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RESUMEN

Durante las ultimas décadas se ha reportado un importante incremento en la incidencia de
patologias inmunes inflamatorias, no infecciosas, fundamentalmente en paises desarrollados o en
vias de desarrollo. Debido a la velocidad con que se ha incrementado la incidencia de estas
patologias, sélo los cambios en los factores ambientales son capaces de explicarlo. Estudios
epidemioldgicos han permitido observar una asociacién entre el incremento en patologias
inflamatorias no infecciosas y la disminucién en la incidencia de patologias infecciosas, debido a
una mejora en las condiciones sanitarias, por mejoras en la higiene personal, y al incremento en el
uso de vacunas y antibiéticos, que implican una menor exposicién a microrganismos (Okada et al.
2010). En base a estos datos epidemioldgicos surge la Hipdtesis de la Higiene, que plantea
inicialmente que la menor exposicién a microrganismos infecciosos que induzcan una respuesta
Th1, genera una desbalance, con la consecuente induccién de respuestas inmunes Th2 hacia Ags
inocuos (Strachan 1989). Sin embargo, el incremento en patologias autoinmunes y otras
patologias asociadas a una respuesta de perfil Thl, llevaron a reformular dicha hipétesis. Asi, el
incremento observado en inmunopatologias Thl y Th2 se deberia mecanismos regulatorios

defectuosos.

Es sabido que la enorme variedad y cantidad de microrganismos que componen la
microbiota intestinal ejercen diversas funciones que son relevantes desde el punto de vista
metabdlico, nutritivo, pero también inmunoldgico. Estos microrganismos, la gran mayoria
saprofitos, y sus componentes participan activamente de la induccién de diferentes células con
funciones regulatorias que formaran parte de los circuitos regulatorios que operan a nivel local y
sistémico. Estos mecanismos son importantes para evitar las reacciones de hipersensibilidad y
fenédmenos de autoinmunidad. Por lo tanto la Hipdtesis de la Higiene reformulada postula que un
menor contacto con microrganismos patégenos y saprofitos, por los habitos de vida en los paises
occidentalizados o desarrollados, genera mecanismos regulatorios deficientes, que dependiendo
de factores de susceptibilidad individual, daran origen al incremento en la incidencia de las
inmunopatologias Th2-dependientes (alérgicas) o Th1-dependientes (autoinmunidad) (Okada et al.
2010; MacDonald et al. 2011). Entre estas patologias se encuentran las alergias alimentarias y las
enfermedades inflamatorias intestinales, cuyas formas principales son la enfermedad de Crohn y
la colitis ulcerosa. Dadas la alta morbi-mortalidad de estas enfermedades, el estudio de las bases

inmunoldgicas y de la influencia de factores ambientales en el desarrollo o potenciacién de las
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mismas, asi como la evaluacién de diferentes estrategias terapéuticas que permitan modular

dichas inmunopatologias, resulta fundamental para mejorar la calidad de vida de los pacientes.

En este trabajo de tesis estudiamos diferentes estrategias terapéuticas para modular la
respuesta inmune alérgica, haciendo uso de un modelo de alergia alimentaria experimental. Para
ello administramos a ratones previamente sensibilizados, bajas dosis del alergeno por via oral, o
por via sublingual en presencia o ausencia de un agonista de TLR4 (la proteina externa de
membrana de Brucella abortus, Ompl6) como adyuvante pro-Thl mucosal. Tanto con la
inmunoterapia oral, como con la inmunoterapia sublingual en presencia de Omp16, logramos
modular la respuesta inmune alérgica en forma local y sistémica, reduciendo la expresién y
secrecién de citoquinas asociadas a una respuesta Th2, e incrementando la frecuencia de la

poblacion de células Treg y/o Thl.

Por otro lado nos propusimos optimizar un modelo de colitis experimental, inducida por
administracion intra-rectal de TNBS, y evaluar el efecto de la administracién oral de un péptido
con propiedades anti-inflamatorias, previamente demostradas in vitro e in vivo en el modelo de
alergia experimental (Moronta 2015, trabajo de tesis doctoral; Moronta et al. 2016). El modelo de
colitis se caracteriza por la generacion en colon de un infiltrado transmural, dafio epitelial, y una
respuesta inmune Th1, asi como el desarrollo de fibrosis en la forma crénica, con caracteristicas
similares a las observadas en pacientes con enfermedad de Crohn. La administracién oral de un
péptido de Amaranto, con propiedades anti-inflamatorias, logré6 modular la respuesta
inflamatoria, reduciendo el dano epitelial y el infiltrado celular en colon, asi como la expresién y
secrecién de citoquinas pro-inflamatorias tanto de la inmunidad innata como de la inmunidad

adaptativa.

Finalmente, decidimos aplicar el modelo de colitis al estudio de factores ambientales en la
modulacion del proceso inflamatorio intestinal. Durante la erupcién del volcan Puyehue en 2011,
se detectd un empeoramiento de los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, falta de
respuesta a los tratamientos convencionales, y aumento en las intervenciones quirurgicas por
graves complicaciones. En base a esta observacién nos propusimos evaluar el efecto de la
administracion oral de cenizas volcanicas, como factor ambiental potenciador de la respuesta
inmune inflamatoria, en el modelo de colitis experimental. De esta forma evidenciamos que la
administracion oral de cenizas volcanicas, incrementd el dafio tisular y el infiltrado celular en el
modelo de colitis, asi como la expresion de citoquinas pro-inflamatorias y factores de transcripcion

asociados. Dado que las cenizas volcanicas estan compuestas de particulas menores a 10um, y los
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elementos principales son aluminio, silicio y titanio, los cuales han sido implicados en la activacion

del inflamasoma, via de NLRP3, proponemos que esta es la via por la cual las cenizas potencian la

respuesta inmune inflamatoria.

Los resultados aqui planteados seran de utilidad para comprender las bases inmunoldgicas
de diferentes estrategias inmunomodulatorias para el re-establecimiento de la tolerancia mucosal
hacia Ags dietarios y microbianos, y para resaltar la importancia de los factores ambientales como

disparadores o potenciadores de patologias inflamatorias intestinales.
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HIPOTESIS
La hipétesis de trabajo sobre la cual se basan los objetivos propuestos en este proyecto es
qgue la administracién de diferentes componentes ambientales o dietarios por vias mucosales es
capaz de revertir o potenciar una respuesta inmune mucosal inadecuada, por restauracién de los

mecanismos de tolerancia deficitarios o activacion de la inmunidad innata local.

OBJETIVOS GENERALES
R Evaluar diferentes estrategias terapéuticas en un modelo murino IgE-dependiente de
alergia a las proteinas de leche de vaca.
R Optimizar un modelo murino de colitis experimental y evaluar la influencia de la

administracion oral de diferentes componentes asociados a factores ambientales.
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SISTEMA INMUNE DE MUCOSAS

Las mucosas constituyen la mayor superficie de contacto con el medio exterior; la
permanente y dindmica exposicién que las mismas tienen a diferentes tipos de antigenos
(dietarios, microbianos y ambientales) ha determinado que evolutivamente presenten una muy
intensa actividad inmunolégica, lo que permite explicar por qué el 80% de los linfocitos Ty B se
encuentran en estos tejidos. Las mucosas, ademds de cumplir con funciones basicas de
intercambio de nutrientes, metabolitos y gases, constituyen un sitio central para el sistema
inmune, en el cual se regula su activacion o silenciamiento dependiendo de las caracteristicas del
antigeno. Asi, el sistema inmune de mucosas (SIM), que es el conjunto de elementos del sistema
inmune (células, moléculas, tejidos y érganos) asociados a una determinada mucosa, es el sitio
donde se generan los principales mecanismos regulatorios periféricos que permiten controlar la
instauracién de reacciones inmunoldgicas aberrantes frente a auto-antigenos o antigenos inocuos
(alimentarios o ambientales), evitando las enfermedades autoinmunes y las de hipersensibilidad.
Esta funcion la cumple a través de numerosos y complejos mecanismos que incluyen barreras
fisicas, enzimas y componentes peptidicos, y células que actian como centinelas o como efectoras
ubicadas en sitios inductores (tejido linfoide asociado a la mucosa o MALT, y ganglios linfoides
drenantes), y efectores del sistema inmune (ldmina propia) (Mayer 2003; Xavier & Podolsky 2007).
Se han caracterizado diferentes SIM segun el tejido en el que se encuentre: SIM de la cavidad oral,

SIM gastro-intestinal, SIM de la piel, SIM respiratorio, SIM genito-urinario, etc.

Dado su tamafio (mas de 8 metros de longitud), caracteristicas (aproximadamente 300 m?
de superficie y exposicion a una inmensa cantidad y variedad de antigenos) y funcién (intercambio
de nutrientes y funciones inmunoldgicas), el tracto gastrointestinal presenta el mas complejo y
extenso SIM del organismo, aun no del todo comprendido, conteniendo el mayor porcentaje de
los linfocitos B (LB) y los linfocitos T (LT). El sistema inmune asociado a esta mucosa debe “decidir”
contra qué antigenos (Ags) montar una respuesta inmune activa y frente a cudles inducir los
mecanismos de tolerancia; de forma que para preservar ciertos Ags que ingresan por la via oral
(Ags dietarios) y los presentes en el intestino (microbiota) se inducen los mecanismos de
tolerancia, y a la vez se induce la activacion inmunolégica frente a microrganismos patdgenos

(Izcue et al. 2009; MacDonald et al. 2011).

Diferentes elementos propios del tracto gastrointestinal, o del sistema inmune de la
mucosa intestinal participan en el mantenimiento de la fisiologia u homeostasis, de este drgano.

