero de los animales en este caso).
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24.2.a. Determinacion en suero de IgE especifica por EAST

La determinacion sérica de anticuerpos IgE especificos se realizé por EAST para lo

cual se prepard la fase sélida segin Ceska (Ceska 1981).

Activacion de papeles con CNBr: se activaron papeles de celulosa como fase sélida
para lo cual se sumergieron 20 g de discos de papel de filtro (Whatman) de 5 mm de didmetro
en una solucién conteniendo 20 g de CNBr en 500 ml de agua destilada, bajo campana. Se
llevé a pH=10,5 con NaOH 1M. Luego se realizaron lavados sucesivos utilizando las
siguientes soluciones: NaHCO3 0,005 M, agua destilada, acetona 25 %, acetona 50 %, acetona
75 %, y acetona 100 %. Los discos de papel se secaron a temperatura ambiente y se guardaron

a -20°C hasta su utilizacion.

Reaccion inmunoldgica: para la determinacion de la IgE especifica en el suero de los
ratones, se emplearon los discos de papel activados con CNBr, los cuales fueron
sensibilizados con los diferentes extractos proteicos a razén de 1,75 mg/ml de PLV o 0,5
mg/ml de proteinas de soja en buffer 0,1 M carbonato/bicarbonato pH 9.4 segin el método de
Ceska (Ceska 1981). Se incubaron los papeles con el extracto proteico durante toda la noche a
temperatura ambiente, luego estos fueron lavados con buffer de sensibilizacion (buffer
carbonato pH 9.4) y blogueados con una solucion 0.05M de etanolamina durante 2 horas en
agitacion a temperatura ambiente. Los papeles sensibilizados y bloqueados se guardaron en la
heladera en PBS con azida sodica hasta su utilizacion.

Cada disco de celulosa sensibilizado y bloqueado se incub6 con 50 ul de suero de
raton sin diluir durante 16 hs a 4°C. Luego de realizar los lavados, los papeles se incubaron
con 50 pl del anticuerpo biotinilado anti-IgE de raton (BD Pharmigen), llevado a una
concentracion de 8 pg/ml con diluyente suero equino 3% en solucion fisiologica (SE 3% v/v
en SF), durante 5 horas a 4°C. Se lavaron los discos nuevamente y se incubaron con avidina
conjugada a fosfatasa alcalina (SIGMA, 1:3000) durante 30 minutos a 37°C. Finalmente se
agrego la solucion de sustrato PNPP, deteniéndose la reaccion 20 minutos mas tarde con 100
ul de EDTA 0.1 M. Se midi6 la absorbancia a 405 nm en el lector de ELISA (Sirio SAECS,
Radim Company, Italia).

2.4.2.b. Determinacion en suero de IgG1l e IgG2a especifica por ELISA
indirecto
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Los isotipos de 1gG fueron analizados por ELISA, para lo cual se sensibilizaron placas

de microelisa de poliestireno (NUNC, Maxisorp) con 1 pg/ fosa de PLV o de extracto proteico
de soja diluidos en buffer de sensibilizacion (buffer carbonato pH 9.4). Se bloque6 con suero
equino al 5% en SF y se incub6 con 100 pl de los sueros diluidos 1:200 en diluyente (1 hora a
37°C). Luego se incubd con el anticuerpo secundario especifico correspondiente obtenido en
oveja (Dako, 1:2000), durante 1 hora a 37°C. Finalmente se empeld un suero obtenido en
cabra especifico de gammaglobulina de oveja conjugado a peroxidasa (Jackson, 1:10000)
durante 1 hora a 37°C. Se agregaron 100 pl de soluciéon de sustrato/cromédgeno para
peroxidasa (OPD-H,0,). Y se detuvo la reaccion a los 15 minutos con 50 pl de H,SO4 2N. Se
midio6 densidad Optica a 492 nm.

2.4.2.c Determinacion de IgA especifica en materia fecal

A partir de las muestras de materia fecal se prepararon extractos proteicos para aislar
inmunoglobulinas, los cuales fueron mantenidos a -20°C hasta su uso. Brevemente, se
recolectaron 5 pellets en 500ul de buffer de extraccion frio (EDTA 30mM, inhibidor de
tripsina de soja 105 pg/ml, solucién de albdmina bovina 1%, PBS pH 7,6), se disgregd con
ayuda de un palillo, luego se centrifug6 a 5000 xg por 5min a 4°C y se guardé el sobrenadante
a -20°C hasta su uso.

Al igual que para la determinacion de los isotipos especificos de IgG, se sensibilizaron
placas de microelisa de poliestireno (NUNC, Maxisorp) con 1 pg/ fosa de PLV en buffer de
sensibilizacion (buffer carbonato pH 9.4), las cuales fueron posteriormente blogueadas e
incubadas con 100 pl del extracto de materia fecal dilucion 1:10 en SF (18 horas a 4°C).
Posteriormente se incub6é con un antisuero especifico de cadena o de raton conjugado a
fosfatasa alcalina (SIGMA, 1:1000), durante 1 hora a 37°C. Finalmente se reveld con 100 pl
de solucién de sustrato/cromoégeno para fosfatasa (PNPP). Después de 15-20 minutos la

reaccion se detuvo con 50 ul de EDTA 0.1 M y se midi6 la densidad optica a 405 nm.

24.2d Determinacién de los niveles plasmaticos de histamina por ELISA

Se determinaron los niveles plasmaticos de histamina utilizando un ELISA
competitivo directo de origen comercial (Immunotech) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Treinta minutos después del desafio oral, se recolectd sangre del plexo retro-
orbital en tubos conteniendo 20 pl de heparina sodica (5000 U por ml, Abbott) diluida 1/5 en
solucidn fisiologica, o 20 ul de EDTA 0.25 M. Para minimizar la degradacién de la histamina

las muestras se colocaron en bafio de hielo inmediatamente después de la extraccion, se
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separd el plasma de las células por centrifugacion 10 min a 900 xg, a 4°C dentro de los 20 min

que siguen a la extraccion, se recolecto los 2/3 de la parte superior del plasma y se conservé a
—80°C hasta su analisis.

Brevemente, el ensayo consiste en mezclar 50 pl de las muestras de plasma diluidas o
de los controles (0, 2.5, 5, 10, 20 y 50 ppm de histamina) previamente acilados con el reactivo
provisto por el kit para aumentar la estabilidad de la histamina, con 200 pl del conjugado
(histamina conjugada con fosfatasa alcalina) en los pocillos sensibilizados con anticuerpos
anti-histamina. La placa se incubo toda la noche a 4°C, luego de los lavados correspondientes
se agregaron 200 pl del sustrato/cromédgeno (PNPP), y se detuvo la reaccion a los 30 minutos
con NaOH 1N. Se ley6 densidad Optica a 405 nm en lector de microelisa. A partir de los
valores de DO de los estandares, se construyd una curva de calibracion DO 405nm vs.
concentracion de histamina (nM), que permitié calcular la concentracion de histamina en las

muestras problema, mediante la aplicacion de la funcion matematica logit (p).

Evaluacion de la respuesta inmune celular

24.2.e. Dosaje de citoquinas

Se evalud la induccidn de linfocitos T especificos durante la sensibilizacién mediante
ensayos de proliferacion celular y secrecién de citoguinas a partir de células aisladas de
animales provenientes de los distintos lotes. Para tal fin se extrajo el bazo y los ganglios
mesentéricos de los ratones del grupo control, del grupo modulado y del grupo de animales
sensibilizados, el dia posterior al desafio oral con PLV. Los tejidos fueron disgregados, como
se describe posteriormente, y se realizd recuento celular empleando Tripan blue para
cuantificar células viables. Los cultivos celulares se realizaron en placas de cultivo celular de
48 fosas (Cell Star ®, GBO) y empleando como medio de cultivo RPMI suplementado con
suero fetal bovino 5% y antibidticos. Se optimizé para cada tipo de tejido el niumero de
células a incubar, concentracion de antigenos y tiempo de cultivo. De esta manera, se
colocaron 500 pl de la suspension celular (4x10° células/fosa) y 500 pl de una solucion 2X en
RPMI de los siguientes estimulos antigénicos: PLV (2000 pg/ml), extracto proteico de soja
(2000 pg/ml), B-lactoglobulina (100 pg/ml) o caseinas (800 pg/ml). Para el caso de células
mononucleares de ganglios mesentéricos hubo que hacer pool de ganglios para llegar a este
niumero. Como controles del ensayo se emple6 Concanavalina A (Con A) (5 pg/ml) como

control positivo, o0 medio RPMI como control negativo.
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Luego de 72 hs de incubacion a 37°C en atmosfera controlada de CO, se cuantifico en
el sobrenadante de los cultivos la presencia de citoquinas mediante el empleo de un ELISA de
captura indirecto de origen comercial: interferon gamma (Mouse IFN-y CytoSetTM,
BioSource, Invitrogen), interleuquina-5 (Mouse IL-5 CytoSetTM, Invitrogen) e interleuquina-
13 (R&D Systems, UK). Se introdujeron algunas modificaciones técnicas al protocolo
indicado por el fabricante para optimizar cada ensayo, en funcion de las concentraciones de
citoquinas presentes en los sobrenadantes de los cultivos. Este inmunoensayo, brevemente,
consistio en sensibilizar las placas de ELISA (NUNC, MaxiSorp) con 100 pl/fosa del
anticuerpo de captura correspondiente a cada citoquina, en una concentracion de 1.25 pg/ml
para IL-5 e IFN-y, y 4 pg/ml de IL-13 en buffer de sensibilizacién pH 9.0, durante toda la
noche a 4°C. Luego se realizo el bloqueo con 300 pl/fosa de “Buffer Assay” (PBS con BSA
0.5%, pH 7.4) durante 1 hora a 37°C, y luego de los lavados correspondientes, se incubaron
con 100 pl/fosa de sobrenadante de cultivo; paralelamente se procesaron los estandar de
citoquinas de cada kit para construir la curva de calibracién, junto con 50 pl/fosa del
“anticuerpo de deteccion” (anti-IFN-y-biotinilado 0.125 pg/ml o anti-IL-5 biotinilado 0.10
pug/ml o anti-IL-13-biotinilado 0.0625 pg/ml), durante toda la noche a 4°C. Finalmente, se
realiz6 una incubacion de 1 hora a 37°C con Streptavidin-HRP (0,15 pg/ml). Se empleé OPD-
H.O, como sustrato cromogeno y luego de detener la reaccion con H,SO4 2N se midi6 la
densidad dptica a 492 nm. La concentracion de citoquinas en el sobrenadante de cultivo se

obtuvo de la curva de calibracion (DO vs. concentracion de citoquinas en pg/ml).

2.4.2.1. Marcacion intra-citoplasmatica

A partir de la suspension de esplenocitos o células de los ganglios mesentéricos, se
realizaron cultivos celulares en placas de 96 fosas (Cell Star ®, GBO), colocando 100 pl de la
suspension celular (2x10° células/fosa) y 100 ul de solucion 2X en RPMI de PLV (2000
pg/ml). Como controles del ensayo se empled Con A (5pg/ml) como control positivo, o medio
RPMI como control negativo. Las ultimas 4hs de incubacion se realizaron en presencia de
Brefeldina A (inhibidor del transporte de proteinas desde el reticulo endoplasmatico al aparato
de Golgi) a 37°C en atmdsfera de CO; al 5%. Pasado este tiempo las células fueron lavadas
con buffer staining (PBS, 2mM EDTA, 2% de SFB), se bloquearon los receptores Fc con Fc
Block o suero de ratén normal (SRN) durante 15 minutos a 4°C, para luego detectar las
proteinas de superficie de interés con los anticuerpos especificos fluoresceinados, durante 30
minutos a 4°C en oscuridad. Las células fueron lavadas y resuspendidas en buffer

fijacion/permeabilizacion (eBioscience) siguiendo las instrucciones del fabricante del Kit
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comercial para tincion intra-citoplasmética. Brevemente, una vez fijadas y permeabilizadas

las células, se incubaron con el anticuerpo anti-citoquina especifico conjugado a un
fluorocromo. Las células fueron analizadas por citometria de flujo multiparamétrica
empleando un citometro Becton Dickinson Calibur. Se hizo un gate en la region de los
linfocitos y se analizd la presencia de Foxp3, IL-5, IL-13, IL-10 e INF-y en células CD4" y
CDS§".

3. Biologia Molecular

Se estudio la expresion de genes en lineas celulares establecidas (Caco-2 y A549) y

células aisladas de distintos tejidos de raton (Yeyuno, enterocitos y ganglios mesentéricos).

3.1. Extraccion de RNA

Para la obtencion de RNA total se homogeneizé mecanicamente el material bioldgico,
al que previamente se lo trato con buffer lisis comercial, mediante el empleo de un triturador
UltraTurrax. De esta manera se trataron células o tejidos y se empled el kit illustra RNAspin
mini isolation kit, (GE, Healthcare Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las células son lisadas en buffer RAL, el cual inactiva las RNAsas y facilita la
union de RNA a la membrana de silica de la columna; el DNA contaminante se elimina
utilizando una DNAsa recombinante, aumentando asi la pureza de RNA. Luego se realizan
lavados para eliminar las sales y los diferentes componentes celulares y por dltimo se eluye el
RNA con agua libre de RNAsa.

Para cuantificar y determinar la calidad del RNA extraido se empleé un método
espectrofotométrico, en el cual se midié la absorbancia (A) a 260 y a 280 nm. Una relacion
AoeolAzgo entre 1,7 y 2,0 indica un grado de pureza aceptable, mientras que relaciones
menores indican contaminacion con proteinas. Para la cuantificacion de RNA se midio Azs Y
se considerd una unidad de absorbancia equivalente a 40pg/mL de RNA.

[RNA]: 40 pg/mL x Aggo X dilucion

3.2. Reaccion de transcripcion reversa
Esta técnica se basa en la obtencion de DNA complementario a partir del RNA
mensajero (MRNA) (Mullis, K 1990), utilizando la enzima transcriptasa inversa (M-MLV).

Se siguio el siguiente protocolo: se prepard una mezcla de 1 pg de RNA total con 1 ul de
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random primer, (10 pg/ ul), y agua libre de RNAsa de manera de tener un volumen de 12 pl,

la mezcla se incubd 5 minutos a 70°C para desnaturalizar el RNA e inmediatamente se enfrio
a 4°C, proceso mediante el cual hibrida el primer. En ese momento se agregd una mezcla que
contenia 4 pl de buffer de la transcriptasa inversa, 1.5 ul de DTT 100mM, 0.5 pl de inhibidor
de nucleasas de RNA, 1 ul de dNTPs y 1 pl de la enzima SuperScript II (Invitrogen). Las
muestras fueron incubadas en el termociclador (Mastercycler® gradient, Eppendorf) a 37°C
por 45 minutos, a 70°C durante 15 minutos para terminar la reaccion y luego fueron enfriadas
a 4°C. El cDNA obtenido fue guardado a -20°C hasta su empleo.

3.3.  Realtime PCR

Para esta técnica se realizo la clasica sucesion de ciclos de desnaturalizacion de la
doble hebra de ADN, hibridacion de los primers al ADN molde, sintesis de la cadena
complementaria mediante una polimerasa resistente al calor (Taq polimerasa) y nuevamente
desnaturalizacion del ADN doble cadena para comenzar el ciclo nuevamente.

En cada ciclo la cantidad de ADN se duplica y, en condiciones ideales, en un ciclo
dado (n), el nimero de copias de ADN (N,) podria calcularse segun la ecuacion N =Nyx2",
donde Ny es el nimero de copias inicial. EI crecimiento exponencial del nimero de copias de
ADN ocurre hasta que los reactivos se agotan y/o se produce inhibicion por producto. La real
time PCR se llevd a cabo en un ciclador térmico (iCycler Thermal Cycler 170-8731, BioRad)
que tiene acoplado un detector Optico que mide la fluorescencia en cada ciclo y en cada
reaccion individual. En la técnica empleada en este trabajo, se utiliz6 el indicador SYBR
Green que emite fluorescencia al unirse al ADN doble cadena por lo cual detecta la
amplificacion en tiempo real. De esta manera, se obtiene para cada reaccion individual una
curva de amplificacion, que se define como la curva de fluorescencia en funcién del nimero

de ciclos (figura 9).

Amplification Plots

Figura 9. Curva de amplificacidn obtenido con un sistema SYBR Green para un gen dado en
duplicados de una muestra.

-50-



. //////////J 2. ////(/)

En estas curvas se pueden distinguir tres fases: 1) una fase inicial en la que debido a
una cantidad aun baja de ADN los cambios de fluorescencia no son detectados por el equipo y
por lo tanto la sefial es aproximadamente constante; 2) una fase exponencial donde se observa
el mayor crecimiento de fluorescencia con el nimero de ciclos; y 3) una fase de meseta o
declinacidn, en la que la fluorescencia es constante o crece mas lentamente. Intuitivamente es
posible deducir que cuanto mayor sea la cantidad de ADN inicial, mas pronto se observara un
aumento significativo de fluorescencia en el curso de la reaccion. La fase inicial de la curva
de amplificacion define una linea de base por encima de la cual se detecta la acumulacion del
producto de PCR. Al establecer arbitrariamente una linea umbral por encima de esta linea de
base, se define el pardmetro Ct (ciclo umbral) como el nimero fraccional de ciclos en el que
la fluorescencia intercepta la linea umbral.

Para validar el caracter cuantitativo de la técnica es necesario incluir primers para
amplificar un gen enddgeno de expresion constante. En este caso se empled [-actina para
estandarizar la cantidad total de cDNA. En la tabla 2 se describen los genes de interés
analizados para ratdn, mientras que en la tabla 3 se incluyen los de humanos. Se grafico el
fold increase (FI) de los niveles de mMRNA (2°<%), el cual fue determinado comparando el Ct
del gen de interés con el correspondiente al de B-actina (Cts); y comparando los valores de Ct
entre el basal sin tratar y tratado (ACts) para establecer una variacion en la expresion.

Los primers para los distintitos genes utilizados en este trabajo fueron disefiados
mediante  la  secuencia  especifica  reportada para cada transcripto  en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene. El disefio se realizd por medio del software PerlPrimer
v.1.1.20. Dentro de lo posible, los primers fueron disefiados Unicamente con regiones
exonicas con el fin de evitar una probable inespecifica amplificacion de DNA gendémico. Para

asegurarnos la especificidad del primer se realizé un BLAST.
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Tabla 2. Oligonucleétidos (primers) empleados para la amplificacion de genes murinos
expresados en muestras de raton.

gen nomenclatura Secuencia5’-> 3’
S Fwd ccl20 GCAGAAGCAGCAAGCAACT
Rv ccl20 TTCATCGGCCATCTGTCTTG
e Fwd mcp-1 | CTCACCTGCTGCTACTCATT
Rv. mcp-1 [CACAGACCTCTCTCTTGAGC
IL-1p Fwdil-1lb  |TCAACTGTGAAATGCCACCT
Rv il-1lb | TTCATCTTTTGGGGTCCGTC
e Fwd il-5 TACTCATAAAAATCACCAGC
Rv il-5 TTATTAATGACAGGTTTTGG
e Fwd il-13 ACATCACACAAGACCAGACT
Rv il-13 TTTGTTATAAAGTGGGCTAC
IFN-y Fwdifng [TCCTTTGGACCCTCTGACTT
Rv ifng |ATGCAGTGTGTAGCGTTCAT
e Fwd GATA3 TGTCCAGTCAGTAACTTTCA
Rv GATA3 CAGTCACCTGAGTCTTCTCT
T-bet Fwd T-bet CTACATGCTCTGTGAATCAG
Rv T-bet CATCTTTTCTTATTTTGGTG
IL-10 Fwd IL-10  |GGACTTTAAGGGTTACTTGG
RvIL-10  |CAAATGCTCCTTGATTTCTG
TGF-B Fwd TGF-B |GGAACTCTACCAGAAATATAGC
RvTGF-B  |TATCTTTGCTGTCACAAGAG

Tabla 3. Oligonuclettidos (primers) empleados para la amplificacién de genes humanos
expresados en las lineas celulares.

gen nomenclatura Secuencia5->3’
CCL20 Fwd ccl20 CCAAGA GTTTGCTCCTGG CT
Rv ccl20 TGCTTG CTG CTT CTG ATT CG
e Fwd il-8 CAC CGG AAG GAACCATCTCA
Rv il-8 GGA AGG CTG CCA AGA GAG C
v Fwd mcp-1 CGC CTC CAG CATGAA AGTCT
Rv  mcp-1 ATG AAG GTG GCT GCT ATG AGC
1P Fwd il-1b AGCTGGAGAGTGTAGATCCC
Rv il-1b GGAACTGGGCAGACTCAAAT
N Fwd tnfa TCG TCT TGG CTG AGA AAG GG
Rv tnfa GAGGTGGAATGGCTCTGGC
L6 Fwd il-6 CATGGGCACCTCAGATTGTT
Rv il-6 AACTGCATAGCCACTTTCCAT
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4. Técnicas de cultivo celulares

4.1  Cultivos empleando lineas celulares
Se emplearon las lineas celulares Caco-2 (células epiteliales de carcinoma de colon

humano), Caco-luciferasa (Caco-luc) (linea reportera de células Caco-2 transfectadas con el
plasmido pccl20 Luc, por lo cual la enzima se encuentra bajo el promotor de NF-«xB)
(Nempont C 2008) y células epiteliales bronquiales humanas A549. Las células fueron
mantenidas en medio Dulbecco’s Eagle modificado (DMEM) suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina a 37°C en atmosfera
hdmeda con 5% de CO,.

En los cultivos celulares se incluyeron:

-estimulos pro-inflamatorios: lipopolisacarido de E. coli 026:B6 (LPS, 1 ug/ml,
Sigma, USA), flagelina de Salmonella typhimurium (Flic, 1 ng/ml), factor de necrosis tumoral
recombinante humano (rhTNF-a 10 ng/ml; R&D, USA), e IL-1p humana (10ng/ml; R&D,
USA)

-bacterias inmunomodulatorias: bacterias Gram positivas muertas del género
Actinomycetales Gb o Rc (10°, 10’, 10°, 10° bacterias).

En los ensayos de gPCR a partir de estas células se obtuvo el RNA luego de cada
tratamiento y mediante el empleo del buffer lisis como se describid anteriormente.

Para los ensayos de Caco-luc, éstas fueron incubadas con el estimulo por 4 - 6hs, se
lavaron las células y posteriormente se lisaron con el buffer lisis (Tris-fosfato 25mM, DTT
2mM, acido tetra acético 1,2- diaminociclohexan, 10% glicerol y 1% Triton X-100). Para
medir la actividad luciferasa se utilizd el sustrato comercial (Luciferase assay kit, Promega,
USA\) segun las instrucciones del fabricante y se grafico la actividad de luciferasa por medida
de la emision de luz empleando un luminémetro (Luminoscan TL Plus; Labsystem) en celulas

tratadas y células sin tratar.

4.2  Cultivos empleando suspensiones celulares obtenidas de bazo y de ganglios
linfatico mesentéricos de raton
El dia posterior al desafio oral con PLV se sacrificaron los ratones por dislocacién

cervical y se extrajo el bazo de los distintos ratones. Se disgregaron mecanicamente hasta
obtener una suspension celular en medio GKN estéril. Se realizo el recuento de células viables
con Tripan blue, se centrifugd (5 min a 500 xg) y resuspendié el pellet celular en medio de

cultivo RPMI estéril suplementado con suero fetal bovino (SFB) 5% y antibioticos
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(estreptomicina, penicilina) a razén de 8x10° células/ml (suspension 2X). Esta suspension fue
cultivada junto a los estimulos proteicos como se menciona en el punto 2.4.2.e.

Los ganglios linfaticos mesentéricos (MLN) extraidos de los distintos animales fueron
procesados en RPMI con 1mg/ml de colagenasa tipo IV (Sigma). Se disgregaron
mecéanicamente con la ayuda de de pinza y tijera, se homogeneizo por pasajes a través de
aguja y jeringa, y las células se incubaron durante 30 min a 37°C con agitacion. Se centrifugd
a 500 xg durante 5min a 4°C y las células se resuspendieron en RPMI suplementado. Se
realiz6 un recuento celular como se describié previamente y se sembraron 8x10° células/ml
para medir citoquinas en los sobrenadantes de cultivo, 0 2x10° células/ml para el anélisis de

citoquinas por citometria de flujo intra-citoplasmaticas.

4.3  Cultivos celulares empleando suspensiones celulares obtenidas de intestino
de raton
Para el aislamiento de enterocitos murinos se aplicé la técnica descripta por Dillon con

algunas moificaciones (Dillon et al 1984). Brevemente, los animales ayunados durante la
noche fueron sacrificados y se extrajo la porcion correspondiente al yeyuno. El intestino fue
lavado dos veces insuflando PBS o solucion fisiologica con ayuda de aguja y jeringa. Se abrio
longitudinalmente la porcion de intestino manteniéndolo sumergido en una solucion de HBSS
con 2% de SE y antibidticos. Las piezas de intestino se pasaron a una segunda solucién de
HBSS completo con 1mM de ditiotretiol (DTT) y 2% SE para eliminar el mucus. Se incubé
durante 10 minutos a 4°C y se pas6 a medio HBSS 2% SE con 2mM de EDTA para secuestrar
calcio y romper las uniones estrechas entre las células epiteliales. Se incubé durante 30
minutos a 37°C con agitacién, la solucion resultante se filtr6 y luego se centrifugdé (10
minutos a 500 xg a 4 °C) para finalmente resuspender en SF. Se realiz6 recuento celular como

se describi6 anteriormente.

5. Obtencidn de extractos celulares para inmunoblotting

5.1  Obtencién de extracto celular total
Para la lisis celular se descart6 el medio de cultivo y se agregaron 200 pul de buffer lisis

(Hepes, EDTA, KCI y Nonidet P40). Se incub6 durante 15 minutos a 4°C en la botella de
cultivo y se centrifugé a 8000 xg por 30 minutos a 4°C. Se tomoé el sobrenadante y se
cuantificaron las proteinas totales por BCA. Se alicuot6 la solucién proteica y se guardé a -
80°C hasta su uso.
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5.2  Obtencion de extracto nuclear y citoplasmatico
En la figura 10 se esquematiza el procedimiento empleado para la obtencién de los

distintos extractos. A partir de células en suspension o adheridas se lavaron con PBS frio y
luego se agrego buffer TNE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM y NaCl 150mM) frio. Para las
células en placa se empled un scraper para desprenderlas, y la suspension celular se centrifugd
a 500 xg durante 5 min a 4°C. Se resuspendid en solucién A (Hepes 10mM, MgCl, 1.5mM,
KCI 10mM), y se dejo6 en hielo por 10 minutos. Posteriormente se agregd NP40 0.5%, se agitd
suavemente para romper las membranas plasmaticas, pero no las nucleares. Se agitd por
inversion unos 2 minutos, se centrifugd a 500 xg a 4°C durante 5 min. El pellet de los nGcleos
se resuspendio en solucion B (Hepes 10mM, MgCl; 1.5 mM, EDTA 0.2mM, glicerol 20% y
KCI 0.42M) que consiste en un buffer de alta concentracion salina por lo que hay que tener la
precaucion de que quede diluido. Se incubd 15min a 4°C con agitacion y se centrifugd a
10.000 xg durante 20 min a 4°C. Se tomo el sobrenadante y se lo diluy6 en 2 volumenes de
solucién C (Hepes 10mM, KCI 60mM, glicerol 20%, EDTA 0.25mM y EGTA 0.125mM). Se
determind la concentracion de proteina por BCA y se conservo en alicuotas a -80°C.

(A todas las soluciones se les agreg6 un cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma)

antes de utilizarlas).

Figura 10. Esquematizacion del procedimiento de fraccionamiento celular
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5.3  Electroforesis SDS-PAGE e inmunoblotting
Las suspensiones proteicas obtenidas se caracterizaron por SDS-PAGE empleando

geles discontinuos al 10% en condiciones desnaturalizantes segun Laemmli (Laemmli 1970).
De esta manera las proteinas se separan en funcion de su tamafio o peso molecular relativo.

Las muestras se prepararon a partir de los extractos nucleares y totales en buffer
muestra con [-mercaptoetanol al 5%, para establecer condiciones reductoras; y se calentaron a
95°C durante 5 min. Se sembraron volimenes que contenga entre 5 y 10 ug de proteinas por
calle. Para la preparacion de los geles y la electroforesis se emplearon los sistemas
Miniprotean IlI® y Tetracell® de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Luego de la corrida electroforética (15 min a corriente constante de 30 mA y 1 hora a
corriente de 50 mA), las proteinas fueron electro-transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Schleicher & Schuell Bioscience, Keene, NH, USA) segin Towbin (Towbin,
Staehelin, and Gordon 1979) mediante el sistema comercial de Bio-Rad, segun las
indicaciones del fabricante. La electrotransferencia se realizd durante 1 hr a corriente
constante (300mA) evaluandose la eficiencia de la transferencia por tincion reversible con el
colorante Rojo Ponceau S. Las membranas transferidas se bloquearon con SE al 5% en TBS-T
(50mM Tris-HCI; 150mM NaCl; Tween 0.1% pH 7.4) o en una solucién de leche descremada
al 3% en TBS-T. La incubacion se realizé durante 1 hora a 37°C ¢ durante toda la noche a
4°C. Posteriormente se incubd la membrana con el anticuerpo primario diluido en solucion de
bloqueo durante toda la noche a 4°C y luego de lavar se agrego el anticuerpo secundario
conjugado a una enzima o a biotina.

Los distintos lavados de la membrana durante el inmunoblotting se realizaron con
TBST 0,1% con agitacion durante 3-5 min. Este procedimiento se repitié 3 veces por lavado.

Se emplearon los siguientes anticuerpos en distintos ensayos: antisuero policlonal de
conejo especifico de p65 humano/ratén (Santa Cruz), antisuero policlonal de conejo anti-
Histona humano/raton (abCam), anticuerpo de ratén anti-IkBo humano (BD), y anticuerpo de
conejo anti-p-actina humano/raton (abCam), antisuero especifico para inmunoglobulinas de
raton o de conejo conjugado a peroxidasa (HRP) (BioRad).