Las enzimas pancredticas se encargan de degradar los componentes potencialmente
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inmunogénicos, en péptidos, facilitando su absorcién y reduciendo su inmunogenicidad. Por otro
lado, el mucus, compuesto por glicoproteinas, producido por las células caliciformes, reduce el
contacto de los componentes de la luz intestinal con la capa epitelial y sirve como reservorio de la
inmunoglobulina (Ig) A secretada (s/gA) por las células plasmaticas ubicadas en la ldamina propia

(LP), y los componentes secretados por las células de Paneth: zinc, criptidinas y defensinas, que

tienen actividad antimicrobiana, y normalmente son secretadas en respuesta a estimulos via

receptores de la inmunidad innata, como los receptores tipo Toll (TLR) o Nod (NLR).

También se considera que la microbiota intestinal constituye un érgano adicional por la

importancia y complejidad de la misma. Contiene en promedio mas células (10* células) que la
totalidad de las células del organismo (10* células) y alrededor de 150 veces mas genes que todos
los genes de las células eucaridticas del organismo. El conjunto de microrganismos y genes es lo
que se denomina microbioma. Esta comunidad de microrganismos, la gran mayoria procariotas, se
caracteriza ademas por su diversidad (mas de 1000 especies de bacterias identificadas) y su
variacion a lo largo de la vida del huésped. El intestino fetal es estéril, y desde el momento del
nacimiento se produce la colonizacidn, en funcidn del tipo de parto (natural o cesdrea), dieta,
condiciones de higiene, administracion de vacunas y medicacion (principalmente antibiéticos), lo
cual determina que su composicion varie a lo largo de la vida, en particular durante los primeros
afos. Los organismos han desarrollado evolutivamente complejos mecanismos, aun no del todo
comprendidos, para establecer una simbiosis con esta comunidad de microrganismos, lo cual le
aporta importantes funciones tanto desde el punto de vista nutritivo (aporte de nutrientes,
degradacion de componentes de la dieta, etc.), como inmunolégico (competencia con
microrganismos patégenos para evitar su invasion, induccién de mecanismos de tolerancia,
estimulacion del sistema inmune para el correcto desarrollo del SIM, etc.). Tal es asi, que se ha
demostrado que animales crecidos en ambientes libres de microrganismos presentan un SIM
asociado al intestino deficiente, lo cual repercute en la fisiologia del sistema inmune a nivel
sistémico; por lo tanto, es indudable que la presencia de la microbiota es esencial para la
viabilidad del organismo. (O’Hara & Shanahan 2006; Feng & Elson 2011). La composicion de la
microbiota, también varia segun la seccién del tracto gastro-intestinal y existen nichos de
colonizacién muy especificos dependiendo del microrganismo. Asi, la mayor concentracién vy
diversidad de microrganismos se encuentra en la cavidad oral y en el colon (lzcue et al. 2009). Esto
determina que la fisiologia y la composicion del SIM también varien a lo largo del tracto gastro-

intestinal, de manera que existen patologias localizadas unicamente en la cavidad oral
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(periodontitis), en el intestino delgado (alergias alimentarias, enfermedad celiaca) o en el intestino

grueso (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa).

Para poder estudiar la diversidad de la microbiota, ha sido necesario el desarrollo de una
metodologia diferente a la tradicional del cultivo microbiolégico. Para ello se han empleado
técnicas de secuenciacion masiva de Ultima generacién permitiendo identificar a los
microrganismos en base al estudio de su genoma. De esta manera la pirosecuenciacién permitié
caracterizar productos de PCR del gen que codifica para el RNA ribosédmico (rDNA) 16S, el cual es
Unico para cada bacteria. Asi se ha identificado lo que se denomina una microbiota “sana” y una
microbiota “enferma” asociada a diferentes patologias (cancer, autoinmunidad, diabetes tipo II,
alergias, etc.), lo cual estaria intimamente relacionado con los mecanismos inmunoldgicos

subyacentes inducidos (Kostic et al. 2014).

Esta comunidad de microrganismos se encuentra separada del medio interno por una
monocapa de células epiteliales que forman parte del compartimento epitelial; el correcto
funcionamiento y la integridad de esta barrera epitelial es fundamental para mantener la
fisiologia intestinal. Las células epiteliales, que conforman esta monocapa a lo largo de las
vellosidades y criptas, estan unidas entre si mediante uniones estrechas, generando una barrera
fisica que limita, aunque no impide, el intercambio de Ags entre el lumen y el medio interno
(Mayer 2003). Estas uniones estan formadas por un conjunto proteinas (integrinas, ocludinas, etc.)
sintetizadas por las células epiteliales y que se mantienen unidas covalentemente. Su expresion
estd regulada por las citoquinas (TNF-a, IL-13, IL-17 e IFN-y) presentes en el medio, de manera tal
gue durante procesos inflamatorios la barrera se vuelve mds permeable y el control de Ags difiere

con respecto al estado de homeostasis (Xavier & Podolsky 2007; lzcue et al. 2009).

Las células epiteliales constituyen una poblacién heterogénea de células, con diferentes

localizacién y funciones: células caliciformes, encargadas de la produccion y secrecién de mucus

principalmente localizadas en el colon, las células de Paneth que producen y secretan péptidos

antimicrobianos estan basicamente en las criptas, y las células M, encargadas de la traslocacién de
Ags (solubles y particulados) desde el lumen al interior, se encuentran localizadas en el epitelio
asociado a los foliculos linfoides (FAE) y en la LP. Estas células cumplen, ademds de su funcion de
barrera en la interface, un rol activo en cuanto a que son capaces de detectar la presencia de
procariotas a través de la expresidon de un conjunto de receptores de reconocimiento de patrones

(PRR), que reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), conservados en
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bacterias, hongos, pardsitos y virus. Entre estos se encuentran los receptores TLR y NLR, los
receptores scavengers, receptor de manosa, las moléculas de unién a dominios de oligomerizacion
de nucledtidos (NOD), etc. En general el reconocimiento de su agonista (PAMP), desencadena una
respuesta inmune inflamatoria a través de la activacion de la via intracelular de NFkB, (Philpott &
Girardin 2004; MacDonald & Monteleone 2005). De esta manera censan la presencia de
patdgenos en la superficie de las células, dado que son los Unicos con capacidad de penetrar la
espesa capa de mucus que recubre la superficie apical de estas células. Una vez que las células
detectan los PAMPs, se activan induciendo la expresiéon de quimoquinas y citoquinas pro-
inflamatorias, incrementando la expresion de moléculas co-estimulatorias e incluso expresando
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | y Il. En situacién de
homeostasis estas células son capaces de presentar Ags en el contexto de MHC clase I, actuando
como células presentadoras de antigenos no profesionales, lo que lleva a la induccién de una
respuesta tolerogénica (Mayer 2003), basicamente frente a proteinas captadas de la luz intestinal,
y aunque es en cierta forma debatible, ya que no se ha demostrado in vivo, estas células se

pueden transformar en células presentadoras de antigenos profesionales.

En contacto con la barrera epitelial, se encuentran las células propias del sistema inmune.
Funcionalmente el SIM estd compartimentalizado en sitios inductivos y sitios efectores. Los
primeros son estructuras organizadas (foliculos linfoides aislados, Placas de Peyer y ganglios
linfaticos) en las que se activan las células del sistema inmune, mientras que en los sitios efectores
se localizan las células activadas que van a cumplir un rol efector (LP) (Brandtzaeg et al. 2008;
Russell et al. 2015). Mientras las Placas de Peyer (PP), en humanos son entre 100 y 200, se
localizan principalmente en el intestino delgado (ileum), los foliculos linfoides aislados (ILF), varios
cientos, estan ubicados en el intestino delgado, pero fundamentalmente en el intestino grueso.
Las células M estan localizadas en el FAE, aunque en los ultimos afos se ha identificado este tipo
de células en otras zonas del epitelio intestinal. Como se menciond anteriormente estas células
son las encargadas de muestrear constantemente los Ags de la luz intestinal. Sin degradarlos los
traslocan a la cara basal y los secretan para ser endocitados por macréfagos y células dendriticas
(DCs), que se alojan en la cavidad que ellas mismas conforman. Estas células son las encargadas de
procesarlos y presentarlos a los LT y LB que se encuentran por debajo del epitelio agrupados en las
areas T y B respectivamente (lzcue et al. 2009). Aqui se pre-activan los LB y LT especificos, los
cuales deben migrar al ganglio regional para continuar y culminar el proceso de activacién. Dado

que existe un numero limitado y reducido de PP, estas estructuras constituyen un elemento muy
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particular del sistema inmune y no son, de ninguna manera, una via de ingreso de macromoléculas
como parte de la funcidon absortiva del intestino. Las principales vias de ingreso de
macromoléculas son el pasaje transcelular, a través de las células epiteliales, que implica la
degradacidn de las proteinas a péptidos y aminoacidos, y el pasaje paracelular, a través de las
uniones estrechas establecidas entre las células epiteliales. Dado que en la mayor parte de la
superficie intestinal predominan estos dos ultimos sistemas de captacion de macromoléculas,
principalmente proteinas, éstas constituyen las principales vias de absorcion. Por esta razén, y
para mantener una funcionalidad intestinal adecuada desde el punto de vista nutricional e
inmunoldégico, es fundamental mantener controlada la permeabilidad intestinal. Esto se logra con
un adecuado control del estado inflamatorio basal del tejido (homeostasis intestinal). Ante la
presencia de una inflamacién aguda o crdénica, el pasaje de moléculas y electrolitos se altera

pudiendo generarse un proceso patoldgico transitorio o permanente.

En situaciéon de homeostasis intestinal la respuesta inmune que se desarrolla frente a la
enorme cantidad de Ags presentes es supresora, lo que asegura no montar una respuesta inmune
inadecuada frente a los componentes de la microbiota ni a las macromoléculas que ingresan por la

via oral. El conjunto de mecanismos que asegura este estado se denomina tolerancia oral.