El revelado de las bandas en la membrana se realiz6 por quimioluminiscencia
empleando Luminol como sustrato emisor de luz para HRP. Se expuso la membrana a placas
de rayos X (GE, Healthcare, Germany) y posteriormente se realizé el revelado empleando las

soluciones comerciales de fijador/desarrollador clasicas.
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6. Técnicas de microscopia

6.1.a Microscopia de fluorescencia/confocal
A partir de células sometidas a diferentes tratamientos se lavaron con PBS, se fijaron

con paraformaldehido 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente; se lavaron nuevamente
2 veces con NH4Cl 50mM en PBS, y se trataron con Triton X-100 al 1% en PBS durante 10
minutos para permeabilizarlas. Finalmente se lavaron con PBS Tween 20 al 0.5% vy se
bloguearon con BSA al 2% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células
fijadas y permeabilizadas fueron incubadas con el anticuerpo de interés (anti-p65 Alexa488)
durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Una vez lavadas, las células fueron
incubadas con DAPI 5ug/ml o ioduro de propidio (Img/ml) por 5 minutos para la
visualizacion de nucleos, y luego de sucesivos lavados se montaron para su observacion al

microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse Ti-U) o al microscopio confocal (Leica SP5).

6.1.b. Determinacion de especies reactivas del oxigenos (ROS)
A partir de células Caco-2 crecidas hasta confluencia, en placas de cultivo de 96

aptas para microscopia (NUNC), se realizd una incubacion con el sustrato fluorescente: 5-
(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydro-fluorescein diacetate, acetyl ester (CM-H;
DCF-DA) que detecta H,O, y radicales libres, en HBSS suplementado con Hepes. Luego
se lavaron las células y fueron incubadas con los estimulos a estudiar: Gb, Rc y Ti (10’
bacteria/ml) durante 30 min. Como control positivo de fluorescencia se utilizd6 H,0, y
como estado basal se usé medio de cultivo solo (HBBS + Hepes). Se observo la emisién de
fluorescencia al microscopio de fluorescencia invertido (Nikon Eclipse Ti-U). Como
control de la via se utilizaron los siguientes inhibidores de la oxidacion: N-acetilcisteina
(NAC) y 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (TROLOX).

6.2  Microscopia electronica de barrido (SEM)
A partir de células epiteliales crecidas sobre vidrios redondos especiales para cultivos,

se realizaron los ensayos in vitro de activacion y/o modulacion durante 2 hs, y luego se
procedio a fijar las células con glutaraldehido al 2% en PBS. Se lavaron con PBS y se
deshidrataron empleando una secuencia de soluciones de deshidratacién: etanol 30 %, 50 %,
70 %, 100 % Yy acetona. Luego las células fueron sometidas a una técnica de secado de punto
critico, la cual permite secar las células sin que éstas colapsen o deformen su estructura
original, es decir cuando éstas se encuentran himedas y fragiles. Las muestras de tejidos o

células a medida que las células se secan, la interfase liquido/gas viaja a través de la superficie

Autora: Smaldini Paola Lorena
Directores: Dr. Docena G. y Dr. Fossati C. -57-



de la muestra colapsando las cavidades. En el caso de muestras que contienen liquido, se

vuelven huecas durante el secado y esto puede modificar drésticamente la topografia celular o
tisular. La técnica de punto critico evita estos efectos, no permitiendo que se forme la
interfase liquido/gas y evitando las fuerzas de tension de superficie. En un sistema
liquido/gas, cuando se esta por encima de su temperatura critica, el sistema serd siempre
gaseoso y no puede ser licuado por la aplicacion de presién. La transicion de liquido a gas en
el punto critico ocurre sin una interfase porque las densidades de liquido y gas son iguales en
este punto. Por lo tanto, si las células estan inmersas en un liquido por debajo de su punto
critico, y el liquido es llevado a una temperatura y presion por encima del mismo, las células
estardn inmersas en gas, y secas. Para llevar a cabo este procedimiento a temperatura y
presion adecuadas, es conveniente reemplazar el agua (punto critico muy alto) por otro
liquido de menor punto critico; en nuestro caso se reemplazé el agua por acetona y ésta por
CO; liquido.

Luego las células fueron recubiertas con un fino bafio de oro, para que reflejen los
haces de electrones que seran recogidos por el microscopio de barrido electronico y
transformados a una imagen trimidensional. Brevemente, la muestra se colocd sobre una
camara conectada a una fuente de corriente continua conectada por una parte a una tarjeta de
oro, y por la otra parte al portaobjeto con la muestra. EI conjunto se acopla a una camara de
vacio y se introduce argdén. La presencia de este gas provoca que los atomos de argon
impacten sobre la tarjeta de oro desprendiendo atomos que son atraidos hacia la muestra.

Se realizaron cortes de 15-20 nm y se observaron en un microscopio Philips SEM 505.

6.3  Microscopia electronica de Transmision (MET)
A partir de células activadas y/o tratadas se aplicd un protocolo para tincion negativa:

las células fueron pre-fijadas con glutaraldehido al 2% en PBS durante 60 min a 4°C, se
lavaron con PBS frio y se fijaron con tetroxido de Osmio al 1% en PBS durante 60 min a 4°C.
Se lavaron nuevamente con PBS y deshidrataron con el siguiente “tren de deshidratacion™:
etanol 30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 100 %.

Las muestras tratadas fueron incluidas en una resina Epoxi que proporciona una
excelente preservacion de las mismas y una gran calidad en la realizacion de los cortes
ultrafinos. La inclusion se realiza en estufa (60°C) para que se produzca la polimerizacion de
la resina. Luego las capsulas con resina fueron talladas y sometidas a cortes semi-finos de 2-3
um. Estos cortes fueron fijados sobre un portaobjeto y se seleccionaron al microscopio optico

las areas a realizar los cortes ultrafinos. Los cortes ultrafinos de 60-70nm fueron tratados con
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acetato de uranilo y acetato de plomo y recogidos en unas rejillas de cobre para ser analizados

en el microscopio de transmision electronica (JEM-1200EX Mark 11 - JEOL).

7. Ensayo de asa ligada intestinal

Ratones BALB/c de 25 & 30gr de peso ayunados durante una noche fueron sometidos a
anestesia total (administracion intraperitoneal de ketamina-100mg/Kg, y xylacina-5mg/Kg).
Se realizo la técnica de asa ligada segun lo descrito por Carlson (Carlson et al. 2001).
Brevemente, se realizd una incision abdominal y se realizaron 2 loops por raton de
aproximadamente 2 c¢cm cada uno. En distintos ratones se combinaron las siguientes
administraciones intra-intestinales: suspensién bacteriana (Gb 10° bacterias/150 pl) en PBS,
bacterias junto a Flic (250 ug), PBS y Flic. Se mantuvieron los animales anestesiados y a las 2
horas los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se recolectaron los loops
intestinales, se lavaron en PBS y homogeneizaron en buffer lisis RA1. Se congelaron a -80°C
hasta su extraccion de RNA total como se describié previamente.

8. Anélisis estadistico
Los gréaficos y el analisis de datos de los diferentes ensayos fue realizado mediante el
programa GraphPad Prism versién 5.00 para Windows (San Diego California USA). Los
analisis realizados fueron Anova de una y dos vias, seguidos del test de Bonferroni para
discriminar las diferencias significativas entre las medias de los diferentes grupos
experimentales.
También se aplico el test de Student pareado, no pareado y no paramétrico (Mann-

Whitney) segun los datos a analizar.
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1.1 INTRODUCCION
El desarrollo de distintos modelos animales de alergia alimentaria ha permitido

estudiar y comprender aspectos moleculares y celulares que gobiernan las reacciones
alérgicas, predecir reacciones alérgicas que podrian ser originadas por alimentos
potencialmente alergénicos y para el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas (Finkelman et
al. 2005). La especie animal mas cominmente empleada en estos modelos es raton por
distintos motivos: conocimiento del genoma, amplia disponibilidad de reactivos especificos
(anticuerpos especificos contra distintas proteinas de interés inmunoldgico, citoquinas, etc),
facilidad para su reproduccion y mantenimiento, facilidad para su manipulacion, existencia de
numerosas cepas, y por la posibilidad de su modificacion genética (animales transgénicos y
knock out para distintos genes relacionados con la fisiologia del sistema inmune) (Helm y
Burks 2002; Dearman y Kimber 2009; Finotto et al. 2002).

En ratones, la respuesta fisioldgica frente a la exposicion a un antigeno que ingresa por
el tracto gastrointestinal es la induccion de tolerancia inmunoldgica, con la generacion de
linfocitos T especificos con actividad regulatoria (Takayama et al. 2007). Esto significa que
frente a un Ag que ingresa por via oral no se produciria una reaccion alérgica en forma
espontanea. Por esta razon el desarrollo de modelos murinos de alergia implica una fase
inicial de sensibilizacién en la cual en general se emplean adyuvantes. Este hecho implica una
marcada diferencia con respecto a la induccion de la patologia en humanos. Por lo tanto, la
aplicacion de estos modelos se ve restringida casi exclusivamente al estudio de la fase
efectora de estas enfermedades.

En los dltimos afios se han producido importantes avances en la obtencion de modelos
animales de alergia alimentaria en otras especies como en rata, perro o cerdos, y en cada caso
se han logrado reproducir diferentes aspectos de la patologia observada en humanos
(Atkinson y Miller 1994; Kitagawa et al. 1995; Ermel et al. 1997; X. M. Li, Schofield, et al.
1999). Disponer de estos modelos junto a la profundizacion en el conocimiento de la
fisiologia del sistema inmune asociado a la mucosa gastrointestinal, ha posibilitado una mejor
comprension de los mecanismos fisiopatogénicos e inmuno-regulatorios que operan en las
alergias alimentarias. En consecuencia este caudal de informacion posibilitd el planteo y
estudio de nuevas y prometedoras terapias para el tratamiento de esta patologia (Cardoso et al.
2008; M. Akdis y Akdis 2009; Ganeshan et al. 2009; Broide 2009).

Con respecto al uso de adyuvantes, en la fase inductora en la mayoria de los modelos

se emplean adyuvantes sistémicos como el hidroxido de aluminio. Este adyuvante se
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administra por via intraperitoneal, e induce el reclutamiento y activacion de células
dendriticas (Kool, Pétrilli, et al. 2008). Se ha demostrado que el hidréxido de aluminio induce
la liberacion de acido urico el cual es detectado como una sefial de estrés por las células
dendriticas (Kool, Soullié, et al. 2008; Shi et al. 2003; I. Suzuki et al. 2009), las cuales
secretan al medio IL-1B. Esta citoquina pro-inflamatoria promueve la activacion y
diferenciacion de los LT a un fenotipo Th2, e induce la produccion y secrecion de 1gG1l
(Behrens et al. 2008). Sin embargo, nuestro grupo de trabajo ha estudiado previamente el
efecto que diferentes adyuvantes, mucosales y sistémicos, ejercen sobre la inmunidad
adquirida, y hemos determinado que la toxina colérica, administrada por via intragastrica,
promueve la respuesta inmune que mas ajustadamente reproduce la que ocurre en una alergia
alimentaria. Por este motivo en este trabajo emplearemos en ratones BALB/c toxina colérica
como adyuvante mucosal (Agren et al. 1997), con proteinas de leche bovina como alergenos,
para la induccion de una respuesta inmune local y sistémica antigeno-especifica y Th2-
dependiente. Otros grupos, empleando este adyuvante mucosal lograron inducir una respuesta
inmune Th2-dependiente en la cepa C3H/Hel, en la cual los receptores TLR-4 son no
funcionales y por lo tanto desarrollan una respuesta inmune Thl deficiente (X. M. Li,
Schofield, et al. 1999).
La actividad adyuvante de la TC puede ser atribuida a distintos factores:

- Launion de la subunidad B a células epiteliales, células M y APCs entre otras, permite
su internalizacion, y promueve la activacion celular a través del aumento de AMP
ciclico, aumentando la expresion de moléculas co-estimulatorias y de receptores de
quimioquinas (Gagliardi y De Magistris 2003; Eriksson et al. 2003).

- Su estabilidad frente a proteasas determina que sea una potente enterotoxina
bacteriana, y aqui radica su importancia como adyuvante mucosal, al administrarla por
la via oral.

- Potencia la presentacion de antigenos mediante el aumento de la secrecion de IL-1 por
APCs (Bromander et al. 1991).

- Moviliza CDs inmaduras a intestino, mediante el aumento de CCL20/MIP-3a por las
células epiteliales intestinales (Anjuére et al. 2004). Estas células dendriticas
promueven una respuesta de perfil Th2 (Eriksson et al. 2003).

Por lo tanto, la TC constituye un excelente adyuvante mucosal para potenciar la
inmunogenicidad de la mayoria de los antigenos que son administrados conjugados
covalentemente o co-administrados con ella (Elson y Ealding 1984; Yamamoto et al. 1997).
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También hemos estudiado el empleo de bicarbonato de sodio previo a las
sensibilizaciones con PLV junto a TC. La disminucién de la acidez géstrica posibilita una
mejor preservacion del antigeno en su transporte hasta el intestino delgado. Pero ademas, se
ha demostrado, en pacientes, que las drogas antiacidas (generalmente empleadas en gastritis o
infecciones por Helicobacter pilori) promueven la produccion de IgE. Pacientes con Ulceras
gastricas en tratamiento desarrollan niveles elevados de IgE especifica a determinados
alimentos que ingieren (Untersmayr et al. 2005). Resultados similares lograron reproducirse
en ratones sensibilizados cuando fueron tratados con supresores de la secrecion de acidos
(Schall et al. 2005). En un principio se atribuyo este efecto adyuvante a los componentes de
aluminio presentes en las drogas antiacidas (Brunner et al. 2007). Sin embargo, actualmente
se ha aceptado que la neutralizacion de la accion digestiva gastrica es el principal factor para
mantener la capacidad alergénica de las proteinas alimentarias ingeridas. Esto implica que la
conformacién nativa de los alergenos es un factor pro-alergénico muy importante (Kufe
2008).
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

X/

<> Optimizar el modelo murino de alergia alimentaria a proteinas de leche de
vaca, previamente desarrollado, el cual consiste en la sensibilizacion de ratones BALB/c por
via intragastrica mediante el empleo de bicarbonato de sodio, toxina colérica y proteinas de
leche de vaca, con el proposito de inducir una activacion del sistema inmune asociado al
tracto gastrointestinal.

X Caracterizar de la respuesta inmune humoral, celular y mucosal especifica a
proteinas de leche de vaca.
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.3 RESULTADOS

Se sensibilizaron ratones BALB/c de 5-6 semanas de edad, previamente agrupados en

administrd proteina de leche de vaca (PLV)].

distintos lotes, a saber: grupo sensibilizacion, grupo control de adyuvante (animales que

fueron inoculados solamente con TC) y grupo control de antigeno [ratones a los cuales se le

El protocolo seguido se muestra en el esquema 1. La sensibilizacion se realizo 30

Unicamente con PLV.

Intragéstrica
6x (20mgPLV + 10ug TC)

Desafio oral
20mg PLV

)

!

e

| !

l

l

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 dias
Bazo
| Muestrasde sangre | MLN
Yeyuno
Intragastrica Desafio oral
6x (10ug TC) 20mgPLV
Control Adyuvante | ¢ ¢ i/ ¢ ¢ ¢ M\u/ i
(2 | I I I I I I I I I ]
{ gt 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 dias
Bazo
| Muestrasde sangre | MLN
Yeyuno
Intragéstrica Desafio oral
6x (20mg PLV) 20mgPLV
Control Antigeno ¢ \L \L ¢ J/ ¢ M i
1 N [ I I I I I I I I I ]
= 7 14 21 28 35 42 49 56 63 dias

| Muestrasde sangre

Bazo
MLN
Yeyuno

Inoculaciones dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35:

Esquema 1 Protocolos de sensibilizacion para los distintos lotes

minutos luego de la administracion de bicarbonato de sodio mediante la administracion por
via intragastrica de 10ug de TC junto a 20mg de PLV empleando una sonda metalica con la
gue se accede directamente al estomago de los animales. Previamente se probaron 4 6 6
inoculaciones, semanales, obteniéndose mejores resultados al realizar 6 inoculaciones. A los
10 dias de haber terminado la sensibilizacion se realizaron multiples desafios orales

10 pg de TC + 20 mg de PLV por raton, para el grupo denominado Sensibilizacion (Sens).
10 pg de TC por raton, para el grupo denominado Control de adyuvante (Ctrl Ady).
20 mg de PLV por ratén, para el grupo denominado Control de antigeno (Ctrl Ag).

En todos los lotes se realizaron desafios orales con 20 mg de PLV.
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Evaluacion in vivo de la respuesta inmune inducida
Luego de los desafios orales se analizé la aparicion de signos clinicos compatibles con

un proceso inflamatorio local y sistémico durante los 15-60 minutos posteriores a la Gltima
exposicion al inmundgeno. En todos los experimentos participaron distintos observadores en
forma independiente y desconociendo a qué lote pertenecia cada animal.

En general no se observaron comportamientos atipicos en los animales pertenecientes
a los lotes control; mientras que en el lote sensibilizacion se observé un aumento en el rascado
de la nariz y cabeza, enrojecimiento alrededor de la nariz, hinchazon de ojos, y baja actividad
con dificultad para respirar, como asi también una disminucion en la actividad post-estimulo.
En la figura 11a se muestra el score (indice) de signos clinicos para los animales de cada lote
correspondiente a un experimento realizado. Como puede observarse, el grupo de animales
sensibilizados presentan un score clinico mayor que los de los grupos control luego del DO
con PLV, observandose sintomas compatibles con un proceso inflamatorio local y sistémico.
Se incluyeron controles de especificidad, al desafiar con OVA animales sensibilizados con
PLV.

Asimismo a otro lote de animales se les recolectd sangre a los 30 minutos posteriores
al desafio oral (PLV). Se obtuvo el plasma en frio en forma inmediata y se procedié a
congelar a -80°C hasta su procesamiento. Sobre estas muestras se cuantificd el nivel de
histamina por ELISA y los resultados se muestran en la figura 11b. Como puede observarse
se hallaron niveles elevados de histamina plasmatica en los animales sensibilizados, lo cual se

corresponde con la induccion de signos clinicos locales y sistémicos.
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Figura 11. Evaluacion de la respuesta alérgica inducida. En a se registran los signos clinicos
inducidos a los 30 min del DO con 20 mg de PLV o con 100pug de OVA. En b se midieron los niveles de
histamina plasmatica por medio de un ELISA competitivo. En el grafico se muestran las medias +SEM
para cada uno de los grupos. (**p<0.01; Anova de una via). Estos resultados corresponden a un
experimento representativo. nd corresponde a no detectable.
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El aumento en los niveles plasméticos de histamina junto a la aparicion de los
signos clinicos luego del desafio oral con el alergeno, reflejan la activacién de mastocitos y
basofilos como consecuencia de la sensibilizacion alergénica y posterior exposicion al

antigeno.

Prueba Cutanea y Anafilaxia Cutanea Pasiva

Para evaluar la presencia de anticuerpos IgE especificos en la superficie de las células se
realiz6 la PC con PLV en todos los animales. En aquellos del grupo sensibilizado se observo
una extravasacion inmediata (10-20 minutos) del colorante Azul de Evans en la region donde
se inoculd subcutaneamente el antigeno. La aparicion de color azul en el sitio de inoculacion
del antigeno a los 15-20 minutos es indicativa de la activacién y degranulaciéon de los
mastocitos cutaneos, consecuencia del entrecruzamiento de los anticuerpos IgE presentes en
la superficie de la célula por parte del antigeno. En algunos animales se observé una
extravasacion sistémica del colorante, lo cual s6lo puede explicarse por la difusion del
antigeno inoculado en la piel que activa basofilos en circulacion y mastocitos en otras
mucosas. Asimismo se inocularon distintos antigenos no relacionados como control del
ensayo. De esta manera OVA o BSA no indujeron extravasacion del colorante en los animales
del lote control o del grupo de animales sensibilizados a PLV. En los ratones de los grupos
controles se observaron resultados negativos independientemente del antigeno empleado.
Asimismo se inoculé solucion fisiol6gica como control en cada animal (flanco opuesto al de
inoculacion del antigeno). En la figura 12 se muestran el resultado de la PC en animales

pertenecientes a los distintos lotes.

Grupo Grupo
Sensibilizacion control

Figura 12. Prueba cutanea. Se muestran los resultados de animales inoculados con PLV pertenecientes
al lote sensibilizacién (a y b) o control (c), y de animales inoculados con SF pertenecientes a los lotes
sensibilizaciéon y control (d y e respectivamente). Estos resultados corresponden a un experimento
representativo.
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En la ACP, se inoculd por via sc en ratones BALB/c no sensibilizados, suero
proveniente de animales perteneciente a los lotes sensibilizacion, control de antigeno, y
control de adyuvante. Luego de 4 horas de inoculado el suero, se inyecto el Ag (PLV) junto al
colorante Azul de Evans por via iv y se observd la extravasacion del colorante en la zona de
inoculacién del suero, a los 15-30 minutos. Los resultados obtenidos pueden observarse en la
tabla 4. Se incluyen los resultados del suero pre-tratado a 56°C por 2 hrs.

Tabla 4. Anafilaxia Cutdnea Pasiva

) Suero donor Sens (n=5) CtrlAdy (n=5) CtrlAg (n=5)
Tratamiento

Sin tratamiento térmico + - -

Con tratamiento térmico - - -
56°C

+ corresponde a la extravasacion del colorante a los 30 min de su inoculacidn junto al antigeno

(PLV). Los resultados de esta tabla corresponden a un experimento representativo.

Como se deduce de la tabla 4, el suero proveniente de animales sensibilizados es el
Unico que produjo reaccion positiva, la cual se negativiza cuando el suero es calentado a 56°C,
lo cual sugiere que la extravasacion del colorante es un proceso mediado por IgE. También se
probd inoculando dos antigenos no relacionados (OVA, BSA) a la LV, obteniéndose
reacciones negativas.

De esta manera, mediante dos metodos in vivo se demuestra la presencia de
inmunoglobulinas especificas para PLV del isotipo IgE, funcionales, en el suero de los
ratones sensibilizados.

Evaluacion in vitro de la respuesta inducida

Determinacion de anticuerpos séricos
Para caracterizar la inmunidad humoral inducida se analizo el nivel sérico de distintos isotipos

de anticuerpos especificos a PLV. De esta manera se evalud IgE por EAST, e 1gG1 e IgG2a
por ELISA indirecto. En la figura 13 se muestran los valores obtenidos para IgE, 1gG1 e

IgG2a especificas para PLV en animales provenientes de los distintos lotes. Se observa un
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aumento significativo en el tiempo de los niveles de IgE e 1gG1 en el grupo sensibilizado. Esa
diferencia es estadisticamente significativa al comparar los valores del grupo sensibilizacion
con los dos controles para IgE e 1gG1 especificas en el dia 50 del plan. No se hallaron
diferencias significativas en los niveles de 1gG2a. Al analizar la cinética de induccion de
anticuerpos especificos en los animales de los grupos control no se obtuvieron diferencias

significativas.
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Figura 13. Determinacion de IgE, 1gG1 e 1gG2a sérica especificas para PLV. Valores promedios de
DO+SEM para cada uno de los grupos, obtenidos a partir de los sueros de los ratones pertenecientes al
grupo sensibilizado y de los grupos controles de antigeno y de adyuvante: (a) IgE, (b) 1gG1, y (¢) lgG2a.
(***p<0.001, Anova de dos vias). Estos resultados corresponden a un experimento representativo.

Claramente puede observarse un aumento durante la sensibilizacién en los isotipos

correspondientes a una inmunidad humoral especifica Th2-dependiente.

Cuantificacidn de citoquinas en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos y células
de ganglios mesentéricos

Para analizar la inmunidad celular sistétmica se procedio a sacrificar animales de los
distintos lotes 24 hs luego del desafio oral. Inmediatamente se aislaron los bazos y los MLN.
Estos fueron agrupados en pooles de distintos animales pertenecientes a un mismo grupo. Se
disgregaron mecanicamente los tejidos y se obtuvo una suspension celular. Posteriormente se
realizaron cultivos en presencia de PLV, B-Lg o0 caseinas para inducir una estimulacion
antigeno-especifica. Se incluyo un control negativo (medio de cultivo RPMI 1640) y un

control positivo (Con A). Se incub6 durante 3 dias y se cosecho el sobrenadante de cada fosa.
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Se midié la concentracion de IL-5, IL-13, e IFN-y por ELISA de captura y los resultados se

muestran en la figura 14.
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Figura 14. Concentracién de citoquinas en sobrenadante de cultivo medidas por ELISA de captura.
Concentracion de IL-5, IL-13 o IFN-y en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos (a) o células de
ganglios mesentéricos (b) en presencia de PLV, B-Lg o caseinas. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
Anova de dos vias). Estos resultados corresponden a un experimento representativo.

Como puede observarse, los niveles de IL-5 e IL-13 fueron significativamente
superiores en esplenocitos provenientes de animales del grupo sensibilizacion, en
comparacion con los animales de los grupos control, en presencia de PLV. Cuando los
cultivos se realizaron en presencia de B-Lg 0 caseina se observo un pequefio aumento en la
secrecion de citoquinas por parte de células provenientes de ratones sensibilizados, respecto a
los grupos control, aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa. Al analizar la
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secrecion de IFN-y no se observan diferencias estadisticamente significativas al comparar
esplenocitos de los distintos lotes de ratones.

Con el fin de analizar un parametro que refleje la inmunidad celular a nivel de la mucosa
intestinal, se analizo la secrecion de citoquinas por células provenientes de los MLN (figura
14b). Observamos, un aumento significativo en los niveles de IL-5 para células provenientes
de animales del grupo sensibilizado, en comparacion con los grupos controles, al estimular
con PLV, B-Lg o caseinas. Nuevamente no observamos diferencias significativas en la
secrecion de IFN-y al comparar los distintos lotes de animales. En conjunto estos resultados
muestran que tanto en la mucosa como a nivel sistémico la sensibilizacion con TC induce una

respuesta Th2-dependiente.

Determinacion de la induccion de la respuesta mucosal

Para investigar si los anticuerpos sericos especificos asociados a un perfil de respuesta
Th2 se generan como consecuencia de una activacion de los linfocitos T en la mucosa
gastrointestinal, se analizo la expresion de genes de citoquinas y de factores de transcripcion
asociados a una respuesta Thl y Th2, por real time PCR en tejidos provenientes de ratones de
los lotes sensibilizacion y control, 24 hs luego de los desafios orales. Se extirpo el intestino de
los ratones y la primera porcion se recibié en buffer lisis RAL. Inmediatamente las piezas
fueron homogeneizadas mecanicamente y se procedié a conservar el lisado a -80°C.
Posteriormente se extrajo el mMRNA total mediante el uso de columnas de silice. Siguiendo las
instrucciones del fabricante se obtuvo el RNA en solucion y a través de la medida de
absorcion al UV, y la relacion DO280nm/D0O260nm, se estimo la pureza de cada una. Para la
obtencion del ¢cDNA se utilizd6 1pug de RNA por transcripcion reversa. Finalmente se
cuantifico la expresion de los genes correspondientes a cada citoquina por gPCR, y se
comparararon los distintos lotes. Como control interno se analizo la expresion de B-actina la
que se utiliz6 para normalizar la cantidad de DNA. En la figura 15 se expresan los resultados
como variacion en la expresion de cada gen en el grupo sensibilizacion, respecto al grupo
control, correspondiente a IFN-y, IL-5, IL-13, GATA-3 y T-bet

Como puede observarse la sensibilizacion con TC indujo un aumento en los niveles de
MRNA IL-5 e IL-13 en intestino de ratones sensibilizados, el cual se correlaciona con un
aumento en los niveles de MRNA para GATA-3, No se observo un aumento en la expresion

génica correspondiente a INF-y y T-bet Estos resultados demuestran que el protocolo de
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sensibilizacion aplicado indujo una activacion celular compatible con una diferenciacion T

hacia un perfil Th2.
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Figura 15. Expresion de mRNA de citoquinas y factores de transcripcion por qPCR. Se muestra el
incremento de 1L-13, IL-5 e IFN-y (a) y de los factores de transcripcion GATA-3 y T-bet (b) en intestino.
Las cantidades de DNA se normalizaron a través de B-actina y el incremento se calcul6 comparando
grupo sensibilizacion con grupo control.

En estas condiciones experimentales podemos concluir que la toxina colérica como
adyuvante mucosal junto a PLV indujeron una activacion inmunolégica especifica para PLV.
Al caracterizar esta respuesta observamos que tanto los ensayos in vitro, como las pruebas in
vivo indican que se trata de una respuesta compatible con un perfil de activacion Th2
especifico para PLV. Dichos ensayos revelan respuestas sistémicas y locales tanto en ganglios

mesentéricos como en la mucosa intestinal. (Brandt 2006).
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1.4 DISCUSION
En este capitulo hemos estudiado las condiciones experimentales para obtener un

modelo murino de alergia alimentaria optimizado en la cepa de ratones BALB/c. Aqui la
administracion oral de TC con el inmundgeno disrumpe la tolerancia oral al antigeno e
instaura un proceso inflamatorio en la mucosa intestinal. Este modelo reproduce
aceptablemente lo que ocurre en la fase efectora de la patologia en humanos, dado que el
desafio oral con las PLV induce la aparicion inmediata de distintos tipos de sintomas
relacionados con reacciones de hipersensibilidad. Concomitantemente evidenciamos niveles
elevados de histamina en plasma. Asimismo se detecté un nivel elevado de anticuerpos
séricos IgE, y una baja relacion de 1gG2a/lgG1 especificos del antigeno. Las pruebas cutaneas
positivas en los animales sensibilizados demostraron que los anticuerpos IgE inducidos son
funcionales. En conjunto estos resultados de la inmunidad humoral indican un fenotipo de
activacion inmunoldgica Th2-dependiente (Lycke 2005).

Existen en la literatura numerosos trabajos en los cuales se realiza una sensibilizacion
sistémica con el antigeno, y si bien logran inducir signos clinicos de hipersensibilidad y
niveles elevados de IgE, no inducen una activacion del sistema inmune asociado a la mucosa
gastrointestinal. Este tipo de modelos ha progresado marcadamente en los Gltimos afios y de
esta manera Brandt y col. lograron inducir una diarrea alérgica a traves de repetidos desafios
orales luego de la sensibilizacion. Esta inflamacion es producto de un infiltrado de mastocitos
e incremento en la produccién de citoquinas pro-inflamatorias en el intestino delgado. Estos
hallazgos resultan similares a los que se observan en pacientes con alergia alimentaria luego
de la exposicion al alergeno (Lin et al. 2002). En nuestro modelo a través de la sensibilizacion
por la via oral observamos un aumento en la expresion de citoquinas (IL-5 e IL-13) y factores
de transcripcion (GATA-3) asociados a una activacion linfocitaria Th2 en intestino. Cardoso y
col. desarrollaron un modelo de alergia alimentaria en ratones C57BL/6 sensibilizados por
piel con proteinas de mani e hidroxido de aluminio. El desafio oral con el antigeno indujo en
intestino una respuesta inflamatoria y un aumento significativo de IL-4 e IL-13. Sin embargo,
este grupo no detectd incrementos en IL-5 e IFN-y. En nuestro modelo, observamos una
cinética de expresion de los genes que codifican para IL-5 e IL-13 en el yeyuno de ratones
sensibilizados. Se encontro que luego de 2hs del desafio oral con PLV, la expresion de 1L-13
estaba aumentada, mientras que a las 24 hs la expresion de IL-5 era mayor.

A diferencia de otros autores (X. M. Li, Schofield, et al. 1999; X. M. Li et al. 2000;
Morafo et al. 2003), hemos demostrado que en ratones BALB/c la administracién

intragrastica del antigeno junto a toxina colérica induce una respuesta inmune Th2-

Autora: Smaldini Paola Lorena
Directores: Dr. Docena G. y Dr. Fossati C. -75-




C 2

dependiente en la mucosa gastrointestinal y sistémica. En estos animales la exposicién oral al
antigeno promueve una reaccion alérgica en forma similar a lo que ocurre en pacientes con
alergia alimentaria. El grupo de Sampson y Li ha observado que respuestas de este tipo solo
pueden obtenerse en ratones de la cepa C3H/Hel. Sin embargo, el grupo de Adel-Patient
también ha demostrado que optimizando las cantidades de antigeno y adyuvante a administrar
por via intragéstrica es posible inducir un cuadro clinico similar al de una alergia alimentaria
con sintomas locales y sistémicos (K Adel-Patient et al. 2003; K Adel-Patient et al. 2005).

En conclusion, en este capitulo se han mostrado los resultados que nos permiten
concluir que disponemos de un modelo murino de alergia a LV, con el que se han logrado
reproducir las principales caracteristicas moleculares, celulares y clinicas de la alergia
alimentaria en humanos: sensibilizacion antigénica por via oral, manifestaciones clinicas
locales y sistémicas inmediatamente posterior a la exposicién al antigeno, incremento en los
niveles plasmaticos de histamina luego del desafio oral, induccion de IgE especifica,
secrecién de citoquinas Th2 y prueba cutanea positiva. Asimismo es importante resaltar que
hemos evidenciado experimentalmente la instauracion de un proceso Th2-dependiente en la
mucosa intestinal, tal como se ha observado en pacientes con alergia alimentaria (Vandezande
et al. 1999; Beyer et al. 2002).
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11.1. INTRODUCCION
La mayoria de los estudios sobre inmunoterapia se focalizan en tres objetivos
principales: la generacion de una respuesta de anticuerpos “protectivos”, la reduccion de la

respuesta de las células efectoras y cambios en el balance de citoquinas.

La inmunoterapia clasica que se ha venido aplicando desde hace 100 afios se
fundamenta (y esto se sabe actualmente a partir del conocimiento de los mecanismos celulares
y molecular que gobiernan este proceso) en la alteracién de la respuesta T especifica al
alergeno, a través de un re-direccionamiento de la misma de un perfil Th2 a uno Thl, o a
través de la induccion de LT regulatorios dependiendo del tipo de protocolo aplicado. Estos
mecanismos permiten generar una respuesta humoral con la induccion de anticuerpos IgG
blogueantes, un descenso en el tiempo en los niveles séricos de IgE, una disminucion del
reclutamiento de mastocitos y eosinofilos a los tejidos, junto a una disminucion en su
sensibilizacion, y la generacion de los mecanismos de tolerancia que evitan la instauracion de
un proceso inflamatorio frente a la exposicion natural al alergeno. Dada la capacidad de la
interleuquina 12 (IL-12) de inducir la diferenciacion T a un fenotipo Thl, se consideré que
esta citoquina juega un rol critico en la inmunoterapia. De esta manera, la administraciéon de
citoquinas recombinantes (S. Y. Lee et al. 2001) o de bacterias productoras de IL-12 (T.
Watanabe et al. 2009), inhiben la produccion de IgE, disminuye la inflamacién y reduce las
manifestaciones clinicas luego del desafio con el alergeno. Estudios mas recientes, han
demostrado que la administracion exdgena de IL-21 reduce las reacciones alérgicas en
modelos murinos de anafilaxia (T. Kishida et al. 2007) y rinitis alérgica (Hiromura et al.
2007), dado que esta citoquina regula la activacién, proliferacién y diferenciacion de varias
celulas del sistema inmune, entre ellas, los LB (Tamagawa-Mineoka et al. 2011). Suto y col.
proponen que IL-21 actta directamente sobre los LB estimulados por IL-4, inhibiendo el
switch a IgE y por ende se observa una reduccién en los niveles de IgE (Suto et al. 2002).
Ademas, IL-21 aumenta la apoptosis de células B productoras de IgE que han sido inducidas a
través de CD40L junto a IL-4 (Harada et al. 2006). Otra aproximacion experimental orientada
a alterar la diferenciacion de los LT es el empleo de anticuerpos blogueantes de citoquinas.
Dado que estas subpoblaciones de LT estan contra-reguladas entre si a través de citoquinas, el
balance de las mismas en el microentorno de activacion T es un factor critico. En general, las
terapias que bloguean la accion de ciertas citoquinas son mas efectivas que la administracion
de una cierta citoquina o algun miembro de su familia, dado que las citoquinas ejercen

funciones pleiotrépicas, y por lo tanto es comun observar la aparicion de efectos adversos. Se
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ha observado que el bloqueo IL-5 disminuye la eosinofilia en pacientes alérgicos (Corren
2011; Assa’ad et al. 2011), mientras que el bloqueo de I1L-13 disminuye las manifestaciones

clinicas luego del desafio con el alergeno (Nicholson et al. 2011).

En general, las terapias que emplean citoquinas y anticuerpos humanizados o
quiméricos anti-citoquinas actdan interrumpiendo las sefiales inflamatorias, y no han
mostrado ser eficientes en estas complejas enfermedades, dado que modulan mecanismos del

sistema inmune que son necesarios para la defensa frente a microorganismos.

La hipdtesis de la higiene inicialmente propuesta en 1989 (Strachan 1989) atribuye el
marcado incremento de la incidencia de esta patologia y de la severidad de sus
manifestaciones observadas en las Ultimas décadas, a una menor exposicion a estimulos
microbianos durante los primeros afios de vida. Este fendmeno, que se manifiesta
principalmente en paises desarrollados (M Wills-Karp et el. 2001), incide en la activacion y
diferenciacion de los linfocitos T. Una menor exposicion principalmente a patdgenos
intracelulares como consecuencia de un medio ambiente “mas limpio” influye en la manera en
que las células presentadoras de antigenos, basicamente las células dendriticas, de la
inmunidad innata modulan la activacion de los LT. Por otro lado la mayor exposicion a
alergenos (habitos de vida domiciliarios, alfombras, muebles, aire acondicionado con
recirculacion del aire, presencia de mascotas, etc.) determinan una mayor predisposicion a la
instauracion de mecanismos Th2-dependientes. Por lo tanto una menor exposicion a
diferentes ligandos TLR, 0 PAMPs, junto a una mayor exposicion a alergenos en individuos
susceptibles influyen en la homeostasis inmunoldgica y en el desarrollo de la alergia o atopia
(Shirakawa et al. 1997; Horner 2003). Esta hipotesis ha sido el sustento teérico para el
desarrollo de futuras terapias basadas en el empleo de distintos PAMPs activadores de una
respuesta innata con predominio de citoquinas inductoras de respuesta Thl, o inhibidoras del
fenotipo alérgico o0 Th2 (E Raz et al. 1996; Xiu-Min Li et al. 2003; Arkwright y David 2001).
De esta manera el empleo de adyuvantes pro-Thl junto al alergeno ha resultado eficaz en la
disminucion de la sensibilizacion alérgica. Un claro ejemplo es el empleo del oligonucledtido
CpG (Tversky et al. 2008). Como se ha mencionado en la introduccion, este agonista de
TLR9 induce una respuesta inmune Thl (J. Lee et al. 2006).

Sin embargo actualmente la Hipotesis de la higiene ha sido parcialmente desestimada
dado que no solo la incidencia de las patologias Th2-dependientes (enfermedades alérgicas)

se ha incrementado en las ultimas décadas, sino también las Th1l-dependientes (enfermedades
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autoinmunes, enfermedades infamatorias gastrointestinales) (Feillet y Bach 2004; Okada et al.
2010). En muchas de estas patologias, incluyendo las alergias, se ha demostrado que la
deficiencia es a nivel de los LT regulatorios, por lo cual cualquier subpoblacion que se
encuentre regulada homeostaticamente por los Treg puede estar aumentada y en determinados

individuos generar una patologia (McGuirk et al. 2010; Roongrotwattanasiri et al. 2012).

En este capitulo se mostraran los resultados correspondientes a los trabajos que se han
basado en la siguiente hipdtesis de trabajo: la administracion de adyuvantes microbianos
junto al alergeno inducen el re-direccionamiento de la respuesta inmune especifica contra

antigenos dietarios, en un modelo murino de alergia alimentaria.

Brucella abortus es una bacteria Gram negativa intracelular facultativa que invade
celulas del sistema fagocitico mononuclear, principalmente macréfagos, para su replicacion
(Young 1983). Este microorganismo genera una respuesta inflamatoria, e inclusive es capaz
de inducir la secrecion de IL-10 como elemento inmunomodulatorio que limita el proceso
inflamatorio (Zhan et al. 1993). Sus propiedades pro-inflamatorias estan originadas
principalmente por sus lipoproteinas (Lp) de membrana (Giambartolomei et al. 2004),
induciendo la secrecion de IL-6 e IL-12 (Aliprantis et al. 1999; Giambartolomei et al. 2002).
Se han identificado 3 Lp de membrana (L-Omp-10, L-Omp-16 y L-Omp-19), de las cuales la
L-Omp-16 y la L-Omp-19 fueron clonadas y purificadas por el grupo de Dr. Giambartolomei
y la Dra. Cassataro. Dichas Lp tiene propiedades auto-adyuvantes (Pasquevich et al. 2009) y
han sido estudiadas como adyuvantes vacunales para brucelosis. En un principio se atribuyo a
la porcion lipidada de estas lipoproteinas el efecto de activar monocitos, con la consiguiente
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, como TNF-o, IL-6, IL-12, como asi también la
secrecion de IL-10 (Giambartolomei et al. 2004). Sin embargo, estudios posteriores han
demostrado que la region proteica de la Omp-16 es la responsable de las propiedades
adyuvantes. De esta manera se demostro que la lipoproteina Omp-16 (L-Omp 16) es menos
eficiente que la version des-lipidada (Pasquevich et al. 2009; Pasquevich et al. 2010). Se ha
empleado Omp-16 por via intraperitoneal u oral en ratones para inducir una respuesta inmune
celular Thl especifica, caracterizada por un aumento de la secrecion de IFN-y por células
CD4", mientras que no se observa secrecion de IL-4, IL-5 o IL-10. Ademas se observé que la
Omp-16 activa células dendriticas y macrofagos, tanto in vitro como in vivo, produciendo
altos niveles de TNF-a y de IL-12 (Pasquevich et al. 2010).
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Por lo tanto, decidimos emplear esta proteina de membrana (en colaboracién con la
Dra Cassataro), en su forma recombinante y des-lipidada, como un potencial

inmunomodulador Th1 en un modelo murino de alergia alimentaria Th2-dependiente.
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11.2 OBJETIVO ESPECIFICO

< Estudiar la capacidad de la proteina recombinante de B. abortus Omp-
16 como un agente inmunomodulatorio de la respuesta inmune Th2 en el modelo

murino de alergia alimentaria.
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11.3. RESULTADOS

11.3.1 Administracion de proteinas recombinantes de Brucella abortus por via

subcutanea

Ratones de la cepa BALB/c de 5 semanas de edad, se agruparon en 2 lotes. Como se
muestra en el esquema 2 en un grupo (lote sensibilizacidon), los ratones fueron inoculados por
via ig con PLV y TC, como se describidé anteriormente, y en el segundo grupo (lote no
sensibilizacion) los animales recibieron Unicamente agua y alimento ad libitum. Luego del
periodo de sensibilizacion los animales de ambos lotes fueron desafiados oralmente con el
antigeno y posteriormente se los dividio en 2 lotes, uno de los cuales recibié como tratamiento

por via sc Omp-16 junto a PLV, o PLV sola como control.

Intragastrica Desafiooral Sc 3 x (20pg PLV + 100pg Omp-16) 6 (20pg DTH DO
. ., 6x (20mg PLV + 10pg TC) 20mg PLV PLV) 20mg PLV
l | T
[ I I I I I I I I I I I I I I I I I I ]
- 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 112 119 126 dias
l Muestras de sangre ‘ Bazo
Yeyuno
Desafiooral Sc3x (20ug PLV + 100ug Omp-16) 6 (20pg DTH Do
] 20mg PLV PLV) 20mg PLV
No
sensibilizacion \L J/ \l/ \[/ l \L
5, [ I I I I I I I I I I I I I I I I I I ]
< 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 8 91 98 105 112 119 126 dias
l Muestras de sangre ‘ Bazo
Yeyuno

Esquema 2. Protocolos de sensibilizacion y modulacién con Omp-16
Sensibilizacion (Sens) Dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35: se inocularon por raton;

10 pg de TC + 20 mg de PLV, por via ig.

No sensibilizacion (No sens) dieta libre.

Tratamientos

Dependiendo del lote, se inocularon por via sc, igual nimero de ratones del grupo sens y del no sens con:
20 pg de PLV + 100 ug de Omp-16, para los grupos denominados Trat-Omp-16
20 g de PLV, para los grupos denominados Trat-Control Ag

Desafio oral: administracién de 20 mg de PLV por via ig.
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11.3.1.a Andlisis de la fase de sensibilizacion

Analizamos, en primera instancia, dos parametros para evaluar la fase de
sensibilizacion: aparicion de signos clinicos locales y sistémicos luego del desafio oral, y el

incremento en los niveles séricos de IgE especifica a PLV.

De esta manera, una vez concluida la etapa de sensibilizacion intra-géastrica, se realizé
un desafio oral y se analizaron los signos clinicos comparando los animales sensibilizados con
los no sensibilizados. En la figura 16a se observan los resultados obtenidos. En el grupo de
los animales sensibilizados se observa un aumento en el rascado de la nariz y cabeza,
enrojecimiento alrededor de la nariz, edema en nariz y boca, pelo erizado y baja actividad con
dificultad para respirar en algunos de los animales. Mientras que en los ratones no
sensibilizados no se observd ningun signo de hipersensibilidad. Ademas, en la figura 16b se
muestran los niveles séricos de IgE especificos a PLV a lo largo del protocolo de

sensibilizacion.
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Figura 16. Signos clinicos inducidos luego del desafio oral y niveles séricos de IgE especifica. En a se
muestran los signos desarrollados por el grupo sensibilizado (circulos negros) y por el grupo No
sensibilizado (circulos blancos). En b, se grafica los valores medios de DO + SEM de IgE especifica para
PLV medida por EAST para los ratones sensibilizados. (*** p < 0,001, One way ANOVA, seguido por
Test de Bonferroni).

Claramente se desprende de los resultados obtenidos que se indujo una sensibilizacion

alérgica y por lo tanto los animales estan aptos para iniciar el tratamiento.
11.3.1.b Modulacién de la respuesta inmune inducida:

Como se indico en el esquema 2 ambos lotes de ratones fueron tratados con la

proteina de membrana de Brucella (Omp-16) para su inmunomodulacion.
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Analisis in vitro de la respuesta obtenida:
Deteccién de anticuerpos séricos

En la figura 17 se muestran los resultados obtenidos para la IgE especifica para PLV,
divididos en distintos lotes dependiendo del tratamiento que recibieron. En los dos lotes en los
que fueron divididos los animales sensibilizados con TC junto a PLV (figura 17a), se observa
un aumento estadisticamente significativo (p < 0,001) en los niveles de anticuerpos IgE entre
el dia 0 y el dia 78. Luego se observa que estos grupos siguen la misma tendencia, aumenta la
IgE (p < 0,01 entre el dia 78 y el 103 para los dos grupos). Pero si comparamos el dia 78
(antes del inicio del tratamiento) con el dia 124 no se observan diferencias estadisticamente
significativas para este isotipo. Es decir que el tratamiento subcutaneo con la proteina de B.

abortus junto a PLV no induce una modulacion en los niveles de IgE.

En la figura 17b, se muestran los valores de los niveles de IgE en el grupo de ratones

que no fue sensibilizado y que recibid el tratamiento con las proteinas.
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Figura 17. Niveles séricos de IgE especifica para PLV por EAST. Se muestran los resultados de los
animales sensibilizados (Sens) (a) antes y luego de inoculados por via sc con los distintos tratamientos.
Los ratones no sensibilizados recibieron el mismo tratamiento (b). Se muestran los valores medios de
DO+SEM. (*** p < 0,001, ** p < 0,01).

En el dia 124 no se observan diferencias estadisticamente significativas entre los
niveles de IgE especifica cuando comparamos todos los lotes de animales (incluyendo los
sensibilizados y tratados, como los que solo recibieron el tratamiento). Estos resultados nos
sugieren que PLV por via subcutanea induce un aumento en los niveles de IgE especifica y

que la administracion sc de Omp-16 junto a PLV no logra modular la respuesta Th2 inducida.

De la misma manera se midieron los niveles de 1gG1 e 1gG2a especificos a PLV en

suero, los cuales se muestran en la figura 18 siguiendo el mismo esquema. En la figura se
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muestran los resultados obtenidos para la deteccion de 1gGl (a y b) e IgG2a (c y d)
especificas para PLV.
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Figura 18. Valores séricos de 1gG1 e 1gG2a especificos determinados por ELISA indirecto. Enayb

se muestran los resultados correspondientes a 1gG1 especifica; ¢ y d, corresponden a 1gG2a especifica.
Asimismo a y ¢ corresponden a animales sensibilizados (sens) y tratados por via sc, b y d, a los animales
a los cuales solo se les realizo el tratamiento. Los graficos muestras los valores medios de DO + SEM
(***p<0,001; ** p<0,01).

En este grafico se observa que tanto los ratones sensibilizados como los no
sensibilizados al ser tratados con la proteina de Brucella y PLV, 6 con PLV sola, producen un
aumento significativo en los niveles de 1gGl (Figura 18 a y b). En los animales
sensibilizados se observa un aumento en los niveles de 1gG2a especifica al inocular Omp
junto a PLV. Por lo tanto nuevamente observamos que el tratamiento aplicado indujo un
incremento en los niveles de IgG1 lo cual indicaria que la respuesta Th2 especifica no fue
inhibida, a pesar que se observa un incremento en el isotipo dependiente de una respuesta
Thi.
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Determinacion de citoquinas en cultivos de esplenocitos

Con el fin de estudiar la inmunidad celular se cultivaron esplenocitos de animales
sometidos a los distintos tratamientos, y se realizaron estimulaciones con PLV y B-
lactoglobulina. Como se observa en la figura 19, no se logr6 modular la secrecion de
citoquinas Th2. Se observa que hay secrecion de IL-5 en los esplenocitos de ratones, tanto

sensibilizados como en los no sensibilizados, mientras que no se observa un aumento en los

niveles de IFN-y.
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Figura 19. Concentracién de citoquinas mediadas por ELISA de captura. Se muestra la
concentracion de IL-5 e IFN- y en ratones sensibilizados, (a y b), y en ratones no sensibilizados (¢ y d).
(ns: no significativo; Anova de dos vias, Bonferroni como test posterior).

Como puede observarse, la administracion sc de PLV induce un incremento en los
niveles de IL-5, superior al inducido por la administracién ig de PLV junto a TC. La co-

administracién de Omp junto a PLV no logra revertir la respuesta Th2 especifica inducida.

Determinaciones in vivo
Prueba de Hipersensibilidad retardada (DTH)

Luego de 10 dias de finalizado el tratamiento por via sc con Omp-16, se realizo la
prueba de DTH, en la cual, los ratones fueron inoculados por via intradérmica (ID) con PLV
en la almohadilla plantar en de una de sus extremidades traseras, y con solucion fisiologica en

la otra. Pasadas 72 horas, se midio el espesor de la almohadilla plantar y se calculd la
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diferencia en la altura entre la pata inoculada con PLV y la pata inyectada con solucion
fisiologica.
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Figura 20. Prueba de DTH. Se grafica la diferencia de grosor entre las patas traseras (espesor de pata
inoculada con PLV — espesor de pata inoculada con SF) en animales sensibilizados y no sensibilizados.
Se representan los valores medios en mm + SEM.

Se observa una mayor diferencia entre las patas, en el grupo de animales
sensibilizados y tratados respecto de los no sensibilizados.

Todos estos resultados e conjunto nos indican que la administracién de PLV por via
subcutanea induce una fuerte respuesta de perfil Th2, la cual no es posible revertir con el
empleo de Omp-16 como adyuvante. Estos resultados también pueden explicar por qué no se
obtuvieron diferencias significativas en las patas de los ratones que no fueron sensibilizados y

recibieron el tratamiento.

11.3.2. Tratamiento con proteinas recombinantes de Brucella abortus por via

intranasal

Estudio in vitro de Omp-16 en células epiteliales de pulmén

Con el objetivo de estudiar si células del epitelio pulmonar son sensibles a Omp-16 se
decidié analizar el efecto activador de esta proteina sobre una linea epitelial de pulmén
humana (A549), como medida de su efecto inmunomodulador. Por resultados previos de
nuestro grupo y del grupo colaborador (Dra. Juliana Cassataro) se concluyé que Omp-16 es
un agonista de TLR-2 o TLR-4. Por esta razon incluimos como controles LPS de E. coli y el
lipopéptido Pam3CSK, (Lp) comerciales. Las células fueron estimuladas por 2hs con los
agonistas y luego se midi6 por gPCR la expresion de mRNA CCL20 como medida de

activacion celular (figura 21).
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Figura 21. Expresion de CCL20 en A549 por qPCR. Se estudi6 en células en cultivos estimuladas con
los distintos agonistas TLR la induccién de la expresion del gen de CCL20 como medida de la activacién
celular.

Se puede concluir que las células epiteliales de pulmoén, presentan receptores que
reconocen a la Omp-16 y que activan las vias intracelulares de sefializacion. Estos resultados
constituyen la base experimental que nos permitié plantear el empleo de Omp-16 como

inmunomodulador por via intranasal en el modelo de alergia alimentaria.

11.3.3 Modulacién in vivo con proteinas recombinantes de Brucella abortus por
via intranasal

Se emplearon ratones BALB/c de 5 semanas de edad, que se agruparon en lotes de 5
animales cada uno. Como se realizé anteriormente todos los animales fueron inoculados por
via ig con PLV y TC para inducir la sensibilizacion alérgica. Simultaneamente a la
sensibilizacion se realiz6 el tratamiento inmunomodulador para lo cual los animales fueron
divididos en 3 lotes, como puede observarse en el esquema 3. Como agente
inmunomodulador se administré la proteina recombinante de Brucella abortus Omp-16, o
LPS de Escherichia coli como control de la via mucosal junto a PLV. A estos lotes de
animales se los denomindé Trat-Omp-16, y Trat-LPS. Los animales control que sélo
recibieron PBS y PLV se los denominé Control Ag.

Por otro lado, se incremento el nimero de desafios orales con el Ag luego del periodo
de sensibilizacion, con fin de intensificar los signos clinicos de hipersensibilidad. Para
analizar si la administracion in del Ag junto al agente inmunomodulador indujo una alteracion
en la inmunidad celular en la mucosa intestinal, se analizaron adicionalmente muestras

obtenidas de yeyuno.
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Intragastrica Desafio oral DTH Desafio oral
5x(20mg PLV +10ug TC) 20mg PLV 20mg PLV

=== )y ML

7 14 21 28 35 42 49 56 63 dias

V y V l

| Recoleccion de muestras | Bazo
Yeyuno
Intragastrica Desafio oral DTH Desafio oral

5x(20mg PLV +10ug TC) 20mg PLV 20mg PLV

/](\) % 1% Z/ﬁ gﬁ 35 42 49 56 \1/63 dias

Intranasal 50ug Omp-16 6
15pgLPS . Bazo

\j/ \]/ Yeyuno

| Recoleccion de muestras

ey v L

Esquema 3 Protocolos de sensibilizacion y modulacién con Omp-16
Dias 0, 7, 14, 21 y 28: se inocularon por ratén:
10 pg de TC + 20 mg de PLV, por via ig, para todos los animales del experimento
Dependiendo del lote, se inocularon por via in
4 ug de PLV + 50 pg de Omp-16, para el grupo denominado Trat-Omp-16.
4 ug de PLV, para el grupo denominado Control Ag.
4 ug de PLV + 15 pg de LPS, para el grupo denominado Trat -LPS.
Desafio oral: administracion de 20 mg de PLV por via ig, los dias 32, 34, 36, 40 y 43.

Andlisis de la respuesta inmune inducida y modulada

Una vez concluida la sensibilizacion junto al tratamiento con los inmunomoduladores,
los animales fueron desafiados oralmente solo con el antigeno, y se analizé la induccién de

sintomas locales y sistémicos como parametro clinico.

En la figura 22a se muestran los scores clinicos y en la figura 22b, se grafican los
niveles de IgE sérica especifica para PLV para cada uno de los lotes a distintos tiempos a lo

largo del plan de inmunizacion.
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Figura 22. Score de signos clinicos inducidos luego del desafio oral y niveles de IgE sérica especifica.
En a se muestran los signos desarrollados por el grupo sensibilizado y por los grupos que recibieron los
distintos tratamientos. En b, se grafica los valores medios de DO + SEM de IgE especifica para PLV
medida por EAST para los distintos grupos. (** p < 0,01, One way ANOVA, seguido por Test de
Bonferroni).
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En la figura 22a se observa que los animales pertenecientes a los lotes Control-Ag y
Trat-Omp-16 presentan signos clinicos muy similares, como aumento del rascado,
enrojecimiento e hinchazon alrededor de la nariz y la boca, y en algunos animales aumento de
la frecuencia respiratoria, baja actividad general, incluso en algunos casos con inactividad
frente a un estimulo. Sin embargo, el menor score clinico obtenido en los animales del lote
Trat-LPS indica que la via nasal podria emplearse para modular la activacion inmunolégica
intestinal. Resultados similares se obtuvieron al analizar los niveles séricos de IgE especifica
(figura 22b), Observamos un aumento significativo en los niveles de IgE especifica para PLV
en los lotes Control-Ag y Trat-Omp-16, mientras que al dia 39 los niveles de IgE especifica
para el lote Trat-LPS se mantiene significativamente menor que en el resto de los lotes
(p<0.01). También se midieron los niveles de IgG1 e IgG2a, se cuantifico la concentracién de
citoquinas en el sobrenadante de esplenocitos en cultivo y se realizd la prueba de DTH,
obteniéndose valores similares entre los lotes Control Ag y Trat-Omp-16 (resultados no
mostrados).

Con los resultados obtenidos podemos concluir que la administracion de la proteina
recombinante Omp-16 por via intranasal en las condiciones experimentales establecidas
(dosis y frecuencia) no revierten la activacién inmunoldgica Th2-dependiente inducida por
PLV junto a TC administrados por via ig. Sin embargo, los resultados del grupo Trat-LPS
indican que el LPS, un potente agonista toll, por via intranasal inhibe el aumento sérico de los
niveles de IgE y modula la aparicién de signos clinicos compatibles con un mecanismo de
hipersensibilidad. Ademas, el incremento en los niveles de 1gG2a, la disminucion de la
secrecion de IL-5 y una DTH mas intensa permiten concluir que el LPS actia como un

inmunomodulador mucosal de la inmunidad Th2 especifica. Estos resultados en su conjunto

-92 -



C %

sugieren que la mucosa nasal podria constituir una potencial via para modular la activacion

inmunoldgica inducida en una mucosa distal (intestino).

11.3.4 Optimizacion del tratamiento inmunomodulatorio por la via intranasal

Sobre la base de la informacion sobre las propiedades aduvantes pro-Thl de Omp-16 y
los resultados mostrados anteriormente, decidimos intensificar el tratamiento a través de la
inoculacion de una mayor dosis de la proteina de Brucella (100ug) y el incremento en el
namero de administraciones intranasales (2 inoculaciones por semana durante 4 semanas). De
esta manera, ratones BALB/c de 5 semanas de edad, fueron agrupados en lotes de 5 animales
cada uno, y todos fueron inoculados por via ig con PLV y TC. Para el tratamiento por via in,
los animales fueron divididos en 3 lotes como se realizé en la seccion 11.2.3 (esquema 4).
Como agentes inmunomoduladores se emple6 la proteina recombinante de Brucella abortus
Omp-16, LPS de Escherichia coli como control de la via, y PBS junto a PLV como control. A
estos lotes de animales se los denomind Trat-Omp-16, Trat-LPS y Control Ag

respectivamente, manteniendo la nomenclatura empleada con anterioridad.