En la Figura 1 se esquematiza la mucosa intestinal y el sistema inmune asociado,

mostrando los sitios inductores y efectores, y las células que predominan en cada sitio.
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Figura 1. Representacion de la mucosa intestinal en homeostasis. Representacion de mucosa
intestinal, de los sitios inductores y efectores, y de las células involucradas en el mantenimiento de
la homeostasis intestinal. Esquema adaptado de MacDonald & Monteleone 2005.
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HOMEOSTASIS E INFLAMACION EN EL INTESTINO

A diferencia de los demas tejidos, la mucosa intestinal se encuentra en un estado
inflamatorio basal constante vy fisioldgico, debido a la gran carga de Ags a la que estd expuesto,
muchos de los cuales son o contienen ligandos de TLR y potenciales mitdégenos, y a que se
requiere un cierto grado de permeabilidad para favorecer el intercambio de nutrientes. Para
mantener este estado inflamatorio basal, se requiere un ajustado control de la enorme cantidad
de células inmunes que se alojan en el extenso tejido, principalmente en la LP intestinal. En
individuos normales, carentes de patologias, predominan mecanismos regulatorios encargados de
mantener este estado denominado homeostasis intestinal. De esta manera se establece una no
activacion frente a Ags que evolutivamente han sido implicados en el aporte de funciones al
organismo (Ags dietarios y la microbiota), pero siendo a la vez el SIM capaz de generar una

respuesta inmune protectora en respuesta a microrganismos patégenos (MacDonald et al. 2011).

La inmunidad innata, presente en los organismos evolutivamente mas primitivos,
evolucioné para detectar y controlar a los microrganismos, y de esta manera limitar las
infecciones, pero también para inducir los mecanismos de la inmunidad adaptativa, presentes sélo
a partir de la aparicién de los vertebrados, responsables de generar la memoria inmunolégica.
Entre estos mecanismos es fundamental la participacidn de los PRR presentes tanto en células de
la inmunidad innata (macréfagos, DCs, células epiteliales, neutréfilos, eosindfilos, etc.) como de la
inmunidad adaptativa (Treg) (Sutmuller et al. 2006; Xavier & Podolsky 2007). La presencia de un
microrganismo patégeno en la mucosa intestinal genera un foco inflamatorio a partir del
reconocimiento del mismo por parte de las células de la inmunidad innata (bdsicamente
macrofagos y DCs), a través de los receptores antes mencionados. Este proceso genera la
atraccién de otras células y la movilizacidon de LB y LT hacia los ganglios mesentéricos (MLN), los
cuales luego de activarse migran nuevamente a la LP para ejercer su funcién de eliminacién del
patdégeno y mantener un pool de memoria (especifico de cada tejido) que medie proteccidén ante
futuras exposiciones al patdgeno. Sin embargo, este proceso inflamatorio debe limitarse para
evitar el dafo tisular y una potencial patologia, y aqui intervienen distintas células capaces de
mantener diferentes y complejos circuitos de regulacion tanto de la rama efectora innata como de
la adaptativa. Es decir que la autolimitacion del proceso inflamatorio es una parte fundamental de
la inflamacién aguda para recuperar el estado de homeostasis, y cuando esto no sucede se
produce una inflamacién crdnica que, de perpetuarse, genera un proceso patoldgico (lzcue et al.

2009).
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Diferentes células con funciones regulatorias han sido implicadas en el control de la
inflamacién en el tracto gastrointestinal y en la recuperacion de la integridad de la barrera
epitelial, incluyendo macroéfagos y DCs tolerogénicas, LT regulatorios (Treg), y LB regulatorios
(Breg). Se han descripto diferentes mecanismos, muchos de los cuales son comunes para varias
poblaciones celulares e incluyen la acciéon de citoquinas inmuno-regulatorias, la deprivacion de
metabolitos o la induccion de apoptosis de LT activados efectores por contacto célula-célula,

(MacDonald et al. 2011), como explicaremos brevemente a continuacién.

Las citoquinas inmuno-regulatorias por excelencia son IL-10 y TGF-B, aunque
recientemente se han descripto nuevas citoquinas que ejercen funciones supresoras (IL-25, IL-27,
IL-35, etc.). Tanto Treg como Breg, DCs tolerogénicas y macrdfagos con actividad regulatoria (M2)
han sido descriptos como fuente de IL-10 (Moore et al. 2001). Esta citoquina ejerce su efecto
directo sobre linfocitos y células mieloides, limitando su activacidn y la respuesta inflamatoria;
ademds es una citoquina necesaria para el desarrollo de los Treg denominados Trl. Esta citoquina
ha sido descripta como inhibidora de la produccién de citoquinas y quimoquinas pro-inflamatorias
por monocitos y macroéfagos, y como responsable de inducir la produccion de antagonistas
solubles de IL-1B y TNF-a (Moore et al. 2001). Por otro lado, esta citoquina ha sido implicada en la
diferenciacion y cambio de isotipo de células B a células plasmaticas productoras de IgA, asi como
en la potenciacién de la respuesta citotéxica de células T CD8" (Izcue et al. 2009). Animales
deficientes en esta citoquina, o en su receptor, muestran serias deficiencias en los mecanismos

regulatorios, sin embargo son viables.

Por otra parte, TGF-B es una citoquina pleiotrdpica, con funciones esenciales y muy
disimiles (anti-inflamatoria, pro-inflamatoria o pro-fibrogénica) dependiendo del blanco celular, de
la concentracién y del entorno en el cual actuan. Existen 3 isoformas de TGF-, en particular nos
interesa TGF-B1; esta citoquina es secretada como una pre-proteina, debiendo sufrir
modificaciones conformacionales para ser activada, las cuales son mediadas por metaloproteasas,
y otras moléculas como furina y las integrinas ayBs y ayvBs (Li et al. 2006). Su funcion central es
inducir tolerancia y contener y resolver los procesos inflamatorios, para ello al inicio del proceso
inflamatorio favorece la migracion de diferentes tipos celulares al inducir la produccién de
metaloproteasas por células epiteliales, las cuales degradan la matriz extracelular; también induce
en LB el cambio de isotipo a IgA y, en caso de haber niveles elevados de IL-6 e IL-23, la
diferenciacion de LT hacia un perfil Th17; sin embargo, concentraciones mas elevadas de TGF-

inhiben la diferenciacidon de células T naive a células Th1l7, e inducen la expresion de FoxP3 y su
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diferenciacién a células Treg CD4°CD25'FoxP3". Por otro lado, limita la diferenciacién de células
Thly Th2, y la produccién y secrecion de citoquinas pro-inflamatorias (Li et al. 2006). Finalmente
esta citoquina es también importante en la restauracion de la barrera epitelial, y en el
remodelamiento del tejido afectado, induciendo la diferenciacion de diferentes tipos celulares a
miofibroblastos y la produccion de proteinas de matriz extracelular en forma controlada
permitiendo la regeneraciéon del tejido (Biancheri, Di Sabatino et al. 2013). Sin embargo,
cantidades excesivamente elevadas de la misma generan procesos de fibrosis con diferenciacién

de células epiteliales a miofibroblastos y secrecion de coldgeno (Biancheri, Di Sabatino et al. 2013).

Otro de los mecanismos que aseguran el mantenimiento de la homeostasis intestinal es la
deprivacion de metabolitos. Se ha descripto que la enzima indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO)
cumple un rol central al degradar el aminodcido triptofano a kinurenina. El aminodacido triptofano
es un aminodacido esencial, y por lo tanto necesario para la proliferaciéon de LT, con lo cual su
degradacion inhibe la proliferacidon celular. IDO puede ser expresada por varios tipos celulares
incluidos macroéfagos y DCs, su expresidn se encuentra elevada en intestino y se incrementa luego
de la induccion de procesos inflamatorios para el control de los mismos (lzcue et al. 2009). La
deprivacion de metabolitos no sélo limita la proliferacién celular sino que también induce la
apoptosis de los LT. La induccién de apoptosis en células efectoras, también puede ser inducida
por células NK o LT CD8", por contacto célula-célula (sistema Fas-FasL) o por mediadores solubles
(granzimas). Los cuerpos apoptéticos generados son posteriormente fagocitados por DCs y
macrofagos lo cual induce la produccion de TGF-B, desencadenando los mecanismos

inmunosupresores anteriormente descriptos (lzcue et al. 2009).

Entre las células que participan en el restablecimiento y mantenimiento de la homeostasis
intestinal son fundamentales los Treg. Si bien se han descripto diferentes poblaciones, su funcién
regulatoria ha sido atribuida principalmente al factor de transcripcion FoxP3 (Zheng & Rudensky
2007). Las células Treg pueden adquirir la expresién de FoxP3 y su fenotipo regulatorio en el timo,
durante el proceso denominado tolerancia central y en este caso los Treg se denomina Treg
naturales o nTreg. Durante la diferenciacion linfocitaria, se genera un repertorio potencialmente
infinito de receptores T (TCR) y B (BCR) capaces de reconocer cualquier Ag, inclusive Ags propios
(Pabst & Mowat 2012). Para evitar el desarrollo de patologias autoinmunes la mayor parte de los
LT auto-reactivos son eliminados en el timo (selecciéon negativa) en lo que se denomina tolerancia
central. Sin embargo, los LT que logran sobrevivir y salir a circulacion son también auto-reactivos,

pero reconocen los Ags propios con una menor afinidad. Con estos linfocitos el sistema inmune es
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capaz de ejercer los mecanismos de defensa frente a los microrganismos patdgenos. Es decir que
el sistema inmune funciona por reactividad cruzada. Sin embargo, para evitar que estos LT
maduros se activen frente a Ags propios periféricos es necesario un conjunto adicional de
mecanismos de control denominados tolerancia periférica. Entre estos mecanismos, los

principales son 3:

r  Delecion clonal: muerte por apoptosis, mediado por el sistema Fas-FasL, de los LT que
se han activado reiteradamente por la presencia de un Ag en forma persistente.