Intragastrica Desafiooral DTH Desafio oral
6x(20mg PLV +10ug TC) 20mg PLV 20mg PLV
Sensibilizacién | \l/ \L \l/ \l/ \l/ J/ l/ \L
3 [ | | | | | | | | | | ]
- 0o 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 dias
| Recoleccién sueros |
Bazo
MLN
Yeyuno
Intragdstrica Desafio oral DTH Desafiooral
6x(20mg PLV +10ug TC) 20mg PLV 20mg PLV
Tratamiento in | \l/ \L \l/ \l/ \L J/ l/ \L
] I I I I I I ]
e q\/]\ 7\1\14/1\/]\211\/]\28 35 42 49 56 63 70 dias
| V
Intranasal 100pg Omp-16 +4 pg PLV
20 pg LPS + 4 pg PLV
Bazo
J/ J/ MLN
~, Yeyuno
| Recoleccién sueros |

Esquema 4 Protocolos de sensibilizacion y modulacion con Omp-16
Dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35: se inocularon por ratén:

10 pg de TC + 20 mg de PLV, por via ig, para todos los animales del experimento
Dependiendo del lote, se inocularon por via in

4 ug de PLV + 100 pg de OMP-186, para el grupo denominado Trat-OMP-16.

4 ug de PLV, para el grupo denominado Control Ag.

4 ug de PLV + 20 pg de LPS, para el grupo denominado Trat -LPS.
Desafio oral: administracion de 20 mg de PLV por via ig el dia 45.
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Caracterizacion in vivo e in vitro de la respuesta inmune inducida
Andlisis de los signos clinicos desarrollados luego del desafio oral

A los 10 dias de terminado el plan de inmunizacion, se realizé un desafio oral con
PLV y se observaron los signos clinicos inducidos inmediatamente. En la figura 23, se
muestran los scores clinicos de cada raton correspondientes a un experimento representativo y
como puede observarse, este protocolo logré una disminucion en la sintomatologia de los
animales tratados con Omp-16 (Trat-Omp 16) y con LPS (Trat-LPS), con respecto al lote que
recibié PLV junto a PBS (Control Ag).
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Figura 23. Score clinico en ratones sensibilizados que recibieron distintos tratamientos. Se muestran los
signos clinicos desarrollados a los 30 min. del DO con 20 mg de PLV por los ratones de los distintos
grupos. (Grafico representativo de 2 experimentos independientes)

Prueba Cuténea

Se realizd la PC con PLV en animales pertenecientes a los distintos lotes,
observandose una extravasacion inmediata del colorante azul en la zona de la piel donde se
realizd la inoculacion del antigeno, y a nivel sistémico en todos los animales del grupo
sensibilizado. Mientras que en 9 de 12 ratones sensibilizados y tratados presentan

extravasacion el colorante sdlo en el sitio de inoculacion (figura 24).
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Figura 24. Prueba cutanea en los ratones sensibilizados y tratados. En a, b y ¢ se muestran resultados
negativos de extravasacion al inocular ratones de los distintos grupos con solucién fisiolégica. End, ey f
se observa extravasacion del Azul de Evans al inocular con PLV los ratones del grupo sensibilizado (d),
tratado con Omp-16 (e) y tratado con LPS (f). Resultados representativos de 2 experimentos
independientes.

Estos resultados indican que al tiempo que se realiz6 la PC, la IgE medida fue capaz
de sensiblizar macrofagos cutaneos y por lo tanto no es posible discernir si hubo

inmunomodulacion en esta prueba.
Determinacion de anticuerpos séricos

En la figura 25, se muestran los resultados de los ELISA a través de los cuales se
evaluaron los niveles séricos de los distintos isotipos de anticuerpos especificos para PLV. Se
observé un aumento significativo a lo largo del proceso de sensibilizacion de los niveles de
IgE e 1gG1 en el grupo sensibilizado. Como puede observarse en la figura 25 en los ratones
tratados con Omp-16 y con LPS la administracién intragastrica de PLV junto a TC generd
niveles de IgE especificos significativamente menores que el grupo sensibilizado (control
AQ). En los grupos control y tratado con Omp no se observan diferencias en los niveles de
IgG1 (figura 25b); mientras que en el grupo de ratones tratados con LPS hay un marcado
incremento de IgG1l e 1gG2a especificos para PLV. Con respecto a los animales del grupo
Trat Ompl6 se observé un leve aumento en los niveles de 1gG2a especifica, con respecto al
grupo control, aunque este aumento no resulto ser estadisticamente significativo (figura 25c).
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Figura 25. Niveles séricos de isotipos especificos de PLV determinados por EAST y ELISA. Se
muestran los valores de DO correspondientes a IgE (a), 1gG1 (b) e IgG2a (c) para los ratones
sensibilizados y tratados de los distintos grupos. Se grafican los valores promedios de DO£SEM. Estos
resultados corresponden a 2 experimentos representativos.( **p<0.01, ***p<0.001 obtenidos por Anova
two way y como test posterior Bonferroni).

Por lo tanto el andlisis de los isotipos especificos indica una modulacién de la
respuesta Th2 mediante el empleo de LPS y Omp-16.

Prueba de Hipersensibilidad retardada (DTH)

A los 21 dias de la ultima sensibilizacién, se realizo la prueba de DTH con PLV y SF
como se menciond anteriormente, y a las 72hs se midi6 el espesor de las patas. Comparando
ambas patas se calculd la diferencia de inflamacion entre las mismas. En la figura 26 se
muestran los resultados de la DTH y como puede observarse en los ratones tratados con LPS
0 con Omp-16 se obtuvieron mayores diferencias entre ambas patas, lo cual significa una

DTH mas intensa, con respecto a los animales que so6lo fueron sensibilizados.

0 057 * Figura 26. Prueba de DTH. Se representan
£ o4- los valores medios en mm + SEM para cada
9 ' grupo. (* p<0.05, Anova de una via)
8 0.3 .
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©
5 0% evidencia in vivo que los tratamientos
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g 011 inmunomodulatorios por la via intranasal
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TratiPS in Trat-OMP16n Conirol Ag generan una respuesta Thl-dependiente
que permite modular la sensibilizacion

alérgica intestinal.
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Determinacion de citoquinas en cultivos de esplenocitos

A los 10 dias de la prueba de DTH, animales de distintos grupos fueron desafiados
oralmente con PLV vy sacrificados a las 24hs. Se aislaron los bazos y se obtuvieron
suspensiones de esplenocitos que se cultivaron en presencia de PLV o caseina. Se incluyd

RPMI como control negativo (medio de cultivo RPMI 1640) y Con A como control positivo.

A partir de los sobrenadantes de estos cultivos se midieron los niveles de IL-5, IL-13,
e IFN-y por ELISA de captura. En la figura 27 se muestran los resultados de la cuantificacion
de IL-5 e IFN-y como citoquinas Th2 y Thl, respectivamente. Como puede observarse células
de los animales de los 3 grupos tratados secretan cantidades elevadas de IL-5, aunque los del
grupo de ratones tratados con LPS muestran valores significativamente menores de esta

citoquina Th2. Estos mismos ratones mostraron los mayores niveles de secrecion de IFN-y.
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Figura 27. Concentracion de citoquinas mediadas por ELISA de captura. Concentracion de IL-5 o
IFN-y en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos en presencia de PLV o caseinas.(p<0.01, Anova de
dos vias seguido de test de Bonferroni).

Estos resultados reflejan que s6lo los animales tratados con LPS muestran, a nivel de
células del bazo, una respuesta celular Thl, que podria ser la responsable de modular la
secrecién de IgE y la induccion de signos clinicos post-desafio oral. Sin embargo, el
tratamiento con Omp generd niveles menores de IL-5, y mayores de IFN-y con respecto a los

ratones sensibilizados.

Anélisis de la inmunidad inducida en la mucosa intestinal

Se aislaron los intestinos de ratones de los distintos grupos y se procesaron para aislar
el RNAm. Las muestras se recibieron en buffer lisis RAL en frio y se extrajo el mRNA total
como se menciono en el capitulo 1. Se obtuvo el cDNA por RT-PCR vy se analizé la expresion
de citoquinas por qPCR. En la figura 28 se muestra el incremento en la expresién génica
correspondiente a IFN-y, IL-5 e IL-13 obtenido a partir de la relacion entre la expresion de

estas citoquinas en los intestinos de los animales de cada lote tratado y la expresion en los
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animales del grupo control o no inmunomodulado. A través de la expresion del gen de B-

actina, se normaliz6 la cantidad total de cDNA.
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Figura 28. Expresion de mRNA de citoquinas por gPCR. Se muestra el incremento en la expresion de
IL-13, IL-5 e IFN-y en intestino de ratones de los distintos grupos.

En la figura se observa un aumento en la induccion de IL-13 y en menor medida de
IL-5 en los ratones sensibilizados, mientras que no se observa la induccion de citoquinas Th2
en el intestino de los ratones tratados. Como puede observarse, resulta llamativo que no se
encontro induccion de IFN-y en los intestinos de ratones tratados por via intranasal.

En conjunto, los resultados de los signos clinicos post-desafio oral, el descenso en los
niveles de IgE especifica sérica, el aumento en los niveles de 1gG2a, la disminucion de la
secrecion de las citoquinas Th2, y la prueba de DTH nos sugieren que el LPS y la Omp-16
inducen una respuesta de perfil Thl especifica que es capaz de modular la
sensibilizacion alérgica que se induce en forma simultanea al tratamiento. Por lo tanto, el
protocolo aplicado permitiria emplear LPS y Omp-16 como agentes inmunomodulatorios,
para redireccionar o inhibir la respuesta Th2 especifica.

11.3.5. Tratamiento con proteinas recombinantes de Brucella abortus por via

intragéstrica.

Estudio in vitro de Omp-16 sobre células epiteliales intestinales

Dado que las células epiteliales del tracto gastrointestinal constituyen la primera
barrera fisica que separa el medio interno del contenido del lumen decidimos estudiar si esta
proteina de membrana de Brucella ejerce algun efecto sobre los enterocitos. Sobre la base de
estos resultados decidimos estudiar el empleo de Omp 16 como agente inmunomodulador por
la via intragastrica.

Se empled la linea celular humana de carcinoma de colon (Caco-2) como blanco de
Omp 16. Se emplearon, ademas, otros agonistas de los TLR (Pam3CSK, comercial y LPS de

E. coli) como activadores celulares, y como pardmetro de respuesta celular se evalu6 la
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expresion de la quimoquina CCL20, la cual es un mediador de la inmunidad innata que atrae
celulas dendriticas y linfocitos T al foco inflamatorio. Se observd que el cultivo de células
Caco-2 en reposo junto a Pam3CSKy, LPS y Omp-16 no producen un aumento en la expresion
de mRNA CCL20 (figura 29a), por lo cual las células serian no respondedoras
probablemente por falta de expresion de los receptores especificos. Estudiamos la expresion
de distintos TLR en Caco-2 y observamos que los colonocitos solo expresan TLR5 en
condicion basal, mientras que al activarlas se induce la expresion de los otros TLRs. Se
estudio la expresion del mRNA de los receptores tipo toll en las células Caco-2 al ser
estimuladas con TNF-a, y encontramos un aumento de dicha expresion entre las 2 y 6 horas
post-estimulo (figura 29b).
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Figura 29. Estudio in vitro en Caco-2. (a) Expresion de CCL20 en células estimuladas por ligandos
TLR (b) Expresién de mRNA de TLR 2, 4, 5y 9 en células estimuladas con TNF- a por 2 y 6hs.

En base a estos resultados decidimos estudiar el efecto de los activadores celulares
sobre células pre-activadas, para lo cual se realiz6 una cinética de activacion empleando
diferentes estimulos pro-inflamatorios (Flic, TNF-a e IL-1pB). Se encontrd que a las 2 hs el
estimulo con TNF-o induce marcadamente la expresion de CCL20 (figura 30a), y luego de
12hs disminuye a valores basales Por lo tanto, Caco-2 se activan rapidamente frente a TNF-a
y la respuesta a los distintos ligandos de TLR podria evaluarse, a través de la expresion de
CCL20, a partir de las 12hs de iniciado el estimulo. Asimismo demostramos anteriormente
gue TNF-a induce la expresion de distintos TLR por lo cual estimulamos la células activadas

con Pam3CSK,, LPS y Omp-16.
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Figura 30. Expresién de mRNA CCL20 en Caco-2. (a) Cinética de expresion de mRNA CCL20 frente
a estimulos pro-inflamatorios (Flic, IL-1B, TNF-a). (b) Expresion de mRNA CCL20 frente a PamzCSK,,
LPS y Omp-16 en células caco-2 pre-activadas por 12hs con TNF-a.

Como se observa en la figura 30b, las células Caco-2 se transforman en
respondendoras de LPS, Pam3CSK,; y Omp-16 al pre-activarlas con un estimulo pro-
inflamatorio.

Por lo tanto, y sobre la base de los resultados mostrados, decidimos emplear Omp-16

como un inmunomodulador oral en animales sensibilizados con PLV y TC.

11.2.6 Tratamiento con Omp-16 por via intragastrica en el modelo murino de

alergia alimentaria

Se emplearon ratones BALB/c de 5 semanas de edad, que se agruparon en lotes de 5
animales cada uno. Todos los animales fueron inoculados por via ig con PLV y TC. Segun el
tratamiento administrado por via ig, los animales fueron divididos en 3 lotes, como se realizd
anteriormente (esquema 5). Como agentes inmunomoduladores se administr6 Omp-16, y
ademas se utiliz6 CpG (ODN 1886, Sigma) como control de la via oral. A estos lotes de
animales se los denomind Trat-Omp-16 y Trat-CpG.Se incluyo asimismo el grupo control
de antigeno, el cual recibio solamente por via oral PLV (Contol Ag).
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Esquema 5 Protocolos de sensibilizacion y modulacién con Omp-16
Dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35: se inocularon por raton:

10 pg de TC + 20 mg de PLV, por via ig, para todos los animales del experimento
Dependiendo del lote, se inocularon por via ig

4 ug de PLV + 100 pg de Omp-16, para el grupo denominado Trat-Omp-16.

4 ug de PLV, para el grupo denominado Control Ag.

4 ug de PLV + 100 ug de CpG, para el grupo denominado Trat-CpG.
Desafio oral: administracion de 20 mg de PLV por via ig el dia 45.

Caracterizacion in vivo e in vitro de la respuesta inmune inducida
Andlisis de los signos clinicos desarrollados luego del desafio oral

Luego de 10 dias de concluido el plan de sensibilizacion, se realiza un desafio oral con
PLV vy se observan los signos clinicos desarrollados por los distintos ratones a los minutos. En
la figura 31 se muestran los resultados del score clinico y como puede observarse se logro
una disminucion en las manifestaciones clinicas desarrolladas por los ratones tratados con
Omp-16 y con CpG, con respecto al lote que recibio unicamente PLV. En el grupo control de
antigeno, se observé un aumento en el rascado de la nariz y cabeza, enrojecimiento alrededor
de la nariz, hinchazén de ojos y baja actividad post-estimulo; mientras que en los grupos

tratados, las manifestaciones fueron mas leves.
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Figura 31. Evaluacidn in vivo de la respuesta inducida por el desafio oral con PLV. Se muestran los
score clinicos correspondientes a los signos clinicos desarrollados a los 30 min del DO con 20 mg de
PLV en los ratones de los distintos grupos. Estos resultados corresponden a un experimento

representativo.

De la figura podemos concluir que el tratamiento oral con Omp-16 o CpG siguiendo el

protocolo detallado, permite disminuir marcadamente los sintomas de hipersensibilidad en los

animales alérgicos.

Prueba Cutanea

A los animales pertenecientes a los distintos lotes se les realizd la PC con PLV,

observandose una extravasacion inmediata del colorante en la piel donde se inoculé PLV en

todos los animales del grupo sensibilizado. Inclusive en algunos animales de este grupo se

observo una extravasacion sistémica. Es de remarcar que en los ratones tratados con Omp-16

0 CpG no se observo extravasacion del colorante. Unicamente los ratones del grupo control

Ag se obtuvo una PC positiva. En todos los casos el flanco inoculado con solucién fisiologica

di6 una PC negativa (figura 31 a,b,c).

Sistémico

Trat-Ompl6ig Trat-CpG ig

Figura 32. Prueba cutanea con PLV
en animales sensibilizados vy
tratados. En el panel superior se
muestran los resultados
correspondiente a animales
sensibilizados inoculados con SF
(a,b,c). En el panel inferior se
muestran  los resultados de los
animales sensibilizados que recibieron
cada tratamiento (d,e,f) Solo se incluye
la foto de un animal de cada grupo.
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Estos resultados permiten concluir que los tratamientos inmunomoduladores suprimen

la produccion y secrecion de IgE, y por lo tanto la sensibilizacion de mastocitos cutaneos.
Determinacion de anticuerpos sericos

Se estudid la inmunidad humoral a través de los niveles sericos de los distintos
isotipos especificos de PLV. En la figura 33 se muestran los resultados durante el protocolo
de sensibilizacidn/tratamiento y como puede observarse se produce un aumento significativo
de los niveles de IgE e 1gG1 en el grupo de animales sensibilizados. En los ratones tratados
con Omp-16 o con CpG se detectaron al dia 52 niveles de IgE especificos significativamente
menores en comparacion al grupo que recibi6 PLV como tratamiento (control Ag).
Llamativamente no se observan diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
IgG1 entre el grupo control y los grupos tratados (figura 33b). Cabe resaltar el aumento en
los niveles de 1gG2a de los animales tratados con CpG y Omp-16 con respecto al grupo
control. Sin embargo, s6lo en los animales Trat-CpG esta diferencia es estadisticamente

significativa.
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Figura 33. Isotipos especificos a PLV sérico determinados por EAST y ELISA. Cinéticas de
produccion sérica de IgE (a), IgG1 (b), e 1gG2a (c) para los distintos tratamientos. Valores promedios de
DO+£SEM para cada uno de los grupos. Estos resultados son representativos de 2 experimentos
independientes. **p<0.01, *p<0.05 obtenidos por Anova two way y como test posterior Bonferroni.

Estos resultados nos permiten que los inmunomoduladores empleados por via oral
logran revertir la sintesis y secrecion de isotipos de anticuerpos asociados a una inmunidad
Th2 inducida.
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Prueba de Hipersensibilidad retardada (DTH)

A los 21 dias del desafio oral se realiz6 la prueba de DTH con PLV, y SF como
control. Luego de 72 horas se midié el espesor de cada almohadilla plantar y se calculd la
diferencia en la altura entre la pata inoculada con PLV y la pata inyectada con solucion
fisiolégica. En la figura 34 se muestran los resultados obtenidos para los ratones de los
distintos grupos, donde se graficd la diferencia de altura de la pata inoculada con PLV con la
inoculada con SF. Como puede observarse se obtuvo un aumento significativo en el tamafio

de las patas de los ratones tratados con Omp-16.
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Figura 34. Prueba de DTH con PLV en los ratones sensibilizados y tratados. Se representan los
valores medios en mm = SEM correspondiente a la diferencia en el espesor de las patas. * p<0.05, Anova
de una via.

Estos resultados nos indican que el tratamiento con Omp-16 por via ig de manera
simultanea a la sensibilizacion induce mecanismos celulares pro-inflamatorios especificos de
PLV Thl-dependientes.

Cuantificacion de las citoquinas en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos

Animales de distintos lotes fueron sacrificados 24hs luego del desafio oral, se aislaron
los bazos y a partir de la suspension de esplenocitos se realizaron cultivos en presencia de
PLV o caseina. Se incluyé RPMI como control negativo (medio de cultivo RPMI 1640) y Con

A como control positivo.

A partir de los sobrenadantes de estos cultivos se midieron los niveles de IL-5, e IFN-y

por ELISA de captura
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Como puede verse en la figura 35, el grupo que solamente fue sensibilizado (control
Ag) presenta niveles mas altos de IL-5 cuando los esplenocitos son estimulados con PLV o

caseinas in vitro, con respecto a los animales sensibilizados y tratados.
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Figura 35. Concentracion de citoquinas medidas por ELISA de captura. Concentracion de IL-5 o
IFN-y en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos en presencia de PLV o caseinas. (*p <0.05 Anova
de dos vias seguido del test de Bonferroni)

Los niveles de IFN-y en el grupo control de Ag son bajos, notandose un aumento en
los grupos tratados, principalmente el grupo tratado con CpG. Si bien no se logran detectar
niveles elevados de IFN-y cuando se trata con Omp-16, el hecho que disminuya la secrecion
de IL-5 a niveles basales permite inferir que se logra establecer una respuesta Thl contra-
regulatoria de la Th2. Por otro lado, estos resultados sugieren que la respuesta celular en los
animales tratados con CpG por via oral genera niveles mas elevados de IFN-y con respecto al

tratamiento con Omp-16.
Analisis de la respuesta inmune inducida en la mucosa intestinal

Con el fin de estudiar si los tratamientos inducen una respuesta Thl-en la mucosa
intestinal, se sacrificaron ratones luego del desafio oral y los intestinos fueron recogidos en
buffer lisis RAL para la extraccion de mRNA total como se menciond en el capitulo 1. Se
obtuvo el cDNA vy luego se cuantifico la expresion de citoquinas por gPCR. En la figura 36
se muestran los resultados del cambio en la expresidn de los genes para citoquinas Th1 (IFN-
v) y Th2 (IL-5, IL-13). Se obtuvo esta diferencia a partir de la relacion en la expresion de cada
gen comparando animales de cada lote tratado con el grupo control. 3-actina fue usado para

normalizar la cantidad total de cDNA.
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Figura 36. Expresion de mRNA de citoquinas Thl y Th2 por gPCR. Se muestra el incremento en la
expresion de 1L-13, IL-5 e IFN-y en intestino de ratones de los distintos grupos en comparacioén con el
lote control que sélo recibié PLV.

De los resultados de la figura 36 se puede inferir que a nivel de la mucosa intestinal se
logra modular la expresion de citoquinas Th2, principalmente IL-13 cuya expresion esta

totalmente inhibida cuando los ratones son tratados con CpG.

A partir de los resultados obtenidos en este capitulo, encontramos que al tratar los
animales sensibilizados con CpG u Omp-16 por via oral se logra modular el incremento de
IL-5 en bazo. Esto también se refleja tanto en los niveles de IgE especifica sérica, como en la
PC, DTH y en los signos clinicos luego del desafio oral con PLV. En conjunto estos
resultados permiten concluir que los tratamientos inmunomodulatorios por via intragastrica
logran revertir las reacciones de hipersensibilidad inducidas durante la etapa de

sensibilizacion.

La via intranasal, a diferencia de la via subcutanea, también logra instaurar una
inmunidad Thl-dependiente que logra revertir parcialmente la sensibilizacion alérgica en los
ratones sensibilizados e inmunomodulados. Los resultados del capitulo Il en conjunto
permiten inferir que con los protocolos inmunomodulatorios aplicados la administracion

intragastrica es mas eficiente que la intranasal.
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11.4. DISCUSION
En este capitulo se ha estudiado una estrategia de modulacion basada en la hipotesis

del re-direccionamiento de la respuesta Th2 inducida a través de la instauracion de
mecanismos inmunoldgicos Thl-dependientes. Para ello empleamos la proteina de membrana
externa de Brucella abortus-Omp-16, la cual mediante la union a TLR4 presenta propiedades
adyuvantes pro-Thl, y CpG, que a través de su union a TLR9 es capaz de inducir una

inmunidad Th1l através de la activacion de la inmunidad innata.

Para realizar la modulacion se eligieron distintas vias de administracion: subcutanea,
intranasal e intragastrica. Al administrar la Omp-16 por via subcutanea no se logré inducir
una respuesta de perfil Thi, por el contrario en ratones no sensibilizados, los cuales recibieron
el tratamiento con PLV junto a Omp-16 o sola, se observé una fuerte respuesta de perfil Th2
en ambos casos. Esto podria deberse a que las proteinas de leche per se, inducen una
respuesta inmunologica de perfil Th2. Sin embargo, estudios en ratones, muestran que la
inflamacion alérgica inducida por OVA en un modelo de asma es suprimida por la
inoculacion de OVA a altas dosis por via sub-cutanea (Shirinbak et al. 2010; Dioszeghy et al.
2011). En pacientes alérgicos al polen, la inmunoterapia con el alergeno mostré una supresion
efectiva de la respuesta alérgica, asociada con una disminucion del infiltrado de baséfilos,
neutrofilos y eosinéfilos. Esta supresidn estaria relacionada con la induccion de una 1gG1 e
IgG4 especificos para el alergeno, lo cual impediria la unién del mismo a las IgE unidas a
mastocitos (Durham et al. 1999). Sin embargo, las proteinas de leche en nuestro modelo de
alergia alimentaria, al igual que lo que ocurre en humanos, inducen una sensibilizacién
cuando son administradas a través de la piel. En este sentido Fox y col. estudiaron que el
contacto con antigenos de mani durante la infancia promueve la sensibilizacion del individuo
(Fox et al. 2009). También se ha observado que chicos alérgicos a PLV desarrollaron
anafilaxia cuando se aplicaron pomadas que contenian caseinas (Jarmoc y Primack 1987;
Tabar et al. 1996; Saloga y Knop 2000). El grupo del Dr. Sampsom tiene publicado un trabajo
en donde desarrollan un modelo de dermatitis atopica inducida por un alergeno alimentario;
en el mismo sensibilizan ratones C3H/HeJ con proteinas de mani o de leche y TC por via oral
y luego inoculan el alergeno por piel y el raton desarrolla una erupcién cutanea que se
correlaciona con las manifestaciones observadas en humanos (X. M. Li et al. 2001). Estudios
mas recientes indican que la exposicion cutanea a antigenos alimentarios puede reprogramar

en MLN a las células efectoras con receptores de trafico a intestino a que expresen receptores
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de trafico a piel, provocando las lesiones cutaneas cuando el paciente contacta al alergeno
(Oyoshi et al. 2011).

Otra via prometedora para inmunoterapia es la intranasal. Hemos estudiado que la
inoculacion intranasal de PLV con Omp-16 o con LPS en ratones sensibilizados, suprimio la
activacion de la respuesta Th2, disminuyendo las manifestaciones clinicas luego del desafio
oral con el antigeno, los niveles de IgE especifica y aumentando los niveles de 19G2a; esto no
se observo cuando se administré el antigeno solo. En bibliografia hay pocos trabajos que
utilicen la via intranasal para modular una respuesta en intestino. Cortez Perez y col.
describen un tratamiento intranasal con un probidtico modificado, Lactococcus lactis
productor de B-lactoglobulina, en ratones sensibilizados por via oral con leche de vaca. Este
tratamiento contribuy6 a una disminucioén sérica de IgG1, disminucién de IL-4 con aumento
de IFN-y por los esplenocitos estimulados in vitro con B-lactoglobulina, sugiriendo que se

produjo un switch de la respuesta Th2 hacia una respuesta Th1l (Cortes-Perez et al. 2007).

Finalmente, los ratones modulados por via intragastrica con Omp-16, mostraron una
eficiente respuesta de perfil Thl, disminuyendo el score clinico post-desafio oral con PLV,
los niveles séricos de IgE especificos y negativizando la prueba cutédnea antigeno especifica.
Adel-Patient y col. administraron por via oral Lactococcus lactis recombinante la cual expresa
B-lactoglobulina bovina a un modelo murino de alergia validado en ratones BALB/c.
Encontraron que el pre-tratamiento con la bacteria recombinante produce una respuesta de
perfil Th1 especifica a B-lactoglobulina, disminuyendo los niveles de IgE especifica, mientras
que aumenta los niveles de IgG2a y la produccion de IFN-y (K Adel-Patient et al. 2005).

Actualmente la inmunoterapia sublingual resulta el tratamiento méas eficaz en

pacientes con alergia a distintos alergenos.
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I11. 1 INTRODUCCION

El sistema inmune asociado a la mucosa intestinal es el responsable de mantener un
fino balance entre la activacion inmunoldgica que genera una respuesta inflamatoria contra
patdgenos y evitar la induccion de una respuesta inmune frente a la microbiota y otros
antigenos presentes en el lumen intestinal. El epitelio intestinal cumple en este escenario una
funcion dual: actia como barrera fisica permitiendo la traslocacion selectiva del contenido
intestinal al medio interno y al mismo tiempo es un componente activo del sistema inmune
intestinal a través de interacciones con diversas células del sistema inmune, mecanismos que
no han sido aun completamente dilucidados. Las células epiteliales intestinales juegan un rol
importante en el “muestreo” y en el mantenimiento de la homeostasis intestinal. Se sabe que
muchos mediadores inflamatorios modulan la integridad de la barrera epitelial y la activacion
de las células epiteliales. El factor de transcripcion NF-kB juega un rol importante en la
respuesta inmune frente a diferentes situaciones de stress tanto enddgenas como exdgenas
(Nenci et al. 2007). Diversas sefiales de stress (antigenos bacterianos o virales, citoquinas,
radiaciones UV, etc.) pueden activar esta via de sefializacion e inducir la expresion de genes
involucrados en un proceso pro-inflamatorio o en el mantenimiento de la homeostasis
intestinal (Hayden et al. 2006). Una adecuada respuesta inflamatoria contra bacterias
invasoras resulta en la secrecién de péptidos antimicrobianos, como asi también en la
secrecion de citoquinas y quimioquinas en el tejido, las cuales reclutan y activan distintos
tipos celulares dependiendo de la sefial de disparo de los mecanismos de la inmunidad innata
(células dendriticas, macrofagos, neutrofilos, etc.). Por otro lado, se sabe que cambios en la
microbiota pueden producir una respuesta inflamatoria severa y de esta manera alterar la
homeostasis intestinal. La microbiota es beneficiosa para el huésped ya que ayuda a extraer
nutrientes de la dieta, previene la colonizacion de microorganismos patégenos oportunistas y
contribuye al desarrollo de la arquitectura intestinal. La influencia de la microbiota en el
desarrollo de la inmunidad adaptativa se ha visto bien ejemplificada en animales libres de
gérmenes. Estos animales presentaron falta de maduracion en los tejidos linfoides asociados a
mucosa intestinal y exhiben diversos defectos en la respuesta inmune humoral (Feng y Elson
2011; Honda y Takeda 2009).
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En este capitulo presentaremos los resultados del analisis del rol de distintas bacterias
del orden Actinomycetales en la modulacion de la activacion de células epiteliales intestinales
y en el proceso inflamatorio mucosal empleando el modelo murino de alergia alimentaria.

El orden Actinomycetales incluye un gran nimero de géneros, los cuales a su vez
contienen distintas especies. Los Actinomycetales son bacterias Gram positivas aerdébicas que
se distribuyen ampliamente en ambientes naturales (agua, tierra, etc.). Se las ha estudiado
profusamente desde hace varios afios, sin embargo no se conocen algunos aspectos
relacionados con su composicién o propiedades patogénicas. La primer especie en ser
estudiada fue el Mycobacterium vaccae (Mv); esta especie esta relacionada al M. obuense y
presenta propiedades adyuvantes pro-Thl, por lo cual se las empleado para modular procesos
inmunoldgicos mediados por una respuesta Th2-dependiente. Esta bacteria ha demostrado ser
efectiva en modelos animales y en humanos. Varios estudios con M. vaccae mostraron tener
efectos benéficos en infecciones con Mycobacterium tuberculosis (Dlugovitzky et al. 2010),
Mycobacterium leprae (Truoc et al. 2001), en asma alérgico (Camporota et al. 2003), en
enfermedades autoinmunes como la psoriasis (Lehrer et al. 1998) y en cancer (J. L. Stanford
et al. 2008).

En los dltimos afios, se han estudiado diversas especies de Actinomycetales y se han
dilucidado importantes propiedades inmunomodulatorias. Especies como Gordonia
bronchialis (Gb), Rhodococcus coprophilus (Rc) y Tsukamurella inchonensis (Ti) han sido
estudiadas en varias condiciones naturales y experimentales en animales. Los resultados
obtenidos con estas bacterias en modelos experimentales sugieren que presentan al menos dos
actividades: una modulatoria de la respuesta inmune, y otra de supresién de la inflamacion
(Bottasso et al. 2009). Se ha demostrado que estas bacterias logran limitar la parasitemia y el
desarrollo de miocarditis cronica en un modelo experimental de infeccion de Trypanosoma
cruzi en rata (Fontanella et al. 2007; Davila et al. 2011), limitan el desarrollo de hiperplasia de
la miointimal en un modelo experimental en rata de dafio en la arteria carétida (Hansrani et
al. 2010), disminuyen el infiltrado de mastocitos en la mucosa colonica en un modelo en
conejo de alergia (Vinuesa, Standfor no publicado), etc. En conjunto estos efectos podrian ser
interpretados en base a las propiedades adyuvantes que presentan estas bacterias, combinado
con la presencia de proteinas de shock térmico que tienen reactividad cruzada con las
proteinas de stress enddgeno. Sin embargo, no se puede extender la misma linea de
razonamiento para explicar los resultados de un estudio realizado en ratas tratadas con
bacterias Actinomycetales que fueron posteriormente desafiadas con parasitos de T. cruzi, en

las que se encontr6 que Gb generaba proteccion en la progenie frente a la infeccion.
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Llamativamente el mismo efecto no se observaba al tratarlas ratas con Rc dado que

aumentaba la susceptibilidad a la infeccion (Davila et al. 2011). También se han observado
efectos benéficos empleando Gb y Rc en perros con dermatitis alérgica causada por pulgas
(Marro et al. 2011), o con Ti en alergia a dermatofagoides en caballos, 0 como se menciono
anteriormente, la administracion oral de Gb en modelos de alergia a ovoalbdmina bovina en
conejos resultdé en la negativizacion de las pruebas cutaneas y reduccién del nimero de
eosindfilos y mastocitos en la mucosa rectal. Aunque las enfermedades mediadas por procesos
inflamatorios crénicos son mas complejas y dificiles de comprender se ha incluido el uso de
estas bacterias en un gran numero de desordenes: enfermedades tumorales, intolerancia
alimentaria, diabetes mellitus tipo 2, el sindrome metabdlico, enfermedades inflamatorias
cronica (IBD), etc. (Bottasso et al. 2009). Por lo tanto resta ain mucho camino por recorrer en
cuanto al estudio de las propiedades benéficas que ejercen estas bacterias en procesos
inflamatorios agudos y cronicos, pero indudablemente representan una interesante alternativa
terapéutica para este tipo de patologias.

Encontrar y optimizar un tratamiento seguro y bien tolerado que pueda disminuir la

inflamacion crénica es un desafio importante para la biomedicina.

En este capitulo presentaremos los resultados que muestran los efectos y posibles
mecanismos de accion de bacterias Gb y Rc muertas por calor, sobre células epiteliales
colonicas humanas. Posteriormente estudiaremos el efecto inmunomodulatorio sobre el

sistema inmune de mucosas en modelos experimentales en raton.
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I11.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

<> Caracterizar la activacion de células epiteliales intestinales humanas a
tiempos cortos frente a distintos estimulos activadores (ligandos de TLR y citoquinas
pro-inflamatorias).

X Estudiar el efecto modulatorio de bacterias del género Actinomycetales
sobre la activacion de células epiteliales.

X Emplear bacterias del género Actinomycetales como agentes inmunomoduladores en

el modelo de alergia alimentaria a leche de vaca
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1. 3. RESULTADOS
Considerando la informacion y el conocimiento que se ha logrado en los Gltimos afios

con respecto a la administracion de bacterias por la via oral y sus efectos sobre las mucosas
decidimos aplicar estas bacterias por via intragastrica para modular la inflamacién alérgica
aguda que se induce en ratones de la cepa BALB/c. Dado que, como mencionamos
anteriormente, las células epiteliales del intestino son las primeras células con las que se
encuentran las bacterias decidimos comenzar nuestros estudios analizando si estos
microorganismos ejercen algun efecto sobre las mismas. Existen numerosas y ampliamente
caracterizadas lineas celulares de epitelio colénico humano (aisladas de tumores de colon) por
lo cual decidimos emplear las mismas como modelo in vitro.

Nuestros estudios se basan principalmente en el empleo de Caco-2, células derivadas
de carcinoma de colon humano, las cuales en cultivo se diferencian y se polarizan y
fenotipicamente se asemejan a los enterocitos del intestino delgado. Estas células presentan
receptores TLR y de citoquinas entre otros, y la activacion a través de los mismos produce
citoquinas y mediadores inflamatorios (Bandyopadhaya et al. 2007; Romier et al. 2008). Para
analizar a modo de screening la activacion y modulacion celular también empleamos la linea
de Caco-2 transformada (Caco-luc) que expresa el gen de la luciferasa cuando la misma se
activa. Como ya se menciono, esta linea celular fue transfectada con un plasmido que
contiene el gen de la luciferasa en el promotor NF-xB de CCL20, por lo cual cuando se activa
se induce el gen de luciferasa y de CCL20 (quimioquina que atrae células dendriticas y
linfocitos T), a través de la via de NF-xkB. Ambos tipos celulares (Caco-2 y Caco-luc)
presentan el mismo comportamiento en cultivo. Finalmente, y una vez dilucidados los
mecanismos activadores e inhibitorios, empleamos ratones de la cepa BALB/c para estudiar el

efecto anti-inflamatorio in vivo.

Analisis del efecto producido por los estimulos pro-inflamatorios y los
Actinomycetales sobre las células Caco-2
Se estudio el efecto activador de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1B y TNF-a) y
flagelina (ligando de TLR-5) a través de la medida de la actividad de la luciferasa en células
Caco-luc en cultivo. Se caracteriz6 la activacion celular por PCR tiempo real para genes que
codifican mediadores de inflamacion.
Dado que nuestro objetivo es emplear bacterias Actinomycetales como
inmunomoduladores en los mecanismos iniciales de la activacién inmunoldgica decidimos

estudiar las etapas tempranas de la activacion celular. Para tal fin seleccionamos genes que se
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expresan a tiempos cortos cuando las células epiteliales son activadas, y que ademas
participan en la quimio-atraccion y activacion de otras células del sistema inmune para montar
una respuesta inmune (IL-1p, TNF-a, IL-6, CCL20, IL-8 y MCP-1). Por lo tanto se mantuvo a
las células bajo activacidn durante 2 horas a 37°C, y se utilizé medio de cultivo solo (DMEM
suplementado con suero fetal bovino y antibidticos) como control negativo. Esta condicion
fue utilizada como basal para calcular la activacion celular. Para la qPCR se normalizé la
cantidad de cDNA analizando la expresion del gen de la B-actina. Transcurrida la activacion
se retird el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS y se lisaron con el buffer
respectivo ya sea para medir la actividad luciferasa o para la extraccion del RNAm. Para los
ensayos de medida de emision de luz se incubaron las células Caco-luc con los diferentes
estimulos durante un tiempo mayor (4 hs) dado que se debe inducir la expresion de la enzima.

Inicialmente se cuantificd a traves de qPCR el incremento en la expresion de los genes

de distintas citoguinas y quimioquinas como se muestra en la figura 37.
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Figura 37. Expresion de RNAm de (a) quimioquinas (IL-8, MCP-1 y CCL20) y de (b) citoquinas (IL-
6, TNF-o e IL-1) en Caco-2 frente a diferentes estimulos por 2hs. Incremento relativo: corresponde al
incremento en la expresidn de cada gen en la condicion de activacion con respecto a la condicidn basal.

Como se observa en la figura 37, las Caco-2 responden mas marcadamente a flagelina
e IL-1B, y esto puede explicarse por la mayor expresion en la membrana de sus receptores
especificos. Los principales marcadores de activacion hallados son TNF-a y CCL20 en las
condiciones de cultivo ensayadas. Los demas genes estudiados también son inducidos, aunque
en menor medida.

Una vez caracterizada la activacion celular de las Caco-2, se procedio a investigar si
las bacterias Actinomycetales ejercen algun efecto bioldgico sobre las células epiteliales
intestinales en reposo. Para esto utilizamos las células Caco-luc, y en la figura 38 se muestran
los resultados de los cultivos con distintas bacterias vivas y muertas por calor. Puede
observarse que las celulas responden a flagelina y se activan en presencia de Salmonella

tiphymurium (S. tiphymurium) (de donde se aisla la flagelina) viva o muerta. Sin embargo,
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cuando las células fueron incubadas con bacterias muertas de Gb o Rc no se observé

induccion de la actividad de luciferasa y por lo tanto no se observo emision de luz.

©
@ 15+ Figura 38. Expresion relativa de luciferasa, en
% cultivo con flagelina, Salmonella tiphymurium (viva y
g muerta), y bacterias Actinomycetales (Gb y Rc). Flic:
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S. tiphymurium

Estos resultados nos permiten concluir que las células responden tanto a bacterias
vivas como muertas, expresan TLR-5, Gb y Rc muertos, al no tener flagelo, no son capaces de
activar las Caco-luc en reposo. Es conocido que la linea celular Caco-luc expresa TLR-5 y es
por lo tanto respondedora a flagelina, razén por la cual se incluyo este estimulo como control
positivo. Ademas se incluyd Salmonella tiphymurium viva y muerta como control de
respuesta de la linea celular frente bacterias muertas o vivas.

A partir de estos resultados se decidié evaluar si los Actinomycetales ejercen algun
efecto inhibitorio sobre la activacion de las células epiteliales. Para ello, se pre-incubaron las
células Caco-luc con Gb o Rc muertas por calor durante 30 minutos y luego se aplico el
estimulo por 4hs. Como se puede observar en la figura 39 se obtuvo una inhibicion
estadisticamente significativa de la activacion celular con Flic 0 TNF-a.
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Figura 39. Expresion relativa de luciferasa en células Caco-luc en reposo o activadas. Se trataron 10°
células con10” Gb 0 Rc y se activaron con Flic (1 pg/ml) o TNF-a (10 ng/ml). (* p< 0.05, *** p< 0.001
Test Anova de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni).

Nuevamente observamos que las Caco-luc en reposo no son activadas con los

Actinomycetales y que las células se activan mas marcadamente con flagelina. Tanto Gb

como Rc inhibieron la expresion de luciferasa. Para evaluar si este efecto supresor es
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especifico, se realizd una inhibicion dosis-respuesta incubando las celulas con distintas
cantidades de bacterias. En la figura 40 se muestran los resultados de la inhibicion ejercida
por Gb cuando las Caco-luc son activadas con flagelina. Claramente se observa un efecto
dosis-respuesta inhibitoria ejercida por distintas cantidades de Gb, con valores

estadisticamente significativos para relaciones bacteria: célula de 1000:1 y 10:1.

1:100

0.1 1:10

Actividad Relativa de luciferasa

Flic (1pg/ml) + + + + + + +
Gb (UFC) - + + + + + +

Figura 40. Expresion relativa de luciferasa bajo condiciones de cultivo con distinta relacion
bacterias: células. Se estimuld con Flic (1 pg/ml) 10° células Caco-luc en cultivo y se inhibi6 con
cantidades decrecientes de Gb. (** p<0.01; *** p<0.001, Anova de una via seguido de un test de
Bonferroni). UFC: unidades formadoras de colonias

Para confirmar estos resultados decidimos evaluar el efecto dosis respuesta a nivel de
la secrecion de CCL20. Para ello, se realizd6 nuevamente la inhibicion dosis-respuesta
incubando las células con distintas cantidades de bacterias y luego de 24hs se midié CCL20
en el sobrenadante. En la figura 41 se muestran los niveles de CCL20 producidos en

presencia de las distintas cantidades de Gb.
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Por lo tanto, estamos en condiciones de concluir que las células epiteliales reconocen a
las bacterias Actinomycetales, y que por algin mecanismo aun desconocido inhiben la

activacion celular a través de la supresion de la via de NF-xB. Estos resultados nos llevaron a
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emplear las Caco-luc activadas como ensayo de screening para estudiar el poder inhibitorio de

un panel de 10 especies distintas de Actinomycetales. Estos estudios nos permitieron
seleccionar una especie adicional con propiedades inhibitorias sobre la expresion de luciferasa

y por lo tanto de la activacion celular: Tsukamurella inchonensis (Ti).
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Figura 42. Expresion relativa de luciferasa frente a un panel de 10 especies distintas de
Actinomycetales. Se estimulé con Flic (I pg/ml) 10° células Caco-luc en cultivo y se inhibié con
distintas especies de Actinomycetales (numeradas del 1 al 10, las cuales corresponden a: (1) T.
inchonensis; (2) T. paurometabola; (3) R. rhodnii; (4) A. globiformis; (5) Dietzia maris; (6) R.
coprophillus; (7)G. Bronchialis; (8) R859R; (9) G. amarae; (10) G. terrae.

Una vez confirmado el poder supresor de Gb y Rc decidimos cuantificar el mismo
mediante qPCR para CCL20 y otras citoquinas y quimioquinas frente a distintos estimulos en
células Caco-2. Este analisis nos permite evaluar mas detalladamente las vias de sefializacion
y los genes que son inhibidos por estas bacterias en las condiciones de activacion definidas.
En la figura 43 se muestra la expresion relativa de las 3 quimioquinas pro-inflamatorias antes
mencionadas en células Caco-2 activadas y activadas/inhibidas con respecto a las células en
reposo. Claramente CCL20 es el gen que mas intensamente se expresa en Caco-2 frente a

ambos estimulos
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Figura 43. Expresion relativa de quimioquinas pro-inflamatorias en Caco-2 activadas e incubadas
con bacterias Actinomycetales. Se evalud la expresion de los genes de CCL20, IL-8 y MCP-1 en células
activadas con Flic (panel superior) e IL-1p (panel inferior) e incubadas con Gb o Rc (10" bacterias /ml).
Los resultados se expresan como la media del incremento de la expresion de RNAm + SEM y son
representativos de 3 ensayos independientes. (* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001 Test Anova de dos
vias seguido de la prueba de Bonferroni).

Estos ensayos nos permiten concluir que la expresion de RNAm CCL20 e IL-8 en
células estimuladas con flagelina es inhibida en forma significativa tanto con Gb como con
Rc. Sin embargo, cuando las células son estimuladas con IL-1p sdlo la expresion de CCL20
es suprimida. Es importante resaltar el potente poder inhibitorio de Gb y Rc sobre la
expresion de CCL20.

En la figura 44 se muestran los resultados correspondientes a la cuantificacion por
gPCR de la expresion de las 3 citoquinas pro-inflamatorias antes mencionadas. Como se
mostré anteriormente se induce principalmente la expresion temprana de IL-13 y TNF-a bajo
las condiciones de estimulacion definidas. Como puede observarse, para ambos estimulos
encontramos que solo Gb y Rc inhiben la expresion de TNF-o cuando las células son

activadas con IL-1p.
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Figura 44. Expresion relativa de citoquinas pro-inflamatorias en Caco-2 activadas e incubadas con
bacterias Actinomycetales. Se evalud la expresion de los genes de IL-1B, TNF-o e IL-6 en células
activadas con Flic (panel superior) e IL-1B (panel inferior) e incubadas con Gb o Re (107 bacterias /ml).
Los resultados se expresan como media de incremento de la expresion de RNAm + SEM y son
representativos de 3 ensayos independientes. (** p< 0.001 Test Anova de dos vias seguido de la prueba
de Bonferroni).

Por lo tanto, los resultados presentados en esta seccion nos permiten concluir que las
bacterias muertas de Gb y Rc presentan propiedades inhibitorias sobre los eventos
moleculares tempranos que se inducen en la activacion de las células epiteliales en diferentes

situaciones de activacion.

Andlisis de los mecanismos inhibitorios ejercidos por las bacterias
Actinomycetales sobre las células Caco-2

Los resultados antes mostrados de las células Caco-luc, las cuales han sido
transfectadas con una construccion reportera que utiliza el promotor de CCL20 permiten
suponer a priori que la via involucrada en la supresion es la via de sefializacion intracelular
NF-xB.

Para confirmar esta hipotesis decidimos analizar la induccion e inhibicion de la via de
NF-kB empleando distintas estrategias. Por inmunoblotting estudiamos la traslocacion del
componente p65 de la via canonica de NF-kB del citosol al nucleo. Este mecanismo es
inducido, como se menciond en la introduccién, mediante la unién de un ligando extracelular

o intracelular (en nuestro caso se trata de ligandos extracelulares) a un receptor acoplado a
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una quinasa que fosforila IkB. Por lo tanto, adicionalmente estudiaremos la fosforilacion de
este inhibidor como pardmetro de inhibicion de la via. Para tal fin se obtuvieron extractos
nucleares y citoplasméaticos a partir de cultivos celulares, estimulados y tratados con las
bacterias, con los que se estudid la presencia de p65 en el ndcleo y fosfo-IkB (p-IkB) en el
citosol por inmunaoblotting, empleando los respectivos anticuerpos especificos. Como control
de carga proteica en cada ensayo se analizo la presencia de histona (extracto nuclear) y de f3-
actina (extracto citosélico). Como se muestra la figura 45a, y comparando con los niveles de
histona y B-actina, se produce una disminucion de la traslocacion de p65 al nacleo cuando las
células activadas fueron pre-incubadas con Gb, con respecto a las células tratadas con
flagelina. Asimismo se observa en la fraccion citoplasmatica una disminucion de p-IxB
(figura 45b).
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Figura 45. Inmunoblotting de componentes de la via de sefializacion de NF-kB en células Caco-2
tratadas con flagelina y co-incubadas con Gb o Rc. Se muestra (a) p65 e histona en los extractos
nucleares, (b) p-IkB y B-actina en los extractos citosolicos. En el panel superior se muestran los resultados
de un inmunoblotting representativo de 3 experimentos En el panel inferior se muestra la cuantificacion
de las bandas en unidades arbitrarias, con respecto a las proteinas control, correspondiente a 3
experimentos (*p<0.05, ***p<0.001, Anova de una via, seguido del test de Tukey).

Estos resultados nos permiten concluir que las 2 especies de Actinomycetales
presentan una capacidad inhibitoria de la via de sefializacion intracelular de NF-«xB, hipotesis
de la cual partimos, a través de la supresion de la fosforilacion de IkB y el posterior bloqueo

de la traslocacion de p65 al nucleo.

Para avanzar con los estudios y confirmar los eventos de sefializacién involucrados en

la modulacion por Gb, decidimos estudiarlos por inmunofluorescencia.
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Para analizar la localizacion celular de p65 estudiamos por microscopia de

fluorescencia células Caco-2 en cultivo con flagelina o flagelina y Gb. De esta manera
evaluamos la localizacion citosdélica y nuclear de este intermediario de la via. En la figura 46
se muestra una imagen obtenida de las células en reposo (estado basal) en la cual la
fluorescencia verde localizada en el citoplasma corresponde a p65 (formando complejos con
IxB). En la condicion de activacion con flagelina durante 45min se observa un aumento de la
fluorescencia en el nucleo, indicando la traslocacion del p65 desde el citosol como
consecuencia de la activacion de la via. Al co-incubar la células activadas con flagelina junto
a Gb observamos que los nucleos tienen una fluorescencia menor que la correspondiente a las
células activadas, mientras que los citoplasmas resultaron con mayor fluorescencia. Estos
resultados nos confirman que Gb bloquea la traslocacion de p65 al nicleo como consecuencia

de la inhibicion de la activacion de la via de NF-«xB inducida por flagelina.

Basal Flic Flic + Gb

Figura 46. Inmunofluorescencia de células Caco-2 activadas y tratadas con Gb. Las imagenes
corresponden a células sin tratar (basal), activadas con Flic o activadas y tratadas con Gh. Se revel6 la
presencia de p65 con el anticuerpo especifico anti- p65Alexa 488 e ioduro de propidio para marcar los
nicleos. Se muestran imagenes representativas de 3 experimentos independientes. (Aumento x400)

Para profundizar los estudios sobre los mecanismos inhibitorios ejercidos por los
Actinomycetales analizamos la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en
células Caco-2 por microscopia de fluorescencia. En primera instancia se incubaron las
células en presencia del sustrato fluorescente (CM-H, DCF-DA) que detecta H,O, y
radicales libres. Luego se lavan las células y se las incuban con los estimulos a estudiar:
Gb, Rc y Ti durante 30 min. En la figura 47 se muestra la fluorescencia emitida por las
células y la cuantificacion de la misma. Puede observarse que las células en reposo
responden a la presencia de las bacterias muertas y generan ROS en cantidades
equivalentes al control positivo de H,0,.
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Figura 47. Generacion de ROS en células Caco-2 por microscopia de fluorescencia. En el panel
superior se muestran imagenes de las células en condicion (a) basal, (b) en presencia de H,O, como
control positivo y (c) en cultivo con Gh. En el panel inferior (d) se muestra la cuantificacion de las
distintas condiciones incluyendo los cultivos de Caco-2 con Rc o Ti (aumento x100). FFI: incremento
relativo de fluorescencia (**p<0.01, ***p<0.001 Anova de una via seguido del test de Nonferroni).

Posteriormente incluimos en los ensayos 2 compuestos con propiedades anti-
oxidantes: N-acetilcisteina (NAC) y TROLOX, y como puede observarse en la figura 48
confirmamos que Gb induce en Caco-2 en reposo el metabolismo oxidativo, el cual es

blogueado al emplear drogas inhibitorias de la generacion de ROS.

4
*kk
3 *%
T o
14
0-
A
> v X0 v 0 v 0
Q)Q? Qs’l(/) © Qﬂ(x) xO O xo
X 3 x (@]
N 0\0 O e?‘
&

Figura 48. Generacién de ROS en células Caco-2 en presencia de anti-oxidantes por microscopia de
fluorescencia. Se muestra la cuantificacion de las distintas condiciones utilizando NAC y Trolox como
antioxidantes. FFI: incremento relativo de fluorescencia (**p<0.01, ***p<0.001 Anova de una via
seguido del test de Nonferroni).

Como se menciond anteriormente la activacién de la via del NF-xB esta controlada
por la degradacion regulada de moléculas inhibitorias IxB. Para inducir la activacion de la via

es necesario fosforilar IkB, el cual posteriormente se ubiquitina por un complejo enzimatico y
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finalmente es degradado por el proteosoma (Spencer 1999). Consecuentemente los

componentes de NF-«xB asociados se liberan, se fosforilan y traslocan al nlcleo para activar la
transcripcion génica. En este proceso la activacion de la via de ROS inhibe al complejo

enzimético (Ub ligasa, E3-SCF* "

) encargado de ubiquitinar las proteinas, bloqueando por
lo tanto la degradacién de IkB (Collier-Hyams LS, 2005). Nuestros resultados indican que los
Actomycetales inducen la sintesis de ROS por lo cual impedirian la ubiquitinacion de p-IxB,
disminuyendo asi su degradacién por medio del proteosoma, e inhibiendo la fosforilacion de

mas IkB. Finalmente este mecanismo bloquea la activacion de p65 y su traslocacion al nucleo.

Los resultados mostrados en esta seccion nos permiten concluir que las bacterias
muertas de Actinomycetales inhiben la via de NF-kB y que células epiteliales en reposo
presentan receptores de membrana capaces de detectar la presencia de las bacterias. También
podemos inferir que el mecanismo inhibitorio podria estar mediado por la generacion de

especies reactivas de oxigeno a través del bloqueo de la degradacion de IkB.

Analisis por microscopia de la interaccion de células Caco-2 con Gb

Para intentar comprender como se produce la interaccion entre las células epiteliales y
las bacterias muertas e inducir el efecto inhibitorio descrito, estudiamos la adherencia de Gb a
las células Caco-2 por métodos microscopicos. Se utilizd microscopia de transmision de
electrones y de barrido sobre células pre-tratadas con Gb y activadas o no con Flic; luego de
la incubacion la células fueron lavadas para eliminar las bacterias no adheridas. En la figura
49 se muestran las imagenes de células en reposo y activadas con Flic en presencia de
bacterias muertas. Puede observarse un mayor nimero de bacterias unidas a la superficie en
las células activadas en comparacion con células en reposo. Es importante resaltar que en
ninguna imagen se observaron bacterias dentro de las células, lo que nos da indicio que el
efecto de Gb es independiente de la fagocitosis y sélo depende de la interacion ceélula -

bacteria.

Autora: Smaldini Paola Lorena
Directores: Dr. Docena G. y Dr. Fossati C. -125-



Figura 49. Microscopia electrénica correspondiente a células Caco-2 en presencia de Gb. Bacterias
muertas de Gb (107 bacterias/fosa) fueron incubadas con Caco-2 (10° células/fosa) (a) en reposo, (b) o
pre-activadas con flagelina. Las flechas muestran las bacterias sobre la superficie. (Aumento x12000)

Aplicando la técnica de microscopia electronica de barrido observamos la morfologia
de las bacterias (figura 50a), y mediante la técnica de punto critico pudimos observar que
las células muertas se adhieren a la superficie de células Caco-2 activadas en forma aislada, y
en acumulos (figura 50b y ¢) En la imagen b puede observarse claramente que la superficie
celular protruye para unir el cumulo de bacterias. Nuevamente no se observaron bacterias

siendo fagocitadas por las células.

Figura 50. Microscopia de barrido electrénico de células Caco-2 activadas con flagelina en
presencia de Gb. Se muestran las bacterias unidas a la superficie celular (a, x10000), y la interaccion
bacteria-célula (b, x5000; ¢, x10000).

En conclusidn, la interaccion entre Gb y las células colénicas epiteliales no depende de
su viabilidad, ni de la presencia de componentes secretados por las bacterias, ni de la
internalizacion de la misma. Es necesario el contacto entre las bacterias y las células
epiteliales, éstas emiten prolongaciones que las retienen en su superficie y se observan las

bacterias en acumulos en las células activadas.
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Analisis in vivo del efecto inhibitorio de Gb sobre la expresion de genes en

ratones de la cepa BALB/c

Con el objetivo de analizar si las propiedades inhibitorias ejercidas por las especies de
Actinomycetales sobre células epiteliales intestinales in vitro son ejercidas in vivo decidimos
realizar experimentos de asa ligada en el intestino delgado de ratones de la cepa BALB/c. En
animales bajo anestesia se realizaron distintos loops intestinales a los cuales se les inyectd
Flic (control positivo de activacion celular), Flic y Gb (modulacién) o solucion fisiologica
(control basal). Los animales fueron mantenidos vivos por 2hs bajo anestesia y luego se
analizo la induccion de RNAm CCL20 por gPCR. Para ello los ratones fueron sacrificados, se
extrajeron los loops intestinales, que fueron procesados para obtener RNA total y luego el
cDNA como se explico anteriormente. En la figura 51 se muestran los resultados
correspondientes al incremento en la expresion de la quimioquina pro-inflamatoria CCL20 en
cada condicién. Como puede observarse Gb por si solo no induce incremento en la
transcripcion mientras que si se lo administra junto a Flic es capaz de inhibir la expresion de
CCL20.

*%*

Incremento relativo
RNAmM CCL20

Flic Flic + Gb Gb

Figura 51. Expresién de RNAm CCL20 en loops intestinales en ratones BALB/c. Los loops fueron
inyectados con Flic. Flic junto a Gb y con Gb. Estos resultados corresponden a un experimento
representativo de 2 ensayos independientes. (** p<0.01, test no paramétrico de Mann-Whitney).

Por lo tanto estos experimentos demuestran que las propiedades inhibitorias de Gb
caracterizadas in vitro sobre células Caco-2 también se producen in vivo en la mucosa
duodenal.

Dada la inhibicién selectiva que estas bacterias promueven a nivel de citoquinas y
quimioquinas pro-inflamatorias, estudiamos la modulacion del proceso inflamatorio en otro
escenario biologico. Dado que la toxina colérica es un potente adyuvante mucosal que si se
administra por via oral es capaz de activar al sistema inmune de la mucosa intestinal,

decidimos administrar 10" bacterias/200ul por via intragastrica diariamente durante ocho dias.
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Los ultimos 3 dias los animales recibieron ademas una dosis diaria de toxina colérica (10
ng/dosis) y posteriormente fueron sacrificados para evaluar la expresion de CCL20, MCP-1 e
IL-1p en intestino y en enterocitos.

Como se observa en la figura 52, la inflamacion inducida por la TC en el intestino
produce un aumento en la expresion de RNAmM de CCL20 tanto en enterocitos como en el
yeyuno de los animales tratados; mientras que MCP-1 solamente se encontré aumentada su
expresion en el tejido de yeyuno completo. Sin embargo, cuando los ratones fueron tratados
con Gb, se observé una inhibicién méas marcada de la expresion de CCL20 en enterocitos que
en yeyuno, y no hubo modulacion de la expresion génica de MCP-1, respecto a lo observado
en los ratones tratados con TC. No se observd aumento de la expresion de IL-1f al
administrar la TC en los tiempos estudiados.