R Anergia clonal: estado de no activacion y proliferacién que adquieren los LT cuando la
célula presentadora de antigenos carece de la seial co-estimulatoria o sefial 2.

R Inmunosupresion: induccion de LT especificos con funciones regulatorias (iTreg)
cuando la activacion linfocitaria se produce en un microentorno regulatorio,
basicamente en presencia de citoquinas regulatorias y DCs tolerogénicas. Esto es lo

gue ocurre en el intestino en homeostasis.

La poblacién de células Treg no es homogénea, y no utiliza un Unico mecanismo supresor,
sino que pueden actuar a través de un repertorio diverso y dinamico, que cambia dependiendo del
contexto inflamatorio y la localizacion del proceso inflamatorio. Las células Treg son, en su gran
mayoria, células anergizadas e inmunosupresoras. La induccion del factor de transcripcion FoxP3
es la responsable de su funcién supresora. FoxP3 interactia con otros factores de transcripcidn,
suprimiendo la expresidon de citoquinas pro-inflamatorias como IL-2, IL-4, IL-17, TNF-a e IFN-y
(Williams & Rudensky 2007; Josefowicz et al. 2012), e induce la secrecién de IL-10 y/o TGF-B, entre
otras citoquinas, cuyas funciones han sido descriptas anteriormente. Estas células se caracterizan
ademads por expresar la cadena a del receptor de IL-2 (CD25) y requieren por lo tanto grandes
cantidades de IL-2 para su diferenciacion y para su mantenimiento en periferia, con lo cual se
propone que inhibirian la proliferacion de células T efectoras por deprivacidon de esta citoquina.
También es fundamental en su efecto supresor la expresidon de en su superficie de ciertas
moléculas como CTLA-4 y GITR (Huehn & Beyer 2015). Aunque se desconoce la forma concreta del
mecanismo supresor de CTLA-4, es importante para el correcto funcionamiento de las células Treg,
y se ha visto que al interactuar con CD80/86 de DCs, induce en ellas la expresion de IDO,
ejerciendo asi un efecto supresor en forma indirecta (Fallarino et al. 2003). También se ha visto
gue la expresion conjunta de FoxP3 con otros factores de transcripcién como T-bet, GATA-3 o
IRF4, potencia su efecto supresor dirigido puntualmente hacia células Th1l o Th2 respectivamente,

y que la interaccién de FoxP3 con RORyt, junto con la expresién de STAT3, inducida por IL-10, evita
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la diferenciacion de las células hacia un perfil Thl17, lo que resalta la diversidad de las Treg antes

mencionada, Figura 2 (Josefowicz et al. 2012).

Sin embargo, también se han descripto otras poblaciones Treg que son CD4'CD25'FoxP3/,
producen IL-10, IFN-y o TGF-B, como las Trl, y no esta del todo claro en qué circunstancias son
importantes. Si bien existen otros marcadores, factores de transcripcidn y mecanismos descriptos

para estas células regulatorias, los mencionados son los mads relevantes.
Asimismo se han caracterizado otros linfocitos con propiedades regulatorias:

m  Linfocitos T CD8aa’y CD8aB’: secretan IL-10 y TGF-B e inducen apoptosis de células T
efectoras y células presentadoras de antigeno (Smith & Kumar 2008). Se encuentran
en circulacion y en tejidos fuertemente tolerogénicos como higado e intestino.

i Linfocitos Breg: secretan elevadas cantidades de IL-10, inhiben la respuesta
inflamatoria de células Thl y Th1l7 e inducen la diferenciacion de LT a iTreg,
potenciando su expresién de FoxP3 y CTLA-4. En ciertas circunstancias, inducen la
activacion de LT CD8" a células citotdxicas las cuales inducen la apoptosis de LB y LT

activadas a través del sistema Fas-FasL (Mauri & Bosma 2012).

I,onp? \
|., GATA3* |

&/

Respuesta a factores

ambientales: + Supresion de la respuesta « Supresidn de « Induccion de homeostasis
Th2 en condiciones de respuestas Th17 en condiciones de
homeostasis inflamacion Thl

Figura 2. Plasticidad funcional de células Treg. Esquematizacién de la heterogeneidad de las células Treg en
funcidon de los factores ambientales presentes, y la respuesta inflamatoria a modular. Imagen adaptada de
Josefowicz et al. 2012.

Otro mecanismo, que resulta fundamental para inducir tolerancia hacia los componentes

presentes en el lumen intestinal, es la exclusion inmune a través de los anticuerpos (Acs) que son

traslocados por las células epiteliales hacia el lumen (principalmente IgA). Estos evitan que los
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microrganismos saproéfitos colonicen la mucosa y que sustancias potencialmente peligrosas
puedan penetrar la barrera epitelial. Por lo tanto el establecimiento y mantenimiento de la
homeostasis intestinal requiere de una compleja red de células y componentes solubles que
deben funcionar en forma altamente regulada para lo cual es indispensable mantener una barrera

intestinal intacta.

La naturaleza del Ag definird el mecanismo por el cual serd absorbido y el tratamiento
inmunoldgico que recibird; se ha demostrado que las estructuras organizadas del tejido linfoide
asociado al tracto gastrointestinal (GALT), ILF y PP, son criticas para la absorcién de Ags
particulados, como los componentes de la microbiota, a través de las células M. Sin embargo, en
LP los componentes de la microbiota son muestreados a través de macrofagos y DCs
(caracterizados por el marcador CXCR1 o receptor de fraktaltina), que son capataces de emitir
protrusiones o dendritas a través de las uniones estrechas entre las células epiteliales y de esta
manera captar componentes luminales sin alterar la integridad de la barrera epitelial. De esta
forma, los Ags de la microbiota alcanzan las DCs y/o macrofagos presentes en las PP o en los ILF,
las primeras migran a las zonas T de las areas debajo del epitelio en el foliculo, donde son pre-
activados, para luego culminar su activacién en las areas T de los ganglios regionales. En estas
circunstancias (ausencia de inflamacién) se produce la presentacion de Ags y los LT especificos se

transforman en Treg (Pabst & Mowat 2012).

Para el caso de Ags solubles estas vias de muestreo son similares, aunque se deben agregar
aquellas vias de traslocacién del Ag nativo por pasaje paracelular a través de las uniones estrechas.
Una vez que el Ag ingresa en forma intacta y se encuentra en el tejido subepitelial, es captado por
las DCs que migran a los MLN para inducir la diferenciacion de los iTreg especificos (en un entorno
no inflamatorio, homeostatico o tolerogénico). Si bien esta ultima via no pareceria ser a priori
importante para la absorcion de macromoléculas nativas, en la totalidad de la extension del
intestino resulta un mecanismo relevante, principalmente en el intestino delgado donde la capa
de mucus es mas delgada o inexistente (existe una escasa microbiota en esta regién). A pesar de
los bajos valores de pH del estémago y de las enzimas pancreaticas liberadas en el intestino,
algunos Ags son resistentes y se llegan intactos a la LP minutos después de su administracion por
via oral. Los Ags de bajo peso molecular se cree que alcanzan la LP por transporte paracelular. En
cambio, los Ags de mayor peso molecular, que no pueden ingresar por transporte paracelular, son
endocitados por enterocitos, que expresan moléculas de MHC clase I, y luego liberados via

exosomas hacia la cara baso-lateral; estos exosomas son posteriormente captados por las DCs
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ubicadas en la LP (Karlsson et al. 2001). Los Ags solubles también pueden ser captados
directamente en el lumen, como se menciond anteriormente, por células mieloides presentes en
LP a través de la extension de “dendritas” (Rescigno et al. 2001; Mazzini et al. 2014). Sin embargo,
se ha visto recientemente que las células CX3CR1" no son capaces de migrar a ganglio, y co-
expresan F4/80. Por lo tanto actualmente se postula que los macréfagos son los encargados de
muestrear los Ags en la luz intestinal y que traspasan los mismos a través de porinas a DCs, las
cuales se caracterizan por expresar CD103 y producir acido retinoico a partir de la vitamina A
captada del entorno. Estas células migran posteriormente al MLN e inducen los Treg (Mazzini et al.
2014). También se propone que los macréfagos CX3CR1* podrian participar en el mantenimiento
de tolerancia al producir IL-10, lo que potencia las células Treg, principalmente en el colon (Pabst

& Mowat 2012).

Por lo tanto las células Treg se pueden generar en ILF, en PP y en MLN (todos sitios
inductores). Estas células luego migran a LP guiados por quimoquinas (CCR9, CCR10) y moléculas
de adhesidn (asB7) para ejercer la funcidén regulatoria. Por ultimo, en este entorno tolerogénico,
las células B se diferencian a células plasmaticas secretoras de IgA, la cual sera transportada hacia
la luz intestinal a través del receptor especifico de IgA en la cara basal de las células epiteliales

(MacDonald et al. 2011; Pabst & Mowat 2012).

Un mecanismo adicional de induccién de tolerancia, implica la migracién de los Ags
absorbidos, por vena porta, hacia el higado. En el higado existe una gran variedad de células
presentadoras de antigenos y Treg; las células endoteliales sinusoidales, células de Kupffer y DCs
plasmacitoides son eficientes en la captacién de Ags de circulacién e induccién de tolerancia

sistémica (Goubier et al. 2008; Thomson & Knolle 2010).