Enterocitos Yeyuno
49 4 1 Gb+TC
mEm TC
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Figura 52. Expresion y modulacion de quimioquinas y citoquinas en intestino delgado de ratén.
Expresion de RNAm de CCL20, MCP-1 e IL-1B en enterocitos y en yeyuno. (*p< 0.05, *** p< 0.001
Anova two way Yy posteriormente test de Bonferroni).

El mismo experimento se realizé pre-tratando los animales con Rc y observamos un
efecto modulatorio Unicamente a nivel de CCL20. Como observamos anteriormente in vitro se
obtuvieron mejores resultados de modulacion de la respuesta inmune con Gb que con Rc
(figura 53).

Figura 53. Expresion de RNAm CCL20
en el intestino de animales tratados con
Gb y Rc que luego recibieron por via oral

2 toxina colérica. (*p<0.05, Anova de una
—|_ i via, Test de Tukey)
14

TC Gb+TC  Rc+TC

RNAmM CCL20

Incremento relativo
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En conjunto estos resultados indican que las propiedades anti-inflamatorias de Gb son

mas intensas que las de Rc, y permiten modular la activacion celular en la mucosa
gastrointestinal. Por esta razén decidimos continuar con los estudios biolégicos de Gb muerta

como agente anti-inflamatorio.

Evaluacion del efecto inmunomodulatorio de Gb en el modelo murino de alergia

alimentaria a leche de vaca.

Protocolo de sensibilizacion/modulacion

Para evaluar las propiedades inmunomodulatorias de Gb en condiciones pro-
inflamatorias en un escenario bioldgico en el cual esté afectada la mucosa gastrointestinal, y
que a la vez represente una patologia de humanos, decidimos estudiar la influencia de la
administracion oral de Gb en el modelo murino de alergia alimentaria a proteinas de leche de
vaca. El protocolo de sensibilizacion fue el que se presentd en el capitulo I, que genera una
respuesta inmune  Th2-dependiente  especifica de PLV. Como tratamiento
inmunomodulatorios se plantearon dos esquemas de modulacion: un pre-tratamiento en el que
se administra oralmente las bacterias (10" bacterias Gb/dosis) previo a la sensibilizacién Th2,
y un tratamiento simultaneo por via oral (10’ bacterias Gb/dosis) conjuntamente con la
sensibilizacion alérgica. Como se menciond anteriormente, previo a recibir TC los animales
recibieron por via oral bicarbonato para neutralizar la acidez gastrica y de esta manera
proteger al inmundgeno (PLV). En el esquema 6 se muestran los protocolos experimentales

aplicados en ratones BALBI/c.

Autora: Smaldini Paola Lorena
Directores: Dr. Docena G. y Dr. Fossati C. -129-



(Z;énﬁzﬁgl?

6x(20mg PLV +10ug TC)

Intragdstrica Desafio oral

20mg PLV

Desafio oral
20mg PLV

Sensibilizacion

| Recoleccién de sangre

$.78 [ I I I I I I I I I I ]
b 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 dias
et
V \ Vol
| Recoleccién de sangre | Bazo
MLN
Yeyuno
Intragéstrica Desafiooral Desafiooral
6x(20mg PLV +10ug TC) 20mg PLV 20mg PLV
Gb simultaneo \L \L \l, \L \L \l, J/ l
g 4 [ I I I I I I I I I I ]
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 dias
e -
Tt 1111 11
Intragastrica Gb 107/200p! |
Bazo
MLN
| Recoleccion de sangre | Yeyuno
Intragdstrica Desafio oral Desafio oral
6x(20mg PLV +10ug TC) 20mg PLV 20mg PLV
Pre-tratamiento Gb | ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ i l
e I I I I I I I I I I I I ]
3 -14 -7, 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 dias
— 711 |
Intragdstrica
Gb 107/200u! Bazo

MLN

Yeyuno

Esquema 6 Protocolos de sensibilizacion y modulacion con Gb
Sensibilizacion (Sens) Dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35: se inocularon por raton:

10 ug de TC + 20 mg de PLV, por via ig.
Tratamientos
Dependiendo del lote, se administré por via ig:

107 bacterias, para los grupos denominados Pre-Trat Gb

107 bacterias, para los grupos denominados Trat-sim Gb

Bicarbonato de sodio, para los grupos denominados Control-Trat.
Desafio oral: administracién de 20 mg de PLV por via ig.

Caracterizacion in vivo e in vitro de la respuesta inmune inducida

Analisis de los signos clinicos desarrollados luego del desafio oral

Luego de la sensibilizacién alérgica se realizd, a los 10 dias, el desafio oral con PLV
como se ha descripto en capitulos anteriores. Se evalué a los minutos de administrado el
antigeno la aparicion de signos clinicos locales y sistémicos asociados a una hipersensibilidad
inmediata. En la figura 54 se muestran los resultados del score clinico adjudicado a cada
raton por distintos observadores en forma independiente y desconociendo a qué lote pertenece
cada animal. Puede observarse una disminucion en el score clinico promedio en el lote de
animales tratados simultaneamente con la sensibilizacion alérgica. No se han observado

diferencias en los animales que fueron sensibilizados (control tratamiento) y los que

recibieron Gb previamente a la sensibilizacion.
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Figura 54. Score clinico posterior al desafio oral en los animales que fueron sensibilizados y
tratados. Se muestran los signos clinicos desarrollados a los 30 min del DO con 20 mg de PLV por los
ratones de los distintos grupos. Gréafico representativo de 2 experimentos independientes.

Por lo tanto la administracion de Gb en forma simultanea al adyuvante mucosal
permite aliviar la aparicion de sintomas de hipersensibilidad en animales que reciben

PLV por via oral.

Anélisis de la induccion en la secrecion de anticuerpos séricos especificos

Para evaluar si el efecto modulatorio observado clinicamente puede deberse a
alteraciones a nivel de la inmunidad humoral se cuantifico el nivel de distintos isotipos séricos
de inmunoglobulinas. Como se observa en la figura 55, el nivel de IgE especifica sérica fue
menor en los animales tratados simultdneamente a la sensibilizacion alérgica, en comparacién
con los ratones sensibilizados. Sorpresivamente, no se observé el mismo efecto con el isotipo

IgG1 especifico, mientras que 1gG2a no se induce durante el protocolo de sensibilizacion.
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Figura 55. Niveles de isotipos especificos a PLV séricos determinados por EAST y ELISA. Valores
promedios de DO+SEM para cada uno de los grupos. Se evaluaron IgE (a), IgG1 (b), e 1gG2a (c). Estos
resultados son representativos de 2 experimentos independientes. (**p<0.01, obtenido por Anova two
way y como test posterior Bonferroni).

Por lo tanto la administracion simultdnea de Gb a la de TC junto a PLV permitid la

modulacion de la produccidon de IgE especifica.

Determinacion de IgA especifica a PLV en materia fecal

A distintos tiempos del protocolo se tomaron muestras de materia fecal y se realiz6 la
extraccion de IgA como se describe en materiales y métodos. Se determing en los extractos
por ELISA la IgA especifica a PLV.
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Figura 56. Niveles de IgA especifica a PLV en materia fecal determinada por ELISA. Valores
promedios de DO+SEM para cada uno de los grupos. Estos resultados son representativos de 2
experimentos independientes. (p>0.05 obtenido por Anova two way y como test posterior Bonferroni).

80 dias

Como puede observarse en la figura 56 no se hallaron diferencias significativas al

comparar los distintos grupos de animales.
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Analisis de la produccion de citoquinas por esplenocitos

Para una mejor caracterizacion de la inmunidad celular que permita comprender méas
acabadamente la modulacion observada de la inmunidad humoral y de la sintomatologia al
administrar Gb decidimos evaluar parametros asociados a la activacion de los LT en bazo.
Luego de 10 dias de la prueba de DTH, animales de distintos grupos fueron desafiados
oralmente con PLV, se sarificaron y se aislaron los bazos. A partir de la suspension de
esplenocitos se realizaron cultivos en presencia de PLV y sus principales fracciones proteicas
para expandir los linfocitos T especificos. Se incluyé RPMI como control negativo (medio de
cultivo RPMI 1640) y ConA como control positivo.

A partir de los sobrenadantes de estos cultivos se midieron los niveles de IL-5 e IL-13
como citoquinas Th2, e IFN-y como citoquina Th1 por ELISA. En la figura 57, se muestran
los resultados de los niveles de estas citoquinas en los sobrenadantes de cultivo. Como puede
observarse los esplenocitos de los ratones sensibilizados (control tratamiento), producen
niveles mas elevados de IL-5 e IL-13 en comparacion con las células provenientes de
animales tratados con Gb. Los grupos pre-tratados o tratados simultdneamente producen
niveles estadisticamente menores de estas citoquinas Th2. Los tratamientos aplicados no
producen secrecion de IFN-y por los esplenocitos. Los niveles de esta citoquina en los

animales sensibilizados no representan valores elevados.
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Figura 57. Concentracion de citoquinas en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos medidas por
ELISA. Se evaluaron los niveles de IL-5, IL-13 e IFN-y en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos
en presencia de PLV, B-Lg o caseinas. (*p<0.05, Anova de dos vias, seguido de Bonferroni como test
posterior)
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Por lo tanto, y corroborando resultados anteriores, los tratamientos con Gb no inducen
una inmunidad Thl-dependiente, y cabe resaltar que logran inhibir la produccion de las 2
citoquinas marcadoras de una inmunidad Th2. Estos resultados indican que Gb es capaz de
modular tanto la secrecion de IgE como la induccion de reacciones de hipersensibilidad frente

a la exposicion oral del antigeno.

Evaluacion de la respuesta inmune en la mucosa gastrointestinal

Una vez caracterizados en forma sistémica los mecanismos inmunoldgicos que nos
permite comprender la sintomatologia observada en los distintos ratones, decidimos evaluar si
en la mucosa gastrointestinal los distintos tratamientos inducen cambios celulares que reflejan
lo hallado a nivel sistémico.

En primera instancia estudiamos las células aisladas de los ganglios mesentéricos, para
lo cual luego del desafio oral se sacrificaron los ratones y se aislaron los ganglios regionales.
Se prepararon pooles de ganglios dada la menor cantidad de células mononucleares que se
puede recuperar de los mismos. Se trataron 10° células con buffer RA1 para la extraccion de
RNA vy el posterior andlisis de la expresion de RNAm de citoquinas por g°PCR. Como se
observa en la figura 58, a nivel de RNAmM no se observa un efecto modulatorio ejercido por

los tratamientos con Gb
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Figura 58. Expresién de RNAm de citoquinas por gPCR. Se muestra el fold increase de IL-13, IL-5 ¢
IFN-y en MLN, entre ratones de cada grupo y ratones sin tratamiento.

Sin embargo se cuantifico la produccion de citoquinas por células de ganglios
expandidas en cultivo con PLV y sus principales fracciones proteicas. Se incluydo RPMI como
control negativo (medio de cultivo RPMI 1640) y ConA como control positivo. Estos
resultados se muestran en la figura 59 y como puede observarse el tratamiento simultaneo

con Gb logro inhibir la produccion de IL-5 e IL-13. Llamativamente los niveles de IL-5 no
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son modulados cuando se tratan los animales previo a la sensibilizacion En ninguno de los

grupos se observo un incremento en los niveles de IFN-y.
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Figura 59. Concentracién de citoquinas medidas por ELISA en los sobrenadantes de cultivos de
células mononucleares aisladas de ganglios mesentéricos. Se evaluaron los niveles de IL-5, IL-13 e
IFN-y en los sobrenadantes de cultivo ganglios linfaticos mesentéricos en cultivo con PLV, B-Lg o
caseinas. (***p<0.001, Anova de dos vias, seguido de Bonferroni como test posterior)

Expresion de RNAm citoquinas en células de lamina propia

Para estudiar los mecanismos inmunolégicos en los sitios efectores extrajimos los
intestinos de los ratones y se extirparon las Placas de Peyer. Se coloco el tejido en buffer RA1
para la extraccién de RNA y el posterior andlisis de la expresiéon de RNAm de citoquinas. En
la figura 60 se muestran los resultados de las qPCR. Observamos modulacion en la expresion
de IL-5, pero no observamos modulacion en la expresion de 1L-13 ni de IFN-y en los animales

tratados con Gb.
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Figura 60. Expresion de RNAm de citoquinas por gPCR en células de Lamina propia. Se muestra el
incremento en la expresion de los genes correspondientes a IL-13, IL-5 e IFN-y en intestino, entre ratones
de cada grupo y ratones sin tratamiento.
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Prueba de Hipersensibilidad retardada

Para evaluar la inmunidad celular in vivo se realizo la prueba de DTH a los 21 dias de
la Gltima sensibilizacion. Se inocul6é en una almohadilla plantar PLV (20ul de una solucion
1ug/ul) y en la otra solucion fisioldgica; a las 72hs se evaluo el proceso inflamatorio a traves
de la medida del espesor de las patas y luego se calculo la diferencia entre ambas patas. En la
figura 61 se muestran las diferencias y como puede observarse se indujo un leve aumento del
tamafio de las patas tanto en los ratones pre-tratados como en los tratados simultdneamente
con Gb. Sin embargo este aumento es s6lo una tendencia dado que no resultd ser

estadisticamente significativo.
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Figura 61. Resultado de las pruebas de DTH. Se representan los valores medios en mm + SEM para
cada grupo, correspondiente a la diferencia en el espesor de las patas en cada ratdn. (Test no paramétrico
Mann-Whitney).

Estos resultados podrian correlacionarse con los de los isotipos especificos y
citoquinas dado que la DTH refleja una respuesta inmune Th1l-dependiente, y como se mostrd
anteriormente, el tratamiento con Gb no induce un incremento en los niveles del isotipo

(1gG2a) ni de la citoquina (IFN-y) asociadas a esta respuesta.

Dado que T. inchonensis produjo inhibicion en de la actividad de luciferasa, ¥ es otra
especie candidata como agente inmunomodulador, se decidid estudiarla en el modelo de
alergia a PLV. Se realiz6 el mismo protocolo mencionado anteriormente, y luego del desafio
oral con el antigeno se observo una disminucion de las manifestaciones clinicas en los grupos
tratados con Ti respecto al grupo sensibilizacion (control Trat). En la figura 62a se muestran
los resultados de los scores clinicos obtenidos. También se evalud la respuesta inmune
humoral, encontrandose una disminucién en los niveles séricos de IgE y de IgG1 especifica
mientras que no aumenta los niveles de 1gG2a. Con respecto a la IgA especifica en intestino,
se observo un aumento en el grupo tratado simultdneamente. En la figura 62b se muestran los

niveles de los distintos isotipos de anticuerpos al dia 66 del protocolo de sensibilizacion. Al
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igual que lo observado con Gb, el tratamiento simultaneo parece ser mas efectivo que el pre-

tratamiento.
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Figura 62. Score clinico e isotipos de anticuerpos en ratones de la cepa BALB/c sensibilizados y
tratados. (a) Score clinico luego del DO con 20mg de PLV, (b) Isotipos séricos de IgE, 1gG1 e 1gG2a; e
IgA en intestino. Valores promedios de DO+SEM para cada uno de los grupos. Estos resultados son
representativos de 2 experimentos independientes. (*p<0.05, **p<0.01 Anova de dos vias, seguido del
test de Bonferroni).

En consecuencia, tanto el tratamiento simultdneo como el pre-tratamiento con Ti en
los ratones sensibilizados con TC y PLV permitieron la modulacion de la produccién de IgE
especifica. Sin embargo, el tratamiento simultaneo resultdé ser méas eficiente, debido a una
disminucion en las manifestaciones clinicas observadas luego del DO con PLV.

Por lo tanto los resultados obtenidos y mostrados en esta seccion permiten confirmar
las propiedades inhibitorias que distintas especies de Actinomycetales ejecen in vivo. Cabe
destacar que la administracion por via oral en el modelo murino de alergia permite disminuir
los signos clinicos cuando los ratones “alérgicos” son expuestos al alergeno, e inducir una
supresion en la sintesis y secrecon de IgE. Estos resultados son alentadores para iniciar los

estudios de desensibilizacion empleando estas bacterias muertas por via oral.
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I11. 4. DISCUSION

En este capitulo se muestran los resultados de los experimentos in vitro e in vivo en los

que se emplearon bacterias del orden Actinomycetales.

Las ceélulas intestinales epiteliales forman parte del sistema inmune de mucosa. Estas
células expresan receptores que reconocen estructuras especificas de microorganismos, los
cuales activan diferentes vias de sefializacion intracelular que modulan la expresion de genes
de citoquinas y quimioquinas tanto pro-inflamatorias como anti-inflamatorias. En este caso
trabajamos con una linea celular humana de carcinoma de colon, Caco-2, para estudiar el
efecto inhibitorio que distintas especies de Actinomycetales (Gordonia bronchialis,
Rodococcus coprophilus y Tsukamurella inchonensis) ejercen. Se analizd la expresion de
RNAmM de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias asociadas a la activacion inmediata de
la inmunidad innata (IL-1B, TNF-a, IL-6, CCL20, IL-8 y MCP-1) cuando las células fueron
expuestas en cultivo a distintos estimulos pro-inflamatorios. Los estimulos fueron: flagelina,
citoquinas pro-inflamatorias (IL-1p y TNF-a) y toxina colérica. El primero es un potente
activador de células epiteliales (a través de TLR-5 y la via de NF-kB) y ademas constituye un
marcador de infecciones por microorganismos flagelados y de patologias inflamatorias como
la Enfermedad de Crohn (Vijay-Kumar y Gewirtz 2009; Sitaraman et al. 2005), en la que la
respuesta inmune a la microbiota esta marcadamente dirigida a este componente bacteriano.
Las dos citoquinas mencionadas participan en numerosos escenarios fisioldgicos y
patologicos que involucran la instauracién de procesos inflamatorios vinculados a una
inmunidad Thl-dependiente, que de sostenerse en el tiempo generan patologia, como en las
enfermedades inflamatorias gastrointestinales (Bouma y Strober 2003). Finalmente la toxina
colérica se emple6 como un estimulo mucosal que genera una respuesta Th2 en intestino. Por
lo tanto, decidimos estudiar el rol inmunomodulador de estas bacterias en distintos escenarios
inflamatorios sobre la base de su accion regulatoria sobre células epiteliales. A pesar que las
celulas Caco-2 muestran una expresion constitutiva de IL-8, MCP-1 e IL-1p (Bandyopadhaya
et al. 2007) observamos que los distintos estimulos inducen, aungue en forma diferencial, la
expresion de distintas citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias. Sin embargo, un
mecanismo comun en todas estas activaciones celulares es el incremento en la expresion de
CCL20, quimioquina encargada del reclutamiento de células dendriticas y linfocitos T. Por lo
tanto, enfocamos nuestro analisis al empleo de Actinomycetales como agente modulador de la
expresion génica de CCL20 en las células epiteliales activadas. En todas las situaciones

experimentales ensayadas (in vitro e in vivo), observamos que con los protocolos aplicados
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Gb, Rc y Ti modulan la expresion de este mediador temprano de inflamacion. Ademas,

usando la linea reportera caco-luciferasa se observé que la inhibicion resultaba del bloqueo de
la via de NF-kB. Resultados similares fueron publicados por otros grupos empleando la linea
celular de enterocitos HT-29 y probioticos (O’Hara et al. 2006; Sibartie et al. 2009). Dado que
es ampliamente conocido que la expresion de mediadores pro-inflamatorios es dependiente de
la activacion de la via de sefializacion de NF- kB estudiamos la accion de estas bacterias sobre
la expresion de los mismos. Cuando las células son pre-incubadas con Gb o Rc, y luego
estimuladas con flagelina o IL-1p, se observa un efecto modulador de la expresion de RNAmM
CCL20 (estimuladas con flic o IL-1B) y de RNAm IL-8 (estimuladas con Flic), diferencia que
podria deberse a la intensidad de la interaccion de NF-xB con el DNA. Se ha observado que
en Caco-2 estimuladas con flagelina se induce un fuerte aumento en la uniéon NF-kB — DNA,
mientras que si las células son activadas con IL-1pB, solo se observa un leve aumento en la
unién de NF-xB — DNA (Bambou et al. 2004).

NF-kB es un factor de transcripcion central en la respuesta inflamatoria (Barnes y
Karin 1997). Estd ampliamente caracterizado que la uniéon de TNF-a, IL-1B y otros estimulos
a sus receptores especificos de membrana producen la activaciéon de esta via, a través de la
fosforilacion de IkB para su posterior degradacion, y de p65 para su traslocacion al nucleo.
Aqui p65 reconoce secuencias especificas de DNA dependiendo de estructuras diferenciales
de la cromatina. Esta compleja interaccion gobierna el reconocimiento de los promotores de
los genes, lo cual finalmente va a generar una adecuada expresion de mediadores de la
respuesta inmune. Vale decir que dependiendo del estimulo inicial serd finalmente el
remodelamiento de la cromatina lo que regule la activacion de los genes blanco (Chariot
2006; Smale 2011). En este capitulo mostramos los resultados en los que bacterias muertas de
Actinomycetales inhiben in vitro e in vivo la activacion de la via de NF-«B, y
consecuentemente la expresion y secrecion de CCL20. Ademas mostramos que estas bacterias
son capaces de inducir la secrecion de especies reactivas del oxigeno, las cuales inhiben al
complejo enzimdtico responsable de la ubiquitinizacion de IkB, lo cual mantiene a la via
reprimida. A pesar que aun no hemos demostrado la relacion directa entre la induccién de
ROS y la menor fosforilacion de IkB, estos resultados preliminares sugieren que los
Actinomycetales, a través de la modulacion del metabolismo oxidativo de la célula, regulan su
estado de activacion. Efectos similares se han descrito para probidticos (lyer et al. 2008) y
diversas bacterias de la micribiota intestinal (Collier-Hyams et al. 2005; Kumar et al. 2007).
En todos estos casos el efecto modulatorio sobre la via de NF-xB, y la de MAPK, es
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dependiente de la viabilidad de las bacterias. En este sentido es importante resaltar que los
Actinomycetales muertos son reconocidos por componentes de la membrana de células
epiteliales y son capaces de modular la via conservada de NF-kB que gobierna numerosos
procesos bioldgicos. Esta interaccion célula-bacteria la caracterizamos experimentalmente por
microscopia electrénica y, remarcablemente, observamos que las bacterias muertas no son
fagocitadas por las células epiteliales. Existe un contacto muy estrecho entre la membrana
plasmética celular y la pared bacteriana, interaccion que se acentla cuando la célula se
encuentra activada. Inclusive en esta condicion las bacterias se asocian entre si, formando
acumulos, y con la superficie celular. Por lo tanto estamos en condiciones de afirmar que el
efecto inhibitorio ejercido por los Actinomycetales muertos lo ejercen desde afuera de la
superficie externa de la célula y que estaria mediado por uno 0 méas receptores que se exponen
una vez que la célula epitelial es activada por diversos factores, o por un entorno pro-
inflamatorio. Sospechamos que existirian distintos tipos de interacciones célula
epitelial:bacteria, y que estaria mediada por complejos del tipo receptor:ligando, dado que las
distintas especies de Actinomycetales ejercen efectos regulatorios diferenciales sobre la
misma célula. Observamos ademas por microscopia electronica que células en reposo tienen
unida en su superficie bacterias aisladas. Por otro lado, observamos, mediante los
experimentos de ROS, que la célula sin activar es capaz de interactuar con las bacterias para
inducir la expresion de los radicales libres de oxigeno. Este hallazgo implica que existen
receptores constitutivos en la cara externa de la membrana celular que de alguna manera
reconocen estructuras en la pared bacteriana. Desconocemos aun la naturaleza del ligando
bacteriano y del receptor. Hasta el momento lo Unico que se conoce de Gb es que en su
membrana presenta un lipoglicano del tipo lipoarabinomanano (Garton y Sutcliffe 2006). Por
otro lado, cuando la célula es activada se observa un nimero marcadamente superior de
contactos con las bacterias, e inclusive, como ya mencionamos, las bacterias se asocian en
acumulos. En esta condicién la célula emite protrusiones y este contacto es el que inicia el o
los mecanismos inhibitorios que modularan en forma muy rapida la activacion celular. Dado
que 30 minutos de activacion celular son suficientes para que podamos observar un efecto
supresor estamos en condiciones de asegurar que no se requiere de sintesis proteica de novo
para que se expresen los receptores en la superficie de los colonocitos, y que los mismos
existen preformados en el citosol aguardando el estimulo adecuado. Si bien resta ain mucho
trabajo por realizar para comprender acabadamente como se produce la interaccion
célula:bacteria, y los detalles moleculares del mecanismo inhibitorio ejercido por estas

bacterias muertas, consideramos que estos resultados son muy promisorios. Inclusive hemos
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observado que las distintas especies de Actinomycetales promueven una supresion diferencial

de los mecanismos que se disparan inmediatamente a la activacion celular. Es probable que
mas de un mecanismo se ponga en juego dependiendo de la especie bacteriana, aunque todos

dirigidos al mismo blanco intracelular: componentes de la via de sefializacion NF-kB.

Finalmente los resultados in vivo demostraron que escenarios inflamatorios mas
complejos (inducidos por la presencia en el lumen intestinal de flagelina o de toxina colérica)
también pueden ser modulados por accion de estas bacterias muertas. Nuevamente vamos a
resaltar un aspecto muy importante a considerar en la eleccion de estos microorganismos para
el tratamiento de distintas patologias (alergia, cancer, diabetes, stress, alergias, etc.), y que
amplia indudablemente el abanico de posibilidades en cuanto al tipo de patologias en las que
pueden aplicarse: no es condicion necesaria mantener la viabilidad de las bacterias para
que ejerzan su efecto inmunomodulatorio. Esto los diferencia marcadamente de los

probidticos.

En este trabajo hemos abordado dos modelos in vivo en los cuales observamos que Gb
inhibe las etapas tempranas de los mecanismos de inmunidad innata, o, lo que es similar, de la
inflamacion aguda. En uno hemos administrado intraluminalmente flagelina, situacion que
refleja una infeccion intestinal por Salmonella o Shigella, o inclusive una enfermedad de
Crohn, en la que se considera que este agonista de TLR-5 es un marcador de la patologia. En
estos casos la respuesta innata inducida genera una inmunidad adaptativa Th1l-dependiente.
En el otro modelo murino indujimos una inflamacion intestinal mediante el empleo por via
oral de toxina colérica junto a leche de vaca. Esta situacion refleja lo que ocurre en una
alergia alimentaria a leche bovina. Aqui logramos disminuir los signos clinicos que reflejan la
induccion de mecanismos de hipersensibilidad cuando el animal es expuesto a proteinas de
leche bovina, logramos inducir un descenso de los niveles de IgE, y de la produccién de
citoquinas Th2 en esplenocitos y células de ganglios mesentéricos. Estos resultados en
conjunto nos permiten concluir que Gb es capaz de modular la induccion de una respuesta
inmune Th2-dependiente. A partir de resultados preliminares empleando Ti en el modelo
murino de alergia también demostramos que estas bacterias son efectivas cuando se
administro en forma simultanea la bacteria por via oral y la toxina colérica junto al
inmundgeno. Sin embargo, no nos resulta claro interpretar los resultados cuando las bacterias
muertas se administran previamente a la sensibilizacién alérgica. Estudios similares se han
realizado empleando probidticos donde se ha logrado prevenir la alergia alimentaria inducida

en un modelo murino de alergia a OVA (Peng et al. 2007). Sin embargo, en humanos aun es
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controversial y poco se sabe sobre la eficacia y la seguridad de la administracion de
probidticos en pacientes con alergia alimentaria. Ciertos estudios muestran que la
administracion de probidticos es altamente beneficiosa en pacientes alérgicos (Majamaa y
Isolauri 1997). Nifios que recibieron formulas suplementadas con probidticos han presentado
una importante disminucion de los sintomas gastrointestinales (Isolauri 2000). En modelos
animales también se ha logrado disminuir las manifestaciones clinicas mediante la
administracion oral de probidticos (Di Felice et al. 2008; Shida et al. 2002). Sin embargo,
existen estudios donde muestran que la suplementacion de las férmulas con probioticos no
acelera la induccion de tolerancia en nifios alérgicos (Hol et al. 2008). Varios trabajos
muestran que los probidticos no tienen ningln efecto en la proteccién contra la alergia en la
infancia (Boyle et al. 2009; A. L. Taylor et al. 2007; Soh et al. 2009). Algunos autores han
demostrado que los probidticos son seguros en individuos inmunocompetentes, y que no son
recomendables en pacientes inmunodeficientes por el elevado riesgo de producir sepsis
(Ledoux et al. 2006; Gronbach et al. 2010).

Por lo tanto el empleo de bacterias muertas junto al alergeno en inmunoterapia abre un
abanico de posibilidades terapéuticas en diferentes patologias inflamatorias agudas. Su
administracién por via oral no produjo efectos adversos, y se observan diferentes resultados si
se administran, previa o simultaneamente a la sensibilizacion alérgica. Estos resultados nos
alientan a seguir profundizando los estudios sobre los mecanismos anti-inflamatorios que las
diferentes especies ejercen, y en particular, a su empleo en protocolos de desensibilizacién

empleando el modelo murino de alergia alimentaria.
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IV.1. INTRODUCCION
Actualmente la soja es la principal fuente de proteinas y aceite vegetal del mundo, y

alimentos a base de soja se emplean principalmente como alimento para el ganado. Sin
embargo, el alto valor bioldgico de sus proteinas y sus propiedades funcionales (texturizante,
emulsificante, etc) ha determinado que los alimentos con soja y derivados de la soja sean
también intensamente consumidos por el hombre en una amplia variedad de alimentos
procesados. Desde la década del 80, y como consecuencia del mayor consumo de estas
proteinas en productos alimenticios, la alergia a la soja ha sido documentada y actualmente las
autoridades regulatorias han incluido a la soja, y a sus derivados, entre los 8 alimentos
principalmente responsables de producir alergias alimentarias. Si bien la prevalencia de la
alergia alimentaria a soja es baja, esta condicion parece ser importante en casos de
sensibilizacion primaria a otros alergenos de reactividad cruzada. Las primeras evidencias de
la existencia de reactividad cruzada entre alergenos se originaron a partir de las
observaciones clinicas en la década del 80 donde se observo que pacientes alérgicos al polen
de abedul presentaban manifestaciones clinicas a ciertas frutas (Lahti et al. 1980; Halmepuro
et al. 1984).

Al hablar de reactividad cruzada es importante distinguir la misma de sensibilizacion,
con la consiguiente induccion de signos clinicos. En general los anticuerpos IgE estan
involucrados en la aparicion de una reaccion alérgica y son los responsables de ambos
mecanismos. Por lo tanto, los estudios seroldgicos suelen brindar informacion relevante,
aunque se debe tener en cuenta que la reactividad cruzada seroldgica puede ser mas amplia
que la reactividad cruzada clinica, y aqui entran en juego numerosos factores (flora del tracto
gastrointestinal, madurez intestinal, grado de procesamiento de los alergenos en el tracto
gastrointestinal, grado de sensibilizacién de los mastocitos y basoéfilos, preparacion del
alimento, etc.), muchos de los cuales tienen gque ver con aspectos individuales (van Ree 2004).
También es importante resaltar que la reactividad cruzada puede ser consecuencia del
reconocimiento por parte de los linfocitos T, y no involucrar a los anticuerpos especificos. En

este Ultimo aspecto se basa nuestra estrategia que sera presentada en este capitulo.

Se ha detectado reactividad cruzada a alergenos de la soja en pacientes primariamente
sensibilizados al polen de abedul (Mittag et al. 2004), al mani (Sicherer y Sampson 2006) y a
la leche de vaca (Rozenfeld et al. 2002; Curciarello et al. 2008). Nuestro grupo ha participado
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activamente en los ultimos afios en la descripcion de la ultima reactividad cruzada
mencionada, entre proteinas de leche bovina y de soja. Clinicamente la sensibilizacion
primaria a alergenos de soja es responsable de generar sintomas mas severos, mientras que en
pacientes alérgicos al abedul que presentan IgE especifica contra alergenos de soja la
probabilidad de reacciones sistémicas es menor (Ballmer-Weber et al. 2007), aunque existe un
trabajo que muestra reacciones anafilacticas en estos pacientes (Kleine-Tebbe et al. 2002).
También se han reportado casos fatales por reacciones anafilacticas con asma severa causadas
por soja en jovenes alérgicos al mani, que no presentaban historia previa de alergia a soja
(Foucard y Malmheden Yman 1999).

En los ultimos afios la induccion de tolerancia inmunoldgica ha sido uno de los
objetivos a estudiar como estrategia para la prevencion y el tratamiento de muchas
enfermedades, donde la desregulacion del sistema inmunolégico juega un rol importante (M.
Akdis y Akdis 2007; M. Akdis et al. 2006; Larché 2006; Durham et al. 1999). EIl papel
fundamental de los linfocitos T regulatorios en inducir y mantener la tolerancia se ha
demostrado en los ultimos afios mediante estudios de transferencia adoptiva de linfocitos T,
depletados de subpoblaciones efectoras, en modelos animales, en los que se logra prevenir o
curar diferentes enfermedades mediadas por células T, como ocurre por ejemplo en la
inflamacion alérgica (M. Akdis y Akdis 2009). Se ha identificado a la citoquina TGF- como
el principal mediador soluble para mantener la tolerancia (Letterio y Roberts 1998), debido a
que induce la conversion de células T CD4'CD25", por medio de la induccion del factor de
transcripcion Foxp3, a LT CD4" CD25" (W. Chen et al. 2003; Xu et al. 2010) con capacidad

inmunosupresora sobre distintas células (Huber et al. 2004; Presser et al. 2008).

Retomando el concepto antes mencionado de la reactividad cruzada, se sabe
actualmente que este fendmeno involucra proteinas, ademas de hidratos de carbono, y por lo
tanto la identificacion de epitopes de reactividad cruzada en distintos sistemas alergénicos ha
significado un importante aporte desde el punto de vista del reconocimiento inmunolégico de
los alergenos, del diagndstico y del tratamiento de las alergias alimentarias. De esta manera
los tratamientos actuales de inmunoterapia se basan justamente en la induccién de tolerancia
en las mucosas administrando el mismo alergeno que induce una reaccion de
hipersensibilidad. En este caso en particular aplicaremos ambos conceptos (reactividad
cruzada e inmunoterapia tolerogénica) con el fin de aliviar o eliminar los signos clinicos,

cuando en el modelo murino los animales sensibilizados son desafiados oralmente con el
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alergeno alimentario. Por lo tanto aqui, se pone en juego el concepto de los epitopes T de
reactividad cruzada. Es decir que no sélo existen epitopes B conservados entre alergenos
responsables de la reactividad cruzada humoral, sino que ademas son necesarios los epitopes
T para posibilitar la generacion de anticuerpos IgE y linfocitos T regulatorios. La
disponibilidad de informacion sobre epitopes T en alergenos alimentarios es mas restringida
en la actualidad que la de epitopes B, entre otros factores, por limitaciones metodoldgicas
para evidenciar los epitopes T y porque se han descrito desde hace relativamente poco tiempo.
Sin embargo, los avances logrados en la clonacién de linfocitos T especificos de alergenos ha
permitido en muchos sistemas una completa caracterizacion de epitopes By T (B Bohle et al.
2005; Jahn-Schmid et al. 2010). Esta informacion es la base tedrica que permitird postular la
induccion de linfocitos T regulatorios en la inmunoterapia antigeno-especifica, a través de la
administracion de alergenos relacionados o modificados por distintas vias mucosales
(Gerstmayr et al. 2007; Knittelfelder et al. 2009; Rosa et al. 2010; Yang et al. 2010; Jahn-
Schmid et al. 2012).

A pesar del desarrollo en los ultimos afios de modelos de alergia, no es frecuente
encontrar en la literatura trabajos sobre su aplicacion al estudio de la reactividad cruzada
entre alergenos. Una aproximacion de esta indole se ha descrito en modelos murinos de
alergia a mani sobre los cuales se ha estudiado la modulacion de la respuesta alérgica a mani
por inmunizacion con extracto proteico de soja por via intraperitoneal (Pons et al. 2004), o
productos fermentados de soja (Zhang et al. 2008), basandose en la homologia existente entre
alergenos de soja y mani (vicilinas y leguminas). En ambos casos la inmunoterapia alergeno
especifica con alergenos de mani presentaba efectos adversos y su reemplazo por proteinas de
soja demostré una efectiva desensibilizacion o disminucion en la intensidad de la respuesta

inmune a proteinas de mani.

En este capitulo analizaremos la reactividad cruzada entre las proteinas de leche y las
proteinas de soja in vivo, para lo cual hemos empleado el modelo de alergia a PLV en la cepa
de ratones BALB/c como una herramienta in vivo para confirmar la reactividad cruzada
inmunoquimica descripta anteriormente por Curciarello et al. (Curciarello et al. 2008).

Por otra parte, y aprovechando este fendmeno estudiaremos la induccion de tolerancia

a proteinas de leche de vaca mediante la administracion oral de proteinas de soja.
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IV.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

<> Analizar la induccion de componentes inmunolégicos especificos para
proteinas de leche bovina (anticuerpos y linfocitos T), y de signos clinicos compatibles
con reacciones de hipersensibilidad, luego del desafio oral con proteinas de soja en el

modelo murino de alergia a PLV.

<> Induccion de tolerancia oral a proteinas de leche de vaca, mediante el

empleo de proteinas de soja en el modelo murino de alergia alimentaria.
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1IV.3. RESULTADOS
Habiéndose descrito y caracterizado en trabajos previos del grupo la reactividad

cruzada in vitro entre PLV y proteinas de soja (naturales y recombinantes) (Docena et al.
2002; Rozenfeld et al. 2002; Curciarello et al. 2008) se planted la aplicacion del modelo
murino de alergia alimentaria a PLV para estudiar la reactividad cruzada con las proteinas de
soja in vivo. Para ello, se realizo el plan de sensibilizacién como se describi6 en el capitulo 1y
se evaluo la reactividad cruzada in vivo luego del desafio oral con un extracto de proteinas de
soja (PS).

Plan de sensibilizacion

Intragdstrica Desafiooral Desafiooral
6x(20mg PLV + 10 pg TC) 20mgPLV/5mg PS 20mg PLV/5mg PS

Grupo sensibilizacion | ‘l, \L ‘1, l, \L J, l l

z T T T T T T |
56 63 70 77 84 91 98 dias

0 7 14 21 28 35 42 49
I Recoleccion de muestras I Bazo
MLN
Yeyuno
Intragastrica Desafiooral Desafiooral
6x(20mg PLV) 20mgPLV/5mg PS 20mg PLV/5mg PS
Grupo Control | ‘l, \l, ‘1' l, \l, ‘1' \l/ l
. [ | | | | | | T | | | | | | | ]
7 14 21 28 35 56 63 70 77 84 91 98 dias

Bazo
MLN
Yeyuno

Recoleccion de muestras |

| LT Vo
|

Esquema 7 Protocolo de sensibilizacion
Sensibilizacion (Sens) Dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35: se inocularon por raton:
10 ug de TC + 20 mg de PLV, para el grupo denominado Sensibilizacion (Sens).

20 mg de PLV, para el grupo denominado Control de antigeno (grupo control).
Desafio oral: administracion de 20 mg de PLV o0 5 mg de PS por via ig.

Luego de 15 dias de la ultima inmunizacion, se realizé un desafio oral, administrando
PLV o PS en buffer bicarbonato. Los scores clinicos asignados luego de la observacion (a
través de observadores independientes), entre los 30 y 45 minutos posteriores a la exposicién
oral, se muestran en la figura 63. Ademas, como parametro experimental que refleja la
induccion de los signos clinicos sistémicos se cuantificd la concentracion de histamina

plasmatica luego del desafio oral con leche o con soja.
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Como puede deducirse del grafico, los ratones sensibilizados mostraron signos
clinicos compatibles con una alergia alimentaria al ser desafiados con PLV o PS, mientras que
los ratones del lote control no mostraron signos clinicos luego del DO. La mayoria de los
animales sensibilizados presento6 rascado, agitacion, dificultad en la respiracion, disminucion
de la actividad o falta de respuesta al ser tocados. No se indujeron signos graves como
convulsiones o muerte (figura 63a). Como puede observarse en la figura 63b, en los
animales del lote sensibilizado los niveles de histamina plasmatica son superiores a los de los
ratones del lote control. Estos resultados reflejan la induccion de un proceso inflamatorio
local (mucosa gastrointestinal) y sistémico (en circulacién) frente a una nueva exposicion al
antigeno por via oral en los animales “alérgicos”. Los ratones sensibilizados y controles que
fueron desafiados con una proteina no relacionada (OVA o BSA), no desarrollaron signos

clinicos, ni tuvieron aumentos en los niveles de histamina plasmatica.
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Grupo Grupo Grupo Grupo
control sesibilizacién control sensibilizacion

Figura 63. Evaluacién in vivo de la respuesta inducida. En a se muestran los scores clinicos
desarrollados a los 30 min del DO con 20 mg de PLV o 5 mg PS. En b se midieron los niveles de
histamina plasmatica por medio de un ELISA competitivo. En el grafico se muestran las medias +SEM
para cada uno de los grupos. (***p<0.001). Estos resultados corresponden a un experimento
representativo.

Por lo tanto podemos concluir que ratones sensibilizados a PLV desarrollan signos
clinicos de hipersensibilidad cuando son desafiados oralmente con PS, efecto que también se

refleja a nivel de la concentracion de histamina plasmatica.

Determinacion de la respuesta inmune humoral
Se evaluo la presencia de anticuerpos séricos especificos en muestras obtenidas
durante el plan de sensibilizacion. En la figura 64 se presentan los resultados de los niveles

séricos de los distintos isotipos.
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En el panel A se muestran los valores obtenidos para IgE, 1gG1 e IgG2a especificas
para PLV en animales provenientes de los distintos lotes. Como puede observarse, durante la
sensibilizacion se produjeron anticuerpos IgE especificos de PLV (figura 64a). Los ratones
del lote control mostraron niveles basales de IgE especifica que no se incrementaron con el
tiempo. La presencia de anticuerpos de isotipo 1gG especificos fue analizada por ELISA
indirecto en los sueros obtenidos durante el plan de inmunizacién. En la figura 64b se
muestran los resultados de 1gG1l especifica a PLV, puede observarse que se indujo un
aumento en el tiempo de IgG1 especificos a PLV. Por el contrario, no se observo induccion en
la produccion de anticuerpos de isotipo 1gG2a especificos a PLV.

En el panel B se muestran los valores obtenidos para IgE, 1gG1 e 1gG2a especificas
para PS en animales provenientes de los distintos lotes. En figura 64d se muestran los niveles
de IgE especifica que reconocen PS, como puede verse hay un aumento en el tiempo de dicho
isotipo. De igual manera se observa un aumento en los niveles de 1gG1 en el tiempo, mientras
que los animales del lote control mantuvieron niveles basales (figura 64e), y tampoco hay
aumento en los niveles de 1gG2a (figura 64f).

Si se comparan los valores de DO para los anticuerpos especificos de soja y de PLV
pueden apreciarse valores inferiores para el caso de IgE especifica de soja. Deben
considerarse dos aspectos que influyen en estas diferencias: por un lado, la concentracién de
proteinas de soja en fase sélida debio reducirse respecto de la de PLV en 3,5 veces para lograr
una sensibilidad del ensayo tal que permitiera diferenciar la respuesta de ambos lotes de
animales, y por otro lado, en el ensayo de la figura 64a se observa la reactividad de
anticuerpos IgE especificos de PLV frente al Ag identidad (PLV), mientras que en el ensayo
de la figura 64d, se identifican aquellos anticuerpos IgE especificos de PLV que presentan
reactividad cruzada contra epitopes presentes en soja.

Cabe destacar ademas que la aparicion de 1gG1 especifica en el suero es posterior a la
de IgE.
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Figura 64. Isotipos especificos a PLV o PS sérico determinados por EAST y ELISA. Valores promedios
de DO£SEM para cada uno de los grupos, obtenidos a partir de los sueros de los ratones pertenecientes al
grupo sensibilizado y grupo control. En Panel A, isotipos especificos a PLV (a) IgE, en (b) 1gG1, y en (c)
1gG2a; en panel B, isotipos de reactividad cruzada con PS (d) IgE, en (e) 1gGl, y en (f) IgG2a.
(***p<0.001; **p<0.01; *p <0.05 Anova de dos vias seguido del test de Bonferroni).

Estos resultados claramente indican que la administracion intragastrica de TC junto a
PLV induce la sintesis de isotipos asociados a una respuesta Th2. La aparicion de IgE e 1gG1
especificos de proteinas de soja solo puede explicarse por reactividad cruzada entre ambos
sistemas proteicos dado que los animales sélo fueron sensibilizados con PLV. En el caso que
el alimento contenga proteinas de soja (informacion desconocida) la respuesta de los ratones
seria la de induccion de tolerancia oral, por lo cual no se incrementarian los isotipos asociados
a una respuesta Th2.
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Produccion de citoquinas en cultivo de esplenocitos y MLN

A las 24 hs del desafio oral algunos animales fueron sacrificados (lote control y lote
sensibilizados), se extrajo el bazo y los ganglios mesentéricos. Se prepararon suspensiones de
células mononucleares y se realiz6 un ensayo de proliferacion antigeno-especifico con PLV o
PS, medio RPMI (control negativo) y Con A (control positivo). En el sobrenadante de los
cultivos se determind la presencia de citoquinas Thl (IFN-y) y Th2 (IL-5, IL-13) como
marcadores de una respuesta inmune humoral local Thl o Th2 respectivamente, como se
menciono previamente.

La produccién de las distintas citoquinas se muestra en la figura 65. En los ratones
sensibilizados con PLV y TC se indujo la produccion de IL-13 y de IL-5 tanto en esplenocitos
cultivados con PLV, como con proteinas de soja. Estos resultados reflejan la presencia de LT
Th2 especificos de PLV que también reconocen, por reactividad cruzada, péptidos

presentados provenientes de proteinas de soja.
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', 1000 100+

T
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1501
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IFN ¥ pg ml
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L] i

Figura 65. Concentracién de citoquinas en sobrenadante de cultivo de esplenocitos mediadas por
ELISA de captura. Concentracién de (a) I1L-13, (b) IL-5 y (c) IFN-y en presencia de PLV o SP.
(***p<0.001; *p <0.05 Anova de dos vias seguido del test de Bonferroni).
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La respuesta de citoquinas fue mayor cuando las células fueron estimuladas con PLV
que aquellas estimuladas con PS in vitro. Estos resultados nos dan indicios que s6lo una
poblacion restringida de LT especificos a PLV es activada por epitopes T de proteinas de soja
presentadas por APCs.

Como era de esperar, la secrecion de IFN-y no fue estadisticamente diferente entre los

grupos.

De igual manera se realizaron cultivos de pooles de células mononucleares de MLN de

ratones de los distintos grupos y se midieron las citoquinas secretadas en el sobrenadante.
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Figura 66. Concentracion de citoquinas en sobrenadante de cultivo de MLN mediadas por ELISA de
captura. Concentracion de (a) IL-13, (b) IL-5 y (c) IFN-y en presencia de PLV o SP. (***p<0.001;
**p<0.01 Anova de dos vias seguido del test de Bonferroni).

Corroborando los resultados obtenidos en bazo, en MLN se obtuvo un aumento
estadisticamente significativo en los niveles de IL-13 e IL-5 cuando las células fueron
estimuladas in vitro con PLV o con PS, mientras que no hubo aumento en los niveles de IFN-
y. Estos resultados indican que la administracion intragastrica de PLV con TC induce la
activacion de LT y su diferenciacion a LT Th2 directamente en la mucosa intestinal. Dado
que los animales no fueron sensibilizados con proteinas de soja, los resultados hallados con

este antigeno solo pueden explicarse por reactividad cruzada entre las distintas proteinas. Por
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lo tanto, nuevamente la reactividad cruzada se refleja a nivel T, ademas de B, tanto en forma

sistémica como en la mucosa intestinal.

Caracterizacion in vivo de la respuesta inmune inducida

Para evidenciar la induccion de anticuerpos de isotipo IgE especificos de PLV se
estudio la presencia de mastocitos sensibilizados en piel frente a la administracion de distintos
antigenos. Para ello se realiz6 prueba cutanea en ratones pertenecientes a los lotes control y
sensibilizado. Las fotos de la figura 67 muestran los resultados de las pruebas cutaneas
realizadas con PLV (fig.67a) y con proteinas de soja (fig.67b). Como pruebas control se
realizaron los mismos ensayos en ratones de los lotes control (fig.67 ¢ y d) y prueba cutanea
con antigenos no relacionados con PLV (arroz, OVA) en los ratones sensibilizados con PLV

(resultados no mostrados).

Figura 67. Prueba Cuténea. En las fotos de arriba se muestran resultados positivos con extravasacion
del Azul de Evans al inocular con (a) PLV o (b) SP ratones del grupo sensibilizado. No se observa
extravasacion en ratones del grupo control inoculados con (c) PLV o (d) SP.

Por lo tanto estos resultados también confirman que el plan de sensibilizacion aplicado
induce la sintesis de anticuerpos IgE especificos de PLV y de reactividad cruzada con SP
capaces de unirse a su receptor especifico en la superficie de los mastocitos. Estos, al
contactar el antigeno se activan, desgranulan e inducen un proceso inflamatorio local y
sistemico, similar al que se produce en humanos cuando se desafia la piel de un paciente
alérgico a la leche bovina con el alergeno especifico.

Para investigar in vivo la presencia de células Thl antigeno especificas, se realizé la
prueba de DTH a los 21 dias de terminada la sensibilizacién. Para ello a un grupo de ratones
se les inyectd PLV y a otro grupo PS en una almohadilla plantar y en la opuesta, SF. A las
48/72hs se midio el espesor de las patas. En la figura 68 se muestra la diferencia en el espesor

entre la pata con el Ag y la de SF. Como se observa, no hay un aumento estadisticamente
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significativo de la diferencia calculada entre la pata inoculada con PLV o PS y la inoculada

con SF.

—~ 0.51

€

E 04-

8

T 0.3-

()

©

« 0.24

o

(%]

s

8 0.1

<00 : .

PLV PS PLV PS

grupo grupo
control sensibilizacion

Figura 68. Prueba de DTH. Se grafica la diferencia de espesor entre las patas traseras siguiendo la
siguiente formula: espsor de pata inoculada con el antigeno — espesor de pata inoculada con SF, medidas
a las 72hs de la inoculacidn. Se representan los valores medios en mm = SEM.

Estos resultados demuestran la ausencia de células Th1 antigeno especificas a las
48/72hs de desafiado con el Ag. De esta manera, solo logramos evidenciar la
reactividad cruzada in vivo a nivel celular por medio de la deteccidn de la presencia de

anticuerpos IgE antigeno especifica unida a células.

Estos resultados en conjunto confirman la reactividad cruzada in vivo a nivel By
T entre los sistemas proteicos de leche de vaca y soja, lo cual nos permitié avanzar en el

estudio de estrategias terapéuticas tolerogénicas.

Inmunoterapia empleando proteinas de soja en el modelo murino de alergia a

leche de vaca

La alergia a leche de vaca tiene gran importancia en la poblacion pediétrica, y la falta
de un tratamiento efectivo, lleva a que la inmunoterapia alergeno-especifica sea una opcion
para estudiar. Sobre la base de los resultados obtenidos previamente, se decidié emplear esta
capacidad de reactividad cruzada in vivo, para implementar una inmunoterapia oral basada en
la induccidn de tolerancia y de esta manera disminuir la respuesta alérgica a PLV. Para ello,
se administrd dosis bajas del antigeno (PLV o PS), previo al plan de sensibilizacion (PLV +

TC) con el objetivo de inducir tolerancia oral antigeno especifico y de reactividad cruzada.

Como se menciond anteriormente se trabajé con ratones BALB/c de 5 semanas los
cuales fueron agrupados en cinco lotes de 6 animales cada uno segun el tratamiento a recibir

como se describe en el esquema 8. Los lotes controles solo recibieron PLV o PS (grupo
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control), el lote que solo recibié PLV con TC se lo denomind (grupo sensibilizacién), y los
lotes tolerizados, es decir que recibieron una semana previa a la sensibilizacion PLV o PS y

luego se les administro PLV con TC, se los llamo6 Tol PLV y Tol PS respectivamente.

Esquema de sensibilizacion/tolerizacion

Intragastrica Desafiooral Desafiooral
6x(20mg PLV+ 10 pugTC) 20mgPLV /5mg PS 20mgPLV /5mg PS
| Grupo sensibilizacion I \l, J/ \1, \J/ \J/ \L l * \L
[ | | | | | ]
0 14 21 28 35 42 70 77 84 91 98 dias
l Recoleccion de muestras I Bazo
MLN
Yeyuno
Intragdastrica Desafiooral Desafiooral
6x(20mg PLV) /(5mg PS) 20mgPLV / 5mg 20mgPLV /5mg PS
Grupo Control I \L ¢ \1, \L \L \J/ l * \L
[ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
0 7 14 21 28 35 42 56 70 77 84 91 98 dias
I Recoleccion de muestras I Bazo
MLN
Yeyuno
Intragdstrica Desafiooral Desafiooral
6x(20mg PLV+ 10 pgTC) 20mgPLV /5mg PS 20mgPLV /5mg PS
Grupo Tolerizacién I \l, \L \l, \L \L \J/ l * \L
1 1 1 1 1 1 ]
21 28 35 42 56 70 77 84 91 98 dias
l 10mgPLV 6 5 mg PS I Recoleccién de muestras I l?/lal_zl\(l)
Yevuno

Esquema 8 Protocolos de sensibilizacion y tolerizacion
Sensibilizacion (Sens) Dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35: se inocularon por raton:
10 pg de TC + 20 mg de PLV, para el grupo denominado Sensibilizacion (Sens).

20 mg de PLV o 5mg PS, para el grupo denominado Control de antigeno (Control).

10mg PLV diarios por 1 semana, luego 10 pug de TC + 20 mg de PLV, para el grupo
denominado (Tol PLV)

5mg PS diarios por 1semana, luego 10 pg de TC + 20 mg de PLV, para el grupo denominado
(Tol PS)
Desafio oral: administracion de 20 mg de PLV o0 5 mg de PS por via ig.

Caracterizacion in vivo e in vitro de la respuesta inmune inducida

Analisis de los signos clinicos desarrollados luego del desafio oral

Una vez concluida la etapa de sensibilizacion intragastrica, se realizé un desafio oral y
se analizaron los signos clinicos comparando los animales sensibilizados con los tolerizados.
En la figura 69, se muestran los scores clinicos de cada raton correspondiente a un
experimento representativo. Como puede observarse, este protocolo logré una disminucion en

la sintomatologia de los animales tolerizados con proteinas de soja (Tol PS), y tolerizados con
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PLV (Tol PLV), respecto de los ratones sensibilizados. Los ratones de los grupos controles

no presentaron signos de hipersensibilidad.
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Figura 69. Evaluacion in vivo de la respuesta inducida. Se muestran los signos clinicos inducidos a los
30 min del DO con 20 mg de PLV. Estos resultados corresponden a un experimento representativo.

Estos datos in vivo permiten concluir que animales alérgicos a PLV muestran una

menor ractividad clinica cuando se exponen a PLV o PS

Prueba Cutanea

Como se menciond anteriormente, para evaluar la presencia de anticuerpos IgE
especificos funcionales en la superficie de las células se realizd la PC con PLV en todos los
animales. En aquellos del grupo sensibilizado se observo una extravasacion inmediata (10-20
minutos) del colorante Azul de Evans en la regién donde se inoculé subcutdneamente el
antigeno. Mientras que en los grupos controles y tolerizados no se produjo la extravasacion
del colorante. Solamente en el grupo Tol PS se observé extravasacion del colorante en 1 de 6
ratones. También se inoculd SF en el flanco opuesto de cada ratén, dando reaccién negativa.
Asimismo se inocularon distintos antigenos no relacionados como control del ensayo. De esta
manera OVA o BSA no indujeron extravasacion del colorante en los animales de los distintos

lotes.

Figura 70. Prueba cutdnea. Se
muestran los resultados de animales
inoculados con PLV pertenecientes al
lote sensibilizacion, control, Tolerizado
con PLV y Tolerizado con PS. Estos
resultados corresponden a un
experimento representativo, solo se
incluye la foto de un animal de cada

grupo.
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Determinacion de anticuerpos séricos
La inmunidad humoral fue estudiada a través de los niveles séricos de los distintos

isotipos de anticuerpos especificos de PLV. En la figura 71 se muestran los resultados de los
niveles séricos de IgE e 1gG1 especificos a PLV para los distintos grupos. Se observo que en
el grupo sensibilizacion, los niveles de ambos anticuerpos aumentan durante el plan de
sensibilizacion, mientras que en los ratones de los grupos Tol PS y Tol PLV se encontr6 que

los niveles de dichos anticuerpos son significativamente menores.
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Figura 71. Isotipos especificos a PLV sérico determinados por EAST y ELISA. Cinéticas de produccién
sérica de IgE, e 1gG1 para los distintos tratamientos. Valores promedios de DO+SEM para cada uno de
los grupos. Estos resultados son representativos de 2 experimentos independientes. ***p<0.001,
**p<0.01, *p<0.05 obtenidos por Anova two way y como test posterior Bonferroni.

A nivel de mucosa se decidié medir los niveles de IgA especifica a PLV en materia
fecal, para evaluar si la disminucion de los signos clinicos y de los niveles de IgE especificos
en los grupos tolerizados estaban relacionados con un aumento en los niveles de IgA mucosal.
En la figura 72 se muestran los valores obtenidos durante el plan de sensibilizacion y puede
apreciarse gue no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en los niveles

de dicho isotipo.
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Figura 72. Deteminacion de IgA especifica de PLV en materia fecal. Cinética de produccién para los
distintos tratamientos. Valores promedios de DO+SEM para cada uno de los grupos. Estos resultados son
representativos de 2 experimentos independientes. p>0.05 obtenido por Anova de dos vias y como test
posterior Bonferroni.
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Cuantificacion de las citoquinas en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos

Animales de distintos lotes fueron sacrificados 24hs luego del desafio oral, se aislaron
los bazos; y a partir de la suspension de esplenocitos se realizaron cultivos en presencia de
PLV. Al igual que en experimentos anteriores, se incluydé RPMI como control negativo
(medio de cultivo RPMI 1640) y ConA como control positivo. A partir de los sobrenadantes
de estos cultivos se midieron los niveles de IL-5, IL-13, e IFN-y por ELISA de captura

Como puede verse en la figura 73, el grupo sensibilizacion (Sens) presentd niveles
altos de IL-5 e IL-13 cuando los esplenocitos fueron estimulados con PLV in vitro; mientras
que los grupos tolerizados (Tol PS y Tol PLV) mostraron niveles significativamente menores
con respecto a los obtenidos en ratones del grupo sensibilizacion. Los niveles de IFN-y fueron

bajos en todos los grupos y no se encuentran diferencias entre los mismos.
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Figura 73. Concentracion de citoquinas medidas por ELISA de captura. Concentracion de IL-5, IL-
13 e IFN-y en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos en presencia de PLV. (***p<0.001; **p
<0.01; Anova de dos vias seguido del test de Bonferroni; nd: no detectable).

En conclusion, hemos encontrado una disminucion de las manifestaciones clinicas
inducidas por la exposicién al alergeno, una diminucion en los niveles de IgE especifica a
PLV y una disminucion en la secrecién de IL-5 e IL-13 en los ratones de los grupos

tolerizados (Tol PS y Tol PLV) respecto del lote sensibilizacion (Sens). Estos resultados nos
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permiten concluir que la administracion previa a la sensibilizacion tanto del antigeno de
identidad, como del de reactividad cruzada, con el protocolo mostrado logran disminuir las
reacciones de hipersensibilidad, la inmunidad humoral y celular Th2-especifica de PLV, como

asi también negativizar las pruebas cutaneas.