Por lo tanto existe una extensa y compleja variedad de células y moléculas que participan
en mecanismos, aun no del todo conocidos, necesarios para preservar ciertos Ags. Cuando alguno
o varios de estos mecanismos no funcionan adecuadamente la situacidn puede cambiar
drésticamente. Frente a defectos en la permeabilidad gastrointestinal, fallas a nivel de Treg u otras
células regulatorias, o fallas en los mecanismos de activacidon inmunolégica que determinan que
las células regulatorias no logren controlarlos, se genera una respuesta inmune activa anormal
dirigida a los Ags de la microbiota o de la dieta, generando un proceso inflamatorio que puede
perpetuarse en el tiempo y transformarse en una inflamacién crénica con potenciales dafios
tisulares (MacDonald et al. 2011). Este tipo de procesos puede participar en la instauracién de

inmunopatologias tales como las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell), cuyas formas
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principales son la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU), o las alergias alimentarias

(AA), entre otras (Pabst & Mowat 2012).

En los paises desarrollados y en vias de desarrollo, la mayoria de las enfermedades
infecciosas intestinales se han logrado controlar, sin embargo, la incidencia de las AA y
enfermedades inflamatorias idiopaticas, incluyendo las Ell, se ha incrementado en forma
dramatica en los ultimos afios; es decir que actualmente se redujeron los procesos inflamatorios
causados por infecciones, pero aumentaron los procesos inflamatorios sin infeccion (MacDonald &
Monteleone 2005). Si bien estas patologias estan asociadas a cierta predisposicion genética, el
rapido incremento de la incidencia, sélo puede atribuirse a factores externos (Guarner et al. 2006).
A pesar de que la causa del incremento en la incidencia de estas enfermedades continda sin
comprenderse completamente, una de las hipdtesis mas fuertes es que la baja exposiciéon a
procesos infecciosos, ha alterado el balance entre la microbiota comensal y el SIM, contribuyendo
al desarrollo de patologias alérgicas y autoinmunes en individuos genéticamente predispuestos,
conocida como la Hipdtesis de la Higiene (MacDonald & Monteleone 2005; Okada 2010).
Originalmente esta hipdtesis atribuye el marcado incremento de las alergias y de la severidad de
sus manifestaciones en las ultimas décadas, a una menor exposicion a estimulos microbianos
durante los primeros afios de vida, planteando como mecanismo la desviacién Th1/Th2. Una
menor exposiciéon a patdgenos intracelulares inductores de una respuesta Thl, como
consecuencia de un medio ambiente mas limpio, influye en la manera en que las células
presentadoras de antigenos, basicamente las DCs, modulan la activacién de los LT (Strachan 1989);
sumado a esto, la mayor exposicion a alergenos (habitos de vida domiciliarios, alfombras,
muebles, aire acondicionado con recirculacién del aire, presencia de mascotas, etc.) determinan
una mayor predisposicidn a la instauracion de mecanismos Th2-dependientes. Sin embargo, esto
no permite justificar el incremento observado en la incidencia de enfermedades autoinmunes; en
funcién de estas observaciones, la Hipdtesis de la Higiene fue reformulada, y se buscaron
mecanismos adicionales, que permitieran explicar el incremento en la incidencia de estas
patologias. Uno de ellos plantea que el desarrollo de una respuesta inmune intensa contra Ags de
microrganismos patdgenos, inhibe la respuesta inmune frente a Ags débiles como auto-antigenos
y alergenos, por competencia de los linfocitos por citoquinas, complejos MHC/péptidos y factores
de crecimiento necesarios para la proliferacién y diferenciacién de LB y LT (Okada et al. 2010).
Otro de los mecanismos propuestos es que la inflamacidon en estas patologias, resulta de una

actividad defectuosa de las células Treg; en este modelo, defectos en la generacién de células
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Treg, o defectos en los LT efectores que las hacen refractarias a los mecanismos regulatorios,
hacen que no sea posible controlar la activacion de células cuyos TCR reconocen Ags de la
microbiota o la dieta (Okada et al. 2010; MacDonald et al. 2011). Ambos mecanismos no son
excluyentes, ya que las células Treg podrian estar también implicadas en los mecanismos de
competencia antigénica. De esta manera, la Hipdtesis de la Higiene actualmente postula que los
cambios en el estilo de vida en los paises industrializados han llevado a un descenso en las
infecciones que inducen respuestas tanto Thl (bacterianas y virales) como Th2 (parasitarias),
generando asi un incremento en la incidencia tanto de patologias autoinmunes como alérgicas,
por defectos en la activacion o en la regulacién del sistema inmune (Guarner et al. 2006; Okada et
al. 2010). Como mencionamos anteriormente, dos de las patologias inmunes cuya incidencia se ha
visto incrementada en las ultimas décadas son las AA y las Ell, en las cuales nos centraremos en

este trabajo.

ALERGIAS ALIMENTARIAS

Las enfermedades alérgicas incluyen un conjunto de manifestaciones clinicas causadas por
una falla en los mecanismos de activacién o de regulacién de la respuesta inmune frente a Ags
inocuos ampliamente distribuidos en la naturaleza. Este tipo de respuestas, denominadas
reacciones de hipersensibilidad, fueron clasificadas clinicamente por Gell y Coombs en cuatro
tipos: Tipo I, II, Il y IV (Gell & Coombs 1963). A pesar que se describieron desde el punto de vista
clinico en la década del 50, actualmente se conocen los mecanismos moleculares y celulares que
las originan y se ha mantenido su clasificacidn, aunque originalmente existia un tipo mas de
reaccion. Las reacciones de tipo |, Il y lll estan mediadas por Acs, mientras que la de tipo IV esta
mediada por células (Figura 3) y todas tienen en comun que la inflamacién es el mecanismo que
genera el dafio tisular. Ademads para su instauracion se requiere en todas un contacto repetitivo
con el Ag de manera que la frecuente instauracién del proceso inflamatorio sera la responsable de

alterar la fisiologia del érgano blanco.

Una reaccién alérgica puede ser causada por cualquiera de los 4 mecanismos de
hipersensibilidad, incluso es comun que varios mecanismos se presenten en forma simultdnea o
secuencial en el tiempo, con lo cual en ciertas ocasiones se identifica mds de un elemento
inmunopatogénico, lo cual implica una complicacién para su diagndstico. Es importante resaltar
gue las enfermedades alérgicas son las patologias de origen inmunolégico con mayor incidencia a
nivel mundial, llegando a afectar, en paises desarrollados, un 20-30 % de la poblacion (Branum &

Lukacs 2009). Asimismo, y como se menciond anteriormente, su presentacién clinica se ha
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modificado en las ultimas 4-5 décadas en cuanto a la incidencia de presentacién y la gravedad del

cuadro clinico.
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Figura 3. Mecanismos de hipersensibilidad segiin Gell y Coombs. Representacion de los 4 mecanismos
de hipersensibilidad descriptos por Gell y Coombs, imagen adaptada de Takeuchi et al. 1990.

En particular nos interesan las reacciones de hipersensibilidad tipo I, inmediatas o IgE-
mediadas, dado que son las que mas frecuentemente se presentan y ademas, y mas importante,
son las mas graves ya que pueden comprometer la vida del paciente. Como describimos
previamente, en condiciones de homeostasis, la respuesta normal frente a los Ags ambientales
inocuos es la generacién de células Treg antigeno-especificas; sin embargo, en pacientes atdpicos,
se observa una respuesta celular de perfil Th2, que induce un cambio de isotipo en las células B,
llevando a la generacion de anticuerpos IgE antigeno-especificos (Berin & Mayer 2013). Dado que
se trata de una enfermedad multifactorial existen factores genéticos individuales que predisponen
a su apariciéon y factores ambientales disparadores. Se podria explicar de dos formas esta
activacion aberrante del sistema inmune frente a un Ag inocuo: existe una activacion exacerbaday
desregulada de mecanismos Th2-dependientes o se producen fallan a nivel de los mecanismos
regulatorios que controlan a los mecanismos Th2. Se ha demostrado que lineas de LT crecidos a
partir de células aisladas de biopsias de intestino de pacientes con alergia a leche de vaca
mostraron una fuerte proliferacién en presencia de leche, con liberacién de citoquinas de perfil
Th2, en particular IL-13, sin observarse citoquinas de perfil Th1 (IFN-y), ni regulatorias (TGF-p e IL-
10) (Beyer et al. 2002). Un patrdn similar se ha observado en LT aislados de sangre periférica de
pacientes con alergia al mani, mostrando un incremento de células Th2 en comparacidon con
pacientes control o pacientes alérgicos que generaron tolerancia al mani, los cuales mostraron una

mayor proporcion de células Thl (Turcanu et al. 2003). Por otro lado, existe un creciente numero
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de trabajos que describen fallas a nivel de los mecanismos de tolerancia en pacientes alérgicos, tal
como postula la Hipétesis de la Higiene ampliada. Krogulska y col. describieron una menor
expresion génica de FoxP3, IL-10 y TGF-B en células aisladas de sangre periférica de pacientes con
alergia a leche de vaca o al huevo, respecto a los pacientes controles no alérgicos, y un marcado
incremento en la expresidon de estos genes en células de pacientes que generaron tolerancia en
forma espontdnea (Krogulska et al. 2011); asi también, en un estudio realizado en pacientes
alérgicos al mani que recibieron inmunoterapia oral, se pudo ver un incremento de células Treg en
sangre periférica de aquellos pacientes que desarrollaron inmunotolerancia, en comparacién con

los pacientes no tratados o tratados pero que no desarrollaron tolerancia (Syed et al. 2014).