Se sabe que las células T regulatorias son producidas naturalmente en el timo (nTreg)
0 son inducidas en tejidos periféricos (iTreg). La secrecién de &cido retindico por las CDs
CD103" en lamina propia del intestino delgado facilita la diferenciacion de células T naive a
células T Foxp3® (Coombes y Powrie 2008) y estas células especificas de antigeno
administrado por via oral pueden luego circular y establecer una tolerancia sistémica. Por este
motivo se decidid estudiar en la mucosa si los linfocitos T regulatorios estaban involucradas
en el proceso inmunomodulatorio. Para ello estudiamos por citometria de flujo la induccion
de células Foxp3™ en el gate correspondiente a los linfocitos de lamina propia, de PP y de
MLN de los distintos lotes luego de la administracion oral de antigeno. En la figura 74 se
muestran los resultados correspondientes a LT CD3" CD4" Foxp3", en suspensiones celulares
provenientes de MLN, LP y PP.
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Figura 74. Expresion de Foxp3 por citometria, en linfocitos T CD4" de los distintos grupos.
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A partir de los gréficos de dot blot se evaluaron las intensidades de fluorescencia

medias (MFI) de Foxp3 las cuales se grafican en la figura 75.
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Figura 75. Intensidad de fluorescencia media (MFI) de Foxp3 en linfocitos de LP, PP y MLN en los
distintos grupos. (***p<0.001, Anova de una via).

Se encontr6 un aumento en la expresién de fluorescencia media de Foxp3 en los LT de
LP, PP y MLN de los grupos tolerizados, respecto de los grupos sensibilizacion, lo cual es

indicativo de la induccion de Treg en la mucosa de los animales pre-tratados.

Ademas se estudid la expresion de citoquinas en el intestino y en la figura 76 se
muestran los incrementos relativos de las distintas citoquinas estudiadas (IL-5, IL-13 e IFN-y)

para cada lote respecto del grupo control.
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Figura 76. Expresion de RNAm de citoquinas. Se muestra el incremento relativo de IL-5, IL-13 e IFN-
v en lamina propia de intestino. (*p<0.05; ***p<0.001; Anova de dos vias seguido del test Bonferroni)

Al igual que lo observado a nivel sistémico, se encuentra una disminucion de la
expresion de RNAm de IL-5 e IL-13 en los ratones de los grupos tolerizados, con respecto al
grupo sensibilizacion. Observamos un incremento en los niveles de RNAm correspondiente a
IFN-y en el grupo de animales tolerizados con PLV que no se corresponde con los resultados

anteriores.
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A partir de los resultados previos, donde observamos un aumento en la expresién de
Foxp3 en los LT de mucosa, decidimos estudiar la expresion de citoquinas regulatorias
(RNAmM IL-10 y TGF-B) en la mucosa intestinal. En la figura 77 se muestran los resultados
obtenidos, y como puede observarse en los grupos tolerizados se obtuvo una mayor expresion
de RNAm IL-10, con respecto a los ratones del grupo sensibilizacion. En cuanto a TGF- hay
un leve aumento en su expresion, pero estadisticamente significativo sélo en los ratones del

grupo tolerizado con PLV.
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Figura 77. Expresién de RNAm de citoquinas. Se muestra el incremento relativo de IL-10 y TGF-B en
intestino. (**p<0.01; ***p<0.001; Anova de dos vias seguido del test Bonferroni).

Estos resultados nos permiten concluir que el proceso de inmunomodulacion que
permite disminuir los signos clinicos de alergia en los animales sensibilizados expuestos al
alergeno, es mediado por la induccion de Treg a través de la produccion de IL-10. Aungue
estos resultados son preliminares nos alientan a continuar con los estudios de este tipo de
inmunoterapia tendiente a corregir el sistema inmune gastrointestinal, cuya activacion
produce los signos clinicos de hipersensibilidad cuando los animales son expuestos oralmente
al alergeno alimentario. ElI empleo de un antigeno de reactividad cruzada nos permite
controlar la activacion inmunolégica frente a dos sistemas antigenicos muy diferentes (animal
y vegetal). Cabe resaltar que no hemos observado reacciones adversas a PS cuando son
administradas oralmente en ratones sensibilizados a PLV, dado que no es menor al momento

de considerar una inmunoterapia tolerizante.
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IV.4. DISCUSION

A pesar de que se cree que las reacciones alérgicas a las leguminosas en general se
producen por sensibilizacion primaria a través del tracto gastrointestinal, la alergia a soja
parece ser mas comun como una alergia secundaria. En este sentido el estudio de los
alergenos de reactividad cruzada ha cobrado especial importancia a partir de la clonacién de
numerosos alergenos, con la consiguiente identificacion y caracterizacion de los epitopes
responsables de dicha reactividad cruzada. Para el caso de alergia a soja es importante
estudiar a los pacientes con alergia al polen de abedul, al mani y méas recientemente a la leche
bovina (Mittag et al. 2004; Kattan et al. 2011; Curciarello et al. 2008; Smaldini et al. 2011).

En numerosas ocasiones se dificulta el estudio de la reactividad cruzada en pacientes
porque no es facil determinar cuél es la sensibilizacion primaria, dato que Unicamente puede
aportar la historia clinica, con la subjetividad que ello presenta. Como ya hemos mencionado,
la presencia de epitopes conservados entre proteinas de leche de vaca y proteinas de soja ha
sido estudiada in vitro previamente por el grupo (Rozenfeld et al. 2002; Curciarello et al.
2008). Los resultados mostrados en este capitulo constituyen las bases experimentales para
entender la intolerancia desarrollada por pacientes alérgicos a proteinas bovinas, solamente
sensibilizados a PLV, que son tratados con férmulas a base de soja. Se sabe que la sola
presencia de IgE en suero no es suficiente para producir una respuesta clinica a la exposicion
con el alergeno (Aalberse y Van Ree 2000; Ferreira et al. 2004). Por este motivo los modelos
murinos aportan una herramienta bioldgica muy util para estudios celulares y clinicos de la

reactividad cruzada.

En la primer parte del capitulo demostramos experimentalmente la existencia de
reactividad cruzada in vivo entre PLV y PS, dos sistemas proteicos que no guardan relacion
filogenética. Hemos encontrado que ratones sensibilizados a PLV, que no fueron previamente
expuestos o sensibilizados a PS, desarrollaron sintomas relacionados a mecanismos de
hipersensibilidad luego del desafio oral tanto con PLV o PS. Esto es indicativo de una
respuesta de fase temprana IgE mediada producida por las proteinas de soja, y de la presencia
de componentes especificos a PLV que reconocen alergenos de soja. Por otro lado, la
deteccion de IgE e IgG1 especificas para soja, la activacion de esplenocitos al cultivarlos con
el extracto de soja y la induccion de prueba cutanea con proteinas de soja, indican la

existencia de una reactividad cruzada entre las proteinas de leche de vaca y los componentes
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de soja, confirmando la existencia de epitopes B (epitopes Gy E) y T en las proteinas de soja,
y la existencia de al menos dos epitopes iguales o distintos en cada molécula del alergeno
(condicion necesaria para inducir la activacion de mastocitos y basofilos en forma IgE-
dependiente). Para el caso del extracto proteico obtenido a partir de soja estos resultados son
faciles de explicar ya que las proteinas de soja se asocian entre si formando trimeros o
hexadmeros, por lo cual en un mismo complejo una molécula con al menos un epitope es
suficiente para entrecruzar al menos dos moléculas de IgE en la superficie de los mastocitos.
Sin embargo, estudios del grupo han demostrado que existe mas de un epitope
inmunodominante en estas moléculas (resultados que no son parte de este trabajo de Tesis).

Por otro lado, observamos que los anticuerpos IgE e IgGl capaces de reconocer
componentes de soja son aquellos que producen la reaccion anti-PLV mas intensa en los
inmunoensayos. Esto significa que s6lo una poblacion restringida de anticuerpos especificos a
PLV son los que reconocen epitopes B en los alergenos de soja. Esta observacion estaria
relacionada con cuestiones de afinidad relativa por uno u otro alergeno. Estos estudios
también se estan llevando a cabo por otros integrantes de nuestro grupo y no forman parte de
este trabajo de Tesis.

La presencia de manifestaciones anafilacticas sistémicas refleja que las
macromoléculas no son completamente hidrolizadas o clivadas durante su transporte
gastrointestinal hacia la mucosa duodenal, y que son capaces de atravesar la barrera mucosal
en forma nativa (Chirdo et al. 1998). De esta manera a través de la circulacion sanguinea o
linfatica pueden llegar a los érganos y tejidos done se encuentran las células sensibilizadas,
activarlas y generar las manifestaciones clinicas que observamos, como el distress
respiratorio, edema de ojos y hocico, etc. Para ello, evaluamos la presencia de caseinas no
hidrolizadas en circulacion utilizando un ELISA con anticuerpos monoclonales especificos.
Se encontrd que el pico de concentracion en el suero de los animales se produjo a los 45 min.
posteriores a la administracion oral (0.791 pg/ml). Estos resultados confirman la presencia en
circulacion de epitopes nativos de las caseinas. Lo mismo estaria ocurriendo con las proteinas
de soja.

En conclusion, hemos demostrado que los ratones sensibilizados a PLV experimentan
reacciones anafilacticas a las proteinas de soja, las cuales fueron consistente con un aumento
en los niveles de IgE e 1gG1 especificas, y de citoquinas pro- Th2, en comparacion con los

resultados hallados en los ratones no sensibilizados o de los lotes control.
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Estos resultados de reactividad cruzada in vivo obtenidos con el modelo murino fueron
relevantes para iniciar los estudios de inmunoterapia basada en la induccion de tolerancia
mucosal para prevenir reacciones alérgicas.

La induccion de tolerancia a proteinas alimentarias ha sido extensamente estudiada en
varios modelos animales. La mas estudiada fue la induccion de tolerancia oral inducida por
OVA en ratones DO11.11 (animales transgénicos para TCR o/f especifico del péptido 323-
339 de OVA en I-A% (Thorstenson y Khoruts 2001; Hauet-Broere et al. 2003; Zhang et al.
2001). B-lactoglobulina también ha sido estudiada como proteina tolerogénica; Frossard y col.
demostraron que la administracion oral de B-Lg en el agua de bebida por 4 semanas prevenia
efectivamente la posterior sensibilizacion intraperitoneal de los ratones C3H/HeOuJ (Frossard
et al. 2004). Por otra parte, Pecquet y col. demostraron que la tolerancia oral a f-Lg también
era eficiente en ratones de la cepa BALB/c mediante una Unica administracion oral de 60 mg
de proteina (Pecquet et al. 1999). Por otro lado, Patient y col. lograron una eficiente induccion
de tolerancia sistémica mediante la administracion de 2mg de B-Lg por 6 dias, disminuyendo
la posterior sensibilizacion intraperitoneal con -1g e AI(OH)s. En nuestro trabajo, estudiamos
la induccién de tolerancia con un extracto de proteinas bovinas, ya que ademas de la B-Lg, las
caseinas también son alergenos importantes de la leche de vaca (Docena et al. 1996); y
aprovechando la caracteristica de reactividad cruzada entre la PLV y la PS, también
estudiamos la induccion de tolerancia a PLV mediante la administracion oral de proteinas
de soja. En ambos casos logramos inducir una tolerancia sistémica (disminucion de las
manifestaciones clinicas luego del DO, disminucion de los niveles séricos de IgE especificos,
disminucion de la secrecién de citoquinas de perfil Th2 en bazo) e induccion de tolerancia a
nivel de mucosa intestinal (aumento de L Treg CD4" Foxp3®, disminucion de la expresion de
citoquinas de perfil Th2 y aumento de citoquinas regulatorias, principalmente 1L-10). Estos
resultados en conjunto nos indican que la aplicacion de los protocolos disefiados logrd
prevenir la sensibilizacion oral a PLV con TC, mediante la induccién de tolerancia oral.

A pesar de los avances logrados en inmunoterapia durante los ultimos afios, aun queda
mucho por estudiar antes de poder utilizarla como terapia en humanos. Un estudio realizado
en Espafia, por Keet y col, en el cual a un grupo de pacientes alérgicos a leche de vaca se los
tratd mediante inmunoterapia oral (OIT), y a otro grupo por inmunoterapia sublingual (SLIT);
encontraron que OIT era mas eficiente que SLIT ya que aumento el umbral de desafio con el
alergeno por via oral. Sin embargo, cuando se les retird el tratamiento, un alto porcentaje de

pacientes en ambos grupos rapidamente perdieron la desensibilizacion no pudiendo volver a

- 166 -



tolerar las dosis minimas del antigeno. Ademaés, observaron que los sintomas orales y
cutdneos no variaron entre los grupos. Sin embargo, observaron la aparicion de sintomas
multisistémicos, y del tracto respiratorio superior e inferior, durante la inmunoterapia oral, a
diferencia de la sublingual (Keet et al. 2011). Por lo tanto resta ain mucho camino por
recorrer para optimizar estos procedimientos y evitar las reacciones adversas en pacientes
alérgicos. En este sentido los modelos animales pueden realizar aportes valiosos al desarrollo

de nuevas estrategias terapéuticas correctivas del sistema inmune.

Autora: Smaldini Paola Lorena
Directores: Dr. Docena G. y Dr. Fossati C. -167 -












;\//J/:mﬂ///z/%z///

En el presente trabajo de tesis se logré optimizar un modelo murino de alergia
alimentaria a proteinas de leche de vaca, mediante el empleo de un adyuvante mucosal que
permite la activacion de la respuesta inmune directamente en el intestino, aproximandose de

esta manera a las alergia alimentaria observadas en humanos.

Por otro lado estudiamos las propiedades de diferentes agentes inmunomoduladores
para ser empleados en potenciales estrategias terapéuticas. Ademas se estudio la reactividad
cruzada in vivo entre dos sistemas evolutivamente no relacionados, como lo son las proteinas
de leche de vaca y las proteinas de soja; y se emple6 el modelo murino para evaluar un

protocolo experimental de inmunoterapia tolerizante.

Como hemos mencionado anteriormente, el desarrollo de distintos modelos animales
de alergia alimentaria ha permitido estudiar y comprender aspectos moleculares y celulares
que gobiernan las reacciones alérgicas y para el desarrollo de nuevas terapias. Para este
trabajo elegimos la cepa de ratones BALB/c ya que es sabido que su base genética los hace
propensos a desarrollar respuestas humorales con un perfil Th2, con produccion basicamente
de 1gG1, cuando son inmunizados con macromoléculas por via sistémica (Gizzarelli et al.
2006). Actualmente se sabe que el cambio de isotipo secuencial de 1gG1l a IgE, genera
anticuerpos IgE de alta afinidad (Huizhong Xiong et al. 2012). Con el proposito de asemejar
el cuadro observado en pacientes alérgicos, en los cuales en un 60-80% se observa este
isotipo, decidimos emplear esta especie y esta cepa con la idea de inducir anticuerpos IgE a
través de sensibilizaciones por via intragastrica con proteinas de leche de vaca y toxina
colérica como adyuvante. Dado que en ratones las alergias no se producen en forma
espontanea, es necesario incluir adyuvantes en los protocolos de sensibilizacion. Encontramos
que el protocolo estudiado indujo un aumento en los niveles séricos de IgE e 1gG1 especificas
(pero no de 19gG2a); indujo un aumento en la secrecion de de IL-5 e IL-13 (pero no de IFN-y),
tanto en cultivo de esplenocitos y de células mononucleares aisladas de ganglios mesentéricos
al ser estimulados con PLV in vitro, como en la mucosa intestinal luego del desafio oral. De
manera similar, Cardoso y col. obtuvieron un modelo de alergia a proteinas de mani
desarrollado en ratones C57BL/6, en el que por medio de una sensibilizacion por piel con
proteinas de mani e Al(OH); indujeron una inflamacién intestinal al desafiar oralmente los

ratones con el alergeno. La aplicacion de este protocolo generé un aumento de IL-4 e 1L-13,
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sin incremento de IL-5, ni de IFN-y (Cardoso et al. 2008). A diferencia de otros modelos
donde emplean adyuvantes por via sistémica (hidroxido de aluminio), en nuestro modelo se
induce una activacion de celulas del sistema inmune en la mucosa gastrointestinal, tal como
ocurre en pacientes con alergia alimentaria (Beyer et al. 2002), por lo cual consideramos que

nuestro modelo se asemeja en forma mas ajustada a lo que ocurre en humanos.

En una segunda etapa utilizamos el modelo murino de alergia alimentaria a PLV para
estudiar el efecto de distintos agentes inmunomoduladores con la idea de desviar la respuesta

inmune Th2 inducida, responsable de los signos clinicos de hipersensibilidad.

Una estrategia consistié en evaluar la capacidad inmunomoduladora de una proteina
recombinante de membrana externa de Brucella abortus (Omp-16). La administracion
intranasal de Omp-16 de manera simultanea a la sensibilizacién mostré la modulacion de la
respuesta Th2 induciendo una respuesta de perfil Thl especifica, la cual fue demostrada por
pruebas in vitro y ensayos in vivo. Los resultados obtenidos muestran la eficacia del empleo
de la via intranasal para modular al sistema inmune activado en la mucosa intestinal. Estos
resultados derivaron de la hipétesis de que reacciones alérgicas en una mucosa puede producir
respuestas similares en otra mucosa distante (Brandt et al. 2006). Es muy frecuente observar
en pacientes con alergias alimentarias la induccion de reacciones respiratorias como bronco-
constriccion, asma o rinitis (Rhodes et al. 2001).

De igual manera la administracion intragastrica de Omp-16 logré modular la respuesta
Th2, demostrando un efecto adyuvante Thl de la proteina recombinante en el sitio efector de
la respuesta inmune.

De los resultados obtenidos podemos concluir que la Omp-16 presenta una propiedad
adyuvante de perfil Thl capaz de modular la respuesta Th2 inducida, tanto cuando se inocula
por via intranasal como oral.

Por otro lado, hemos encontrado que la administracion subcutanea de Omp-16 con
PLV no logré inmunomodular la respuesta Th2 previamente inducida. Esto se debe a que
nuestro antigeno, las proteinas de leche de vaca, induce per se una respuesta inmune de perfil
Th2 al ser inoculadas por via sc. Trabajos posteriores han mostrado que la exposicion
transdérmica con PLV induce una respuesta Th2 especifica (Gonipeta et al. 2010). Esto
demuestra que los mecanismos regulatorios que operan en las distintas mucosas son

completamente diferentes. A pesar de que existe escasa evidencia experimental de que la
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sensibilizacion cutdnea es posible, recientemente varios grupos de investigacion han
observado que la exposicion transdérmica a alergenos alimentarios, como los de avellanas,
castafias de caju y semillas de sésamo pueden inducir en modelos animales una reaccion de
hipersensibilidad inmediata, incluso en algunos casos con evidencias de anafilaxia sistémica
(Birmingham et al. 2007; Parvataneni et al. 2009), y existe un estudio donde han logrado
aislar linfocitos T antigeno-especificos de las lesiones de la piel (van Reijsen et al. 1998).
Tampoco se descarta que en los nifios con alergia alimentaria a leche de vaca la
sensibilizacion se produzca a través de las proteinas lacteas presentes en cremas y aceites que

frecuentemente se emplean desde edades muy tempranas.

Una alternativa terapéutica aqui estudiada fue el empleo de bacterias del género
Actinomycetales muertas por calor. De los resultados obtenidos se puede concluir que estas
bacterias tienen un efecto inmunomodulador sobre la inmunidad innata, especificamente sobre
la induccién de una quimioquina pro-inflamatoria temprana, CCL20, en las células epiteliales
activadas, la cual es capaz de atraer al foco inflamatorio células dendriticas en primera
instancia y linfocitos T mas tardiamente. Es ampliamente conocido que en la induccion de la
inmunidad innata el sistema inmune define la impronta de la inmunidad adaptativa que
posteriormente se inducira. Por esta razén estudiamos el efecto que 3 especies de bacterias del
género Actinomycetales (Gordonia bronchialis, Rhodococcus coprophillus y Tsukamurella
inchonensis) ejercen in vitro e in vivo sobre el proceso inflamatorio, y sobre las reacciones
alérgicas.

Ademas hemos demostrado que la inhibicion en la expresion de CCL20 ejercida por
las bacterias Actinomycetales es consecuencia de la inhibicion de la via de NF-«B. Este efecto
inhibitorio seria inducido por el contacto entre la cubierta de las bacterias muertas y la
superficie de las células epiteliales, sin la necesidad de la traslocacion de la bacteria al citosol
de la célula. Para el caso de Gordonia bronchialis hemos demostrado experimentalmente que
la inhibicidn de la traslocacion de p65 al nucleo de la célula que se esta activando, estaria
vinculado a un incremento en la produccion de especies reactivas del oxigeno. Los
Actinomycetales ejercen este efecto inhibitorio a través de uno o mas receptores que se
encuentran presentes en la membrana de la célula tanto en estado de reposo como en estado
activado. Desconocemos al momento la naturaleza del mismo.

La caracterizacion in vitro de las propiedades supresoras de las bacterias

Actinomycetales fue complementada in vivo, a través del estudio del efecto anti-inflamatorio
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de estas bacterias empleando el modelo murino de alergia alimentaria. De esta manera la
administracion oral de las bacterias logré disminuir las manifestaciones clinicas asociadas a
procesos de hipersensibilidad, desarrollados cuando los animales “alérgicos” fueron expuestos
a proteinas de leche bovina. Asimismo observamos una disminucion en la expresion intestinal
de CCL20, en los niveles séricos de IgE y en la produccion de citoquinas Th2. Estos
resultados demuestran el poder inmunomodulatorio que ejercen estas bacterias sobre la
inmunidad innata y adaptativa, y lo que es mas importante, sobre los sintomas. Estos
resultados podrian constituir la base experimental que permita comprender los efectos anti-
inflamatorios e inmunomoduladores obtenidos al aplicar las distintas especies de
Actinomycetales en humanos y en distintas especies animales, en enfermedades inflamatorias

y asociadas a procesos de stress.

Como ultimo objetivo, en este trabajo hemos demostrado que la reactividad cruzada
entre proteinas de leche de vaca y proteinas de soja detectada in vitro puede tener una
expresion clinica in vivo. Estos hallazgos permiten comprender la intolerancia a alergenos de
soja desarrollados por pacientes alérgicos a PLV que son tratados con formulas a base de soja
durante la restriccion dietaria. A pesar que los epitopes B inmunogénicos pueden ser
postulados a través de herramientas bioinformaticas, es necesario realizar ensayos in vivo para
estudiar su relevancia clinica, dado que la sola presencia de anticuerpos IgE séricos no es
suficiente para producir una respuesta clinica frente a la exposicién al alergeno (F Ferreira et
al. 2004). En nuestro modelo encontramos que los ratones sensibilizados a proteinas de leche
bovina, que no han sido previamente expuestos a proteinas de soja, desarrollaron sintomas de
hipersensibilidad luego del desafio oral con proteinas de soja. A través de los resultados de las
pruebas cutdneas podemos afirmar que los epitopes presentes en los alergenos de soja son
capaces de producir el entrecruzamiento de al menos dos receptores Fce RI de las células
sensibilizadas que poseen en su superficie IgE especifica a PLV, con la consecuente respuesta
inflamatoria. [Estos resultados ademéas brindan importante informacion sobre las
caracteristicas inmunogénicas y antigénicas de los alergenos de reactividad cruzada. Por otro
lado, los ensayos de proliferacion antigeno especifico confirman la existencia de epitopes T.
Por lo tanto hemos demostrado, empleando como herramienta bioldgica al modelo murino de
alergia alimentaria a leche de vaca, que los alergenos de soja que ingresan por el tracto

gastrointestinal son capaces de atravesar la barrera epitelial, se encuentran en circulacion y
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mantienen una conformacién en la cual los epitopes B y T estdn accesibles a los distintos
componentes del sistema inmune de las mucosas y sistémico.

A partir de estos resultados, nos propusimos emplear el modelo murino para estudiar
protocolos y condiciones de induccion de tolerancia oral antigeno-especifica, como una
potencial inmunoterapia a aplicar en enfermedades alérgicas. De esta manera logramos, a
través de la administracion oral de PLV o PS, inducir mecanismos de tolerancia oral a nivel
de la mucosa intestinal, previniendo la posterior sensibilizacion intragéstrica con PLV y TC, y
lo que es méas relevante la induccion de signos clinicos asociados a reacciones de
hipersensibilidad cuando los animales sensibilizados fueron expuestos al alergeno por la via
oral.

Los resultados preliminares que nos permitieron comprender las bases moleculares y
celulares de los mecanismos inducidos demostraron que la administracion previa de los
alergenos por via oral indujo la presencia de linfocitos T CD4" Foxp3" en GALT (Treg
inducibles), células que estarian involucradas en la inhibicién de la reaccion alérgica. Estos
resultados preliminares son alentadores para continuar estudiando la optimizacion de una
posible terapia tolerogénica empleando alergenos de reactividad cruzada, lo cual nos permitira
la desensibilizacion conjunta a 2 sistemas alergénicos que producen patologia, principalmente
en la poblacion pediatrica, con una alta incidencia. La inmunoterapia alergeno-especifica
empleando alergenos intactos ha sido estudiada en modelos animales y en pacientes, sin
embargo este tipo de terapia presenta el riesgo de la induccién de efectos adversos dado que
se enfrenta al paciente sensibilizado con el alergeno nocivo (Rolland, Gardner, y O’Hehir
2009; Pajno 2011; Kopac et al. 2012).

Desde el punto de vista terapéutico, la deteccidn de epitopes T antigeno-especificos y
de reactividad cruzada es mas relevante que los anticuerpos. La inmunoterapia con péptidos
de leche o soja que contienen epitopes T puede ser usada para modular la respuesta inmune
celular por medio de la generacion de LT regulatorios que pueden modular la respuesta Th2
sistemica y mucosal especifica (Verhoef et al. 2005; J. D. Campbell et al. 2009). Por lo tanto,
la identificacion de péptidos conteniendo epitopes T arroja importante informacién a ser
aplicada en el desarrollo de “vacunas T”. La administracion por distintas vias mucosales
constituye en la actualidad una forma segura y efectiva de vacunacion en comparacion con las
vias sistémicas que se han empleado desde hace muchos afios. EI empleo de modelos
animales para probar la eficacia de estas vacunas puede sentar las bases experimentales para

la induccion de tolerancia inmune antigeno-especifica. Por lo tanto la optimizacion de
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protocolos en los que el antigeno sea expuesto directamente en la mucosa, puede tener un
importante impacto en el desarrollo de nuevas terapias inmunomodulatorias a aplicar en
humanos. Estudios de este tipo se han probado con éxito en modelos animales de
enfermedades autoinmunes (Whitacre et al. 2004), alergias respiratorias (Takagi et al. 2005) y
alergias alimentarias (K Adel-Patient et al. 2011; Rupa y Mine 2012). En humanos en los
ultimos afos la inmunoterapia oral o sublingual ha resultado ser eficaz en distintos sistemas, y
se observa que los pacientes logran tolerar cantidades crecientes de alergenos (Takaiwa 2007;
Domon et al. 2009; Kopac et al. 2012). Estos resultados han sido eficientes en un rango de
situaciones que van desde evitar reacciones alérgicas frente a contactos accidentales con el
alergeno, hasta tolerar totalmente la exposicion natural al mismo (Buchanan et al. 2007,
Staden et al. 2007; Keet et al. 2011). El trabajo de Staden (Staden et al. 2007) fue el primer
ensayo clinico controlado con alergenos de huevo. Para alergia a leche de vaca se ha
observado en los Gltimos afios que en estos pacientes la tolerancia natural se alcanza a edades
maés tardias, presenta una mayor tendencia a ser persistente y suele ocasionar anafilaxia (S
Allan Bock, Mufioz-Furlong, y Sampson 2007; Pumphrey y Gowland 2007). Por lo tanto
resulta altamente deseable desarrollar u optimizar nuevas terapias para intervenir en esta
patologia. Se han realizado estudios empleando leche de vaca en distintas dosis, doble ciego y
con placebo, en pacientes mayores de 5 afios (G. Longo et al. 2008; Skripak et al. 2008; Pajno
2011), lograndose un incremento en el umbral de contacto con el alergeno para inducir una
reaccién alérgica, con un incremento en los niveles séricos de IgG4. Sin embargo, el hecho
que en estos estudios se observe la aparicion de reacciones adversas impulsa al desarrollo de
nuevos estudios para mejorar la seguridad y la eficacia de este tipo de inmunointervenciones
(Keet et al.2011).
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A partir de los resultados presentados en el presente trabajo de Tesis se desprenden las

siguientes conclusiones finales:

v La sensibilizacion de ratones de la cepa BALB/c con proteinas de leche de vaca y
toxina colérica por via oral, genera una activacion Th2 antigeno-especifica a nivel
humoral, celular y de la mucosa intestinal, lo que se asemeja a la patologia observada

en humanos.

v Validacion del modelo murino como herramienta biolégica:

e La via subcutanea para el tratamiento con proteinas de leche de vaca no es util,
ya que genera un estado de sensibilizacion y una activacion del sistema inmune

a través de una respuesta Th2 especifica.

e EIl tratamiento intranasal e intragastrico con Omp-16 permiti6 modular la
respuesta Th2, a través de la induccion de una respuesta Thl especifica y la
disminucion de los signos clinicos asociados a mecanismos de

hipersensibilidad.

e Las bacterias del género Actinomycetales modulan in vivo e in vitro la
inflamacioén intestinal inhibiendo la via de NF-xB en enterocitos y en el
modelo murino de alergia alimentaria. En este caso la administracion oral de
estas bacterias indujo la reduccién en la secrecion de IgE especifica, la
produccion de citoquinas Th2 y disminuyd la aparicion de signos clinicos

asociados a mecanismos de hipersensibilidad.

e El modelo murino de alergia alimentaria a proteinas de leche bovina posibilito
caracterizar in vivo de la reactividad cruzada entre proteinas de leche de vaca y

proteinas de soja previamente descripta in vitro.

e Mediante la administracion oral de alergenos de leche de vaca o de soja, y
empleando el modelo murino de alergia alimentaria, logramos inducir

mecanismos de tolerancia cruzada a nivel de intestino que posibilitaron la
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disminucion de los signos clinicos asociados a reacciones alérgicas al exponer

a los animales a alergenos de leche bovina

Por lo tanto, consideramos que los resultados obtenidos durante el desarrollo del
presente trabajo de Tesis seran de utilidad para los proximos estudios que permitan sentar las
bases experimentales de potenciales terapias inmunomodulatorias o tolerogénicas a aplicar en

enfermedades alérgicas.
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