Las reacciones de hipersensibilidad tipo | constan de dos fases, una primera fase de
sensibilizacién, y una posterior fase efectora. En la fase de sensibilizacién, frente a una primera
exposicion al Ag inocuo, en lugar de generarse una respuesta tolerogénica, las células
presentadoras de antigenos liberan citoquinas pro-inflamatorias, de forma que activan el factor de
transcripciéon GATA-3 en células T naive, induciendo su diferenciacién hacia un perfil Th2; la
activaciéon de GATA-3 es IL-4/STAT6 dependiente, con lo cual se cree que es necesaria una
secrecion inicial de IL-4 por parte de las DCs para la diferenciacién de los LT a un perfil Th2
(Neurath et al. 2002). Las células Th2 producen diferentes citoquinas, IL-4 es la responsable de
inducir en linfocitos B el cambio de isotipo de IgG a IgE con la consiguiente secrecién exacerbada
de anticuerpos IgE. Por otro lado IL-3, IL-5 y el factor estimulador de la formacién de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF) secretadas por los LTh2 favorecen la produccién y la
supervivencia de mastocitos, eosinéfilos y baséfilos, estimulando la maduracion y movilizacidn de
los eosindfilos de la médula dsea. Estas células presentan en su superficie receptores de alta
afinidad de Fce (FceRl), los cuales unen la IgE sintetizada y secretada por las células plasmaticas

(Morafo et al. 2003), quedando asi sensibilizadas.

Frente a posteriores exposiciones al alergeno, éste se une a los anticuerpos IgE unidos a sus
receptores de alta afinidad (FceRI) en mastocitos, basoéfilos y eosindfilos, y si una misma molécula
de alergeno contiene al menos dos epitopes con capacidad de unir y puentear dos complejos
IgE/FceRIl, se genera una sefial intracelular, que activa la célula, induce la degranulacién vy
liberacion del contenido de sus granulos citosélicos en forma inmediata, y la sintesis de novo de
otros mediadores que mantienen el foco inflamatorio en el tiempo (Fase efectora). Por lo tanto,
es importante tener en cuenta que el proceso inflamatorio inducido en la fase efectora consta de

dos etapas: una inmediata que se produce a los 30-60 minutos de la exposicion al alergeno, y una
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tardia, a las 24-72hs de la exposicidén original. En la Figura 4 se esquematizan los procesos de
sensibilizacién y posterior degranulacién de mastocitos y basoéfilos en una respuesta inmune

alérgica.
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Figura 4. Proceso de sensibilizacion y degranulacion de mastocitos y baséfilos. Representacion de la respuesta
inmune frente a la primera exposicion al alergeno (fase de sensibilizacidn) (a), y re-exposiciones posteriores (fase
efectora) (b). Imagen adaptada Figura 18.1 Microbiology, 6th ed. © 2005 Wisley & Sons.

Las sustancias que se encuentran en los granulos de mastocitos y baséfilos, y las que son
sintetizadas de novo presentan importante propiedades pro-inflamatorias. En los granulos el
principal componente es la histamina, responsable de generar un proceso inflamatorio inmediato,
pero también existen preformadas las siguientes sustancias: proteoglicanos (heparina, condroitina
sulfato), sulfatasas, proteasas neutras (oo y P triptasa, chimasa, catepsina G, carboxipeptidasa,
hidrolasa acida) y citoquinas (TNF-a, IL-10a,, IL-6, IL-8). Entre las sustancias pro-inflamatorias que se
sintetizan podemos mencionar: Mediadores lipidicos (PGD2, LTC4, LTB4, TXA2, PAF), citoquinas
(IL- 1,IL-3, IL-4, IL-5, IL- 6, IL- 8, IL- 10, IL-13, IL- 15, IL-16), quimoquinas (MIP-1a, MIP-1f3, MCP-1,

RANTES, etc.), y factores de crecimiento (GM-CSF, FGF, VEGF). Su funcidn sera sostener el proceso
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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. Cabe mencionar que
el eosindfilo ademas contiene en sus granulos sustancias que resultan altamente toxicas para las
células eucaridticas: proteina basica mayor, proteina catidnica del eosindéfilo y neurotoxina
derivada del eosinodfilo. Por esta razén estas células se encuentran en un muy bajo porcentaje en

circulacion y estan principalmente como células inmaduras en la médula ésea.

En cuanto a las alergias alimentarias (AA) en particular, son un sindrome que comprende
diversas entidades clinicas, afectando a diferentes sistemas y érganos: enterocolitis, esofagitis
eosinofilica, proctocolitis, gastroenteropatia eosinofilica, anafilaxia, sindrome de alergia oral,
dermatitis atdpica, eczema, etc. Dado que estas alergias se originan a partir del ingreso el alergeno
por la via oral comprometen principalmente al tracto gastrointestinal, aunque también pueden
afectar la piel, el arbol respiratorio o incluso tratarse de un fenédmeno sistémico y generar una

anafilaxia cuando afectan dos o mas 6rganos.

Cualquiera de los 4 mecanismos de hipersensibilidad antes mencionados pueden ser los
responsables de originar el cuadro inflamatorio y las manifestaciones clinicas luego de repetitivos
contactos con el alergeno. Las AA se han clasificado en tres grupos en funcién de los mecanismos

inmunolégicos puestos en juego:

R Inmediatas o dependientes de IgE: los signos clinicos aparecen dentro de los minutos
posteriores a la exposicidon 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 mds frecuentes con que se
presentan son: diarrea, urticaria, eczema, asma, rinitis, distension abdominal, el
sindrome de alergia oral con manifestaciones peri-orales, esofagitis, anafilaxia, etc.

R Retardadas o mediadas por células: pueden estar involucrados los linfocitos T CD4"

(Th1) o CD8’, eosindfilos, neutréfilos o macréfagos. En general la presentacion clinica

es tardia, ocurriendo horas o dias después de la exposicion a los alergenos, y suelen

manifestarse como enterocolitis, esofagitis, enteritis, dermatitis de contacto,
proctocolitis, etc.

R 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
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inflamatorio y del dafo tisular. Suelen presentarse como dermatitis atdpica, esofagitis,

gastroenteritis o enteritis eosinofilicas.

Las mas comunes son las mediadas por IgE (McClain & Bannon 2006) y se presentan
mayoritariamente en edad pedidtrica (5-6%) y en menor medida en adultos (1-4%) (Branum &
Lukacs 2009), constituyendo la primera manifestacion de una alergia en un individuo susceptible.
En la Figura 5 se resumen las manifestaciones clinicas observadas en pacientes con AA Igk-

mediada, minutos después de la exposicion al alergeno por diferentes vias.
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Figura 5. Sintomas generados en un paciente con AA frente a la exposicion al alergeno. Resumen de las
manifestaciones clinicas observadas en pacientes con alergia alimentaria luego de la exposicién al alergeno por
ingesta, contacto o inhalacion de vapores. Imagen adaptada de Clinica Universidad de Navarra 2012,
http://www.cun.es/actualidad/temas-destacados/alergia-alimentaria-desensibilizacion infografico.

La razon por la cual las AA se manifiestan preferentemente en la nifiez es debido al
contacto temprano con Ags dietarios en individuos susceptibles, a la presencia de una mucosa
gastrointestinal inmadura y que no “aprendié a controlar” los Ags que ingresan por la cavidad oral,
a la inmadurez del sistema inmune, y al establecimiento de la microbiota que recién se estabiliza
luego de los 10 afios de edad (Sicherer & Sampson 2006). En conjunto estos factores determinan
gue las AA sean la primera manifestacion de la condicidn de alérgico en un individuo que presenta
una susceptibilidad genética. Por esta razén, la leche de vaca constituye el principal alergeno
alimentario en numerosas regiones, afectando aproximadamente a un 2,5% de la poblacién
pediatrica (Sicherer & Sampson 2014). De igual manera se debe considerar que la sensibilizacion

por contacto del alergeno con la piel es importante en la instauracion de los signos clinicos como
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la dermatitis, frecuentemente asociados a trastornos gastrointestinales. Por ejemplo numerosas
cremas y aceites frecuentemente empleados a edades tempranas contienen alergenos de leche de
vaca. Esto determina que la sensibilizacion alérgica no sélo se produzca por los Ags que ingresan

por la cavidad oral, sino también a través de la piel (Saloga & Knop 2000).

Las células que se generan en un determinado sitio inductivo son programadas para migrar
al sitio efector de la misma mucosa que les dio origen a través de un conjunto de quimoquinas y
moléculas de adhesidon cuyas moléculas complementarias son generadas por el estroma de la
mucosa. Por lo tanto el trafico celular esta especificamente regulado para que cada célula migre a
la mucosa correspondiente. Sin embargo, existen mucosas que comparten estos circuitos de
migracion, con lo cual las células inmunes que se activan en una determinada mucosa (sitio
inductivo) cuando migran al sitio efector para cumplir su funcién pueden alojarse en otras
mucosas relacionadas y esto podria explicar por qué existen asociaciones de sintomas entre la
mucosa originalmente implicada y otras. Por esta razén es comun observar en pacientes con AA
sintomas gastrointestinales junto a manifestaciones en el arbol respiratorio luego del contacto con

el alergeno alimentario (Campbell et al. 2001; Alvarez et al. 2007).

Si bien existen factores genéticos y ambientales que predisponen a ciertos individuos al
desarrollo de patologias alérgicas, es importante tener en cuenta que cualquier Ag es
potencialmente alergénico, siempre y cuando tenga propiedades inmunogénicas. Mas de 170
alimentos han sido descriptos como alergénicos, pero el 90% de las reacciones aberrantes son
causadas sélo por 8 alimentos principalmente (los porcentajes expresados entre paréntesis
representan el porcentaje de poblacidn pediatrica y adulta afectada en Estados Unidos,
respectivamente): leche de vaca (2,2%; 0,3%), huevo (1,5%; 0,2%), mani (1%; 0,6%), frutos secos
(0,5%; 0,6%), pescados (0,1%; 0,4%), mariscos (0,1%; 0,4%), cereales que contienen gluten (trigo,
avena, cebada y centeno), y soja (0,3%; 0,4%) (Sicherer & Sampson 2010). Como puede
observarse, ciertos alergenos son mas comunes dentro de la poblacién pediatrica y revierten en la
edad adulta, como la leche de vaca y el huevo, y muchos otros son mds prevalentes en la
poblacién adulta como los frutos secos, pescados, y mariscos. En la mayoria de los casos la
afeccion se resuelve en forma espontdnea antes de los 5 afos de edad dependiendo del alimento

(Nowak-Wegrzyn & Sampson 2011). Sin embargo esto no significa que la alergia se ha curado. A

esta edad aproximada se alcanza la madurez del sistema inmune de la mucosa gastrointestinal y la
microbiota se ha establecido, por lo cual en la gran mayoria de los casos el sistema inmune se

regula adecuadamente en el tracto gastrointestinal. Pero, dado que existe una susceptibilidad
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genética en el paciente, las demds mucosas al contactar el Ag que ingresa por la misma o llega por
circulacién puede que no logren instaurar los mecanismos de tolerancia necesarios para evitar una
reaccién inflamatoria. La mayoria de los nifios con alergia a leche de vaca (ALV) no mediada por
IgE pierden la sensibilidad al tercer afio de vida, pero un 10-25% de los nifios con ALV IgE-mediada
mantienen la reactividad en afios subsiguientes, y 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 excepcién de aquellos con niveles de IgE especifica
elevados, que no logran desarrollar tolerancia especifica (Boyano-Martinez et al. 2002; Jarvinen et
al. 2007). Las alergias a mani y las frutos secos tienen un desarrollo mds prolongado, suelen ser
persistentes y observarse en adultos (Longo et al. 2013). Las chances de perder sensibilidad a mani
son sélo del 20%, y aproximadamente del 10% para frutos secos (Longo et al. 2013). También se
ha descripto que, dependiendo de las caracteristicas del alergeno y de la respuesta inmune
inducida, se podria predecir una instauracién temprana o tardia de la tolerancia oral. Para
alergenos de la leche de vaca, se sabe que el reconocimiento de epitopes conformacionales
determina que se adquiera tolerancia a edades mds tempranas, en comparacion con el

reconocimiento de epitopes lineales que determina una alergia persistente (Savilahti et al. 2010).

Sin embargo, mas alld de la instauracion de los procesos de tolerancia oral que permiten
restituir los mecanismos inmuno-regulatorios con la edad, aun 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 situacidon no es la misma y es probable que los
alergenos contintden generando reacciones inflamatorias. Tal es asi, que la sensibilizacién a leche
de vaca o huevo en la primera infancia estd asociada con mayor riesgo de sensibilizaciéon a
alergenos ambientales y el desarrollo de asma (Cianferoni & Spergel 2009). Es decir, que de no
mediar un correcto manejo terapéutico de los individuos con una sintomatologia gastrointestinal
inicial, que suele presentarse simultdaneamente con manifestaciones dermatoldgicas, va a
continuarse en el tiempo con una sensibilizacion por alergenos inhalatorios y las consiguientes

manifestaciones clinicas del tipo rinitis o asma.

Mudltiples trabajos han demostrado que entre el 50% y el 90% de los casos que
originalmente se considera una AA, no lo son. Es por eso que existe una necesidad de realizar un
diagnéstico de certeza para lo cual es necesario realizar distintos tipos de pruebas que pongan en
evidencia los mecanismos moleculares y/o celulares involucrados. El diagndstico de la AA consta

de varias etapas. En el aflo 2010 un panel de expertos del Instituto Nacional de Enfermedades
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Alérgicas e Infecciosas de Estados Unidos (NIAID), emitid un comunicado con las guias para el
diagndstico y manejo de las AA (Boyce et al. 2010). En esta guia se plantea que para el correcto
diagnodstico, en primer lugar es importante la historia clinica del paciente y los antecedentes
familiares. En las alergias IgE-mediadas, las manifestaciones clinicas aparecen dentro de las
primeras horas luego del contacto con el alergeno, lo que facilita la identificacidon del alimento
responsable. En los casos en que esto no ocurre, se debe recurrir a pruebas complementarias que
permitan conocer o inferir acerca del mecanismo inmunoldgico que esta involucrado, y el alergeno
disparador del mismo. Es importante ademas realizar un diagndstico diferencial de otras posibles

reacciones adversas causadas por un alimento:

R Reacciones tdxicas: originadas por algun elemento téxico presente en el alimento,
principalmente por contaminaciones bacterianas y fungicas y las toxinas secretadas
por estos microrganismos. También es comun la presencia de sustancias
farmacolégicamente activas como la histamina o la serotonina que se encuentran
entre otros en pescados en descomposicién, chocolate, banana, palta, etc.

R Reacciones no toxicas, no inmunes: deficiencias enzimaticas, alteraciones anatdmicas,

problemas psico-somaticos, etc.

La historia clinica le permitira al médico identificar el posible alimento causante de las
reacciones adversas, asi como diferenciar entre una patologia mediada o no mediada por IgE,
dependiendo del tiempo que tardan en aparecer los sintomas segun lo reportado por el paciente o
familiar responsable. En base a estos datos, el médico decidird realizar pruebas complementarias

como las explicadas a continuacién.

La Prueba cutanea (PC) es realizada con extractos de alergenos o, en el caso de alergenos
Iabiles, con el alergeno en forma natural; la técnica consiste en inocular una pequefia cantidad de
un extracto que contiene una cantidad conocida del alergeno en la piel del antebrazo, usando una
lanceta calibrada para tal fin. Como control negativo se utiliza solucidn fisioldgica, y como control
positivo histamina. La prueba se considera positiva si aparece, a los pocos minutos de la
inoculacidn, una reaccién inflamatoria en la zona en que se inyectd el alergeno, dependiendo del

diametro de la induracion, como se esquematiza en la Figura 6.

Esta prueba 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 érgano de
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choque, pero en forma controlada en la piel. En general es una prueba segura, aunque el médico

debe considerar en qué caso es factible su ejecucion.

PRUEBAS CUTANEAS

Se coloca un extracto de alérgeno en O Positivo

el brazo (a), se pincha (b) y se observa

la reaccion (c) Q Negativo
a b C

A veces se realiza

\-/i:: con el alimento fresco

Figura 6. Prueba cutanea. Esquema de la prueba cutdnea que consiste en la
administracion subcutdnea de un extracto del alergeno o del alimento natural, y la
evaluacién de la aparicidon de la inflamacion dentro de los minutos posteriores a la
inoculacion. Imagen adaptada del infografico de Clinica Universidad de Navarra 2012,
http://www.cun.es/actualidad/temas-destacados/alergia-alimentaria-desensibilizacion

Por otro lado, en forma rutinaria y en simultdneo a la PC, se realiza la deteccién in vitro de
anticuerpos IgE especificos, antes de la realizacidon de una prueba de provocacién oral controlada.
Esta prueba también es empleada para el seguimiento de pacientes alérgicos de larga evolucién, o
gue han presentado reacciones anafilacticas. Para su determinacion se requieren de
inmunoensayos tipo ELISA de elevada sensibilidad y especificidad, dado que estos Acs se miden en
suero, y las concentraciones son del orden de los ng/ml. Se pueden determinar Acs IgE totales o
especificos de ciertos alergenos individuales o de la fuente alergénica, como leche o a-
lactoglobulina, B-lactoglobulina o caseinas (Sampson & Albergo 1984; Sampson & Ho 1997). Estos
ensayos no ponen en riesgo la salud del paciente, pero tampoco dosan el componente
patognomanico de la reaccion, dado que la IgE soluble no es capaz de desencadenar una reaccion
alérgica hasta que se une a los receptores especificos en las células inflamatorias. Sin embargo,
estos ensayos en conjunto con los resultados de las PC, permiten inferir acerca de la presencia de

IgE especifica, y su posible relacion con la instauracién de una reaccion inflamatoria.

Por ultimo, el panel de expertos del NIAID, recomienda en las guias de diagndstico de 2010
realizar, a modo confirmatorio, la prueba de provocacidn oral controlada (PO), mas alla de que el
paciente presente una historia clinica compatible con una reaccién alérgica mediada por IgE,
acompafiada de una demostracion de un mecanismo Ig mediante una PC positiva, o una

determinacion de IgE especifica sérica positiva. Esta prueba también suele realizarse luego del
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tratamiento y antes de restituir la dieta, ante la sospecha de la instauracién fisioldgica de los

mecanismos de tolerancia.

La PO es el ultimo eslabdn en la cadena del diagndstico de la AA y, en la actualidad, sigue
siendo la Unica prueba que confirma o descarta con total seguridad la alergia a un alimento
cuando se realiza en forma estandarizada, doble ciego y con placebo (elevados parametros de
sensibilidad y especificidad). Para realizar esta prueba, el paciente debe suspender la ingesta del
alimento sospechoso durante las 2 semanas previas. Luego, el paciente serd internado
transitoriamente bajo la supervisién de personal médico especializado, y se le administrara el
alimento en dosis crecientes y a determinados intervalos de tiempo. Se comienza con dosis por
debajo de la dosis umbral que se establece en forma individual en base a la PC, y se registra la
aparicién de signos clinicos inmediatos y tardios. En numerosos casos, dado el costo, el tiempo
gue consume v la disponibilidad de personal, esta prueba no puede realizarse y existen pruebas de
provocacion alternativas: PO abierta (el paciente y el médico conocen con qué se estd desafiando
al paciente) o simple ciego (sélo el evaluador conoce el contenido del desafio); en estos casos, un
resultado negativo descarta la AA, pero un resultado positivo debe ser confirmado por una PO
estandarizada, doble ciego y con placebo. La principal ventaja de esta prueba es su similitud con la
situacion real de exposicion al alimento, pero reviste un riesgo para el paciente debido a la
potencial induccidon de una reaccidn anafilactica. Por esta razén este tipo de pruebas debe
realizarse bajo la estricta supervision médica y en lugares preparados para el tratamiento de
emergencia en caso de producirse una anafilaxia. También existe como alternativa, y cuando el

riesgo de una anafilaxia es bajo o nulo, que el desafio se realice en forma domiciliaria.

Una vez establecido el diagnéstico de certeza e identificado el alimento nocivo, el médico
estd en condiciones de iniciar el tratamiento. Actualmente el Unico tratamiento efectivo para
tratar las AA consiste en la restriccién dietaria y la consiguiente eliminacion del estimulo
inmunolégico, lo cual reduce o elimina la instauracién del proceso inflamatorio y el cuadro clinico.

Sin embargo esto que parece simple y lineal, en la realidad no lo es por diversos motivos:

Rl Se trata de pacientes en su gran mayoria pediatricos y lactantes por lo cual por lo cual
se debe reemplazar la leche (principal alergeno alimentario en el mundo) por un
sustituto adecuado, y dado que existe una elevada reactividad cruzada entre los
alergenos principales de las leches de diferentes mamiferos y de otras especies (soja

por ejemplo), la eleccidn del sustituto lacteo es dificil.
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RI La eliminacidon de un alimento de la dieta de un nifio suele afectar su crecimiento,
principalmente cuando se trata de la leche.

RI Las reacciones accidentales que se producen en la gran mayoria de los pacientes por
desconocimiento de la presencia del alergeno en un alimento, ya sea por
contaminacién cruzada entre alimentos, desconocimiento de la presencia de un
alergeno en la composicién de un alimento, errores u omisiones en el etiquetado de
un alimento, etiquetado poco claro, o reactividades cruzadas con otros alergenos
alimentarios o no alimentarios. Muchas de estas reacciones suelen ser graves y, de no

tratarse adecuadamente, ponen en riesgo la vida de los pacientes.

Por otro lado, existen los tratamientos farmacoldgicos sintomadticos (antihistaminicos,
corticoides, anti-leucotrienos, bioldgicos, etc.), que tampoco corrigen el defecto inmunolégico, ni
aseguran una remision a largo plazo, sino que revierten el proceso inflamatorio en el érgano

blanco actuando a distintos niveles.

Por estas razones en los Ultimos afios se ha profundizado la necesidad de desarrollar
terapias correctivas del defecto inmunoldgico. Las mas promisorias tienden a restaurar los
mecanismos de tolerancia, y de esta manera evitar las reacciones adversas durante el tratamiento
0 exposiciones accidentales. Estas inmunoterapias (IT) consisten en la administracién controlada y
escalonada de cantidades crecientes del alergeno nocivo, hasta alcanzar dosis que permitan
tolerar la exposicion natural al alergeno. Actualmente es sabido que estos procedimientos, que
operan sobre los SIM, inducen algunos de los mecanismos que median la tolerancia inmunoldgica,
antes mencionados. Sin embargo, no se conocen completamente los mecanismos que gobiernan
estos tratamientos, y esto ha generado en los Ultimos afios un marcado interés en su estudio en

todo el mundo.

ENFERMEDADES INFLAMATORIAS INTESTINALES

Las enfermedades inflamatorias intestinales son un grupo de patologias caracterizadas por
la inflamaciéon crénica y recidivante de diferentes regiones del tracto gastrointestinal,
principalmente del intestino, produciendo lesiones en la mucosa que pueden ser desde leves hasta
graves, con perforaciones, ulceras, fistulas, estenosis y pudiendo generar a largo plazo cancer de
colon (Kaser et al. 2010; Baumgart & Sandborn 2012). Los pacientes con alguna de las formas de

Ell sufren de diarrea crénica, pérdida de peso, dolor abdominal, fiebre y fatiga, y pueden sufrir
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manifestaciones extra-intestinales incluyendo Ulceras en piel y en la boca, artritis e inflamacién del

ducto biliar (MacDonald & Monteleone 2005).

Las dos formas principales de las Ell son la Enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa
(CU). Presentan numerosas similitudes, pero tienen ciertas diferencias clinicas y fisiopatogénicas.
Como se esquematiza en la Figura 7, en CU las lesiones cubren dareas continuas de la mucosa
intestinal y se extienden desde el recto en direccién proximal, mientras que en EC cualquier
porcién del tracto gastrointestinal, desde la boca al ano, puede estar afectada, aunque es mas
frecuente en la region ileo-cecal, el recto y la zona peri-anal. A diferencia de lo que ocurre en CU
las lesiones inflamatorias en EC presentan en forma intercalada areas inflamadas y no inflamadas.
Ademas pueden presentarse manifestaciones extra-intestinales (oftalmoldgicas, articulares,
dermatoldgicas, hepaticas, etc.), que suelen alterar el curso de la enfermedad en forma variable;
estos pacientes son mds propensos a sufrir otro tipo de enfermedades inflamatorias crénicas

(Strober et al. 2002; Kaser et al. 2010).
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Figura 7. Zonas del tracto gastrointestinal afectadas en EC y en CU. Representacién de las zonas del tracto
gastrointestinal mas comunmente afectadas en Colitis Ulcerosa y en Enfermedad de Crohn; en rojo se representan
las zonas inflamadas. Imagen adaptada de infografico de la Clinica Universidad de Navarra 2011
http://www.cun.es/enfermedades-tratamientos/enfermedades/colitis-ulcerosa.

Ademas el diagndstico diferencial de EC y CU se basa en diferencias a nivel histoldgico.
Como se representa en la Figura 8, en EC se observan alteraciones en todo el espesor de la pared
intestinal con un marcado infiltrado de células mononucleares, formacién de granulomas en el
60% de los casos, y en un porcentaje importante de pacientes se pueden observar formas mas

severas que incluyen estenosis y formacion de ulceras fistulizantes; mientras que en CU la lesidn
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inflamatoria afecta sélo las capas superficiales de la mucosa, principalmente el compartimento
epitelial, con un infiltrado de células mononucleares y neutréfilos, y pérdida de células
caliciformes. (Strober et al. 2002; Kaser et al. 2010; Baumgart & Sandborn 2012; Ordas et al.
2012).
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Figura 8. Zonas del epitelio intestinal afectadas en las diferentes formas de Ell.
Representacion de las diferentes zonas afectadas de la pared intestinal, en las dos formas mas
comunes de las Ell. Esquema adaptado de imagen obtenida de Clinica Universidad de Navarra
2011. http://www.cun.es/enfermedades-tratamientos/enfermedades/colitis-ulcerosa.

De esta forma, ademas de los sintomas referidos por los pacientes, y la presencia de
sangrado en materia fecal, tanto el estudio colonoscépico/endoscopico, que permite evaluar la
ubicacidén del proceso inflamatorio y el tipo y distribucidn de las lesiones generadas en la mucosa,
como la evaluacion histopatoldgica, son fundamentales para el correcto diagndstico de estas
patologias, asi como para el diagndstico diferencial entre las distintas formas de Ell. Sin embargo,
desde el punto de vista de los mecanismos inmunoldgicos no se han descripto diferencias tan

claras entre ambas patologias.

En las ultimas décadas, como se mencioné anteriormente, se ha observado un notable
incremento en la incidencia y prevalencia de las Ell, principalmente en Estados Unidos, Inglaterra y
paises del norte europeo, con valores de incidencia para cada una de las formas mas prevalentes
por separado, que ascienden a 8,3/100.000 habitantes por afio en promedio, variando de 0,3-
24/100.000 habitantes por afio segln la zona, y siendo la prevalencia 4,9-505/100.000 habitantes
(Molodecky et al. 2012). Aunque en nuestro pais no se dispone de esta informacién, un estudio
realizado durante el 2008 revela una prevalencia de 90 casos de EC y CU cada 100.000 pacientes,

con una relacién de CU:EC aproximadamente 2:1 (Sambuelli no publicado).

Estudios epidemiolégicos han demostrado, en forma contundente, que ciertos factores

genéticos son importantes a la hora de determinar la susceptibilidad al desarrollo de Ell. Sin
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embargo, si bien se han detectado hasta el momento 163 loci de susceptibilidad (Jostins et al.
2012), la penetrancia no es completa, y éstos no son suficientes para explicar el incremento en la
incidencia observado en las ultimas décadas. Esto refleja que, ademas de los factores genéticos,
existes factores adicionales que favorecen el establecimiento de estas patologias, al igual que
como se describid para las enfermedades alérgicas. En concordancia con esto, diferentes estudios
muestran que individuos que migraron de regiones con baja prevalencia como Asia, a regiones de
alta prevalencia como Inglaterra, han mostrado una mayor susceptibilidad a padecer alguna de las
formas de Ell, especialmente en la primer generacion de individuos luego de establecerse en estos
lugares; esta mayor susceptibilidad también se ha visto en poblaciones de paises en vias de
desarrollo a medida que fue aumentado la industrializacidn, lo cual resalta la importancia de

factores ambientales (Molodecky et al. 2012; Ananthakrishnan 2015).

Como explicaremos en la Parte Il de este trabajo de tesis y como se representa en la Figura
9, dentro de los factores ambientales asociados a estas patologias, podemos identificar factores
externos como contaminacion ambiental, alimentacién, actividad fisica, consumo de tabaco,
higiene personal, estrés y consumo de medicamentos, y factores internos como la composicion de

la microbiota (Ananthakrishnan 2015).
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Figura 9. Factores asociados al desarrollo de Ell. Representacion de los diferentes
factores que han sido asociados al desarrollo de Ell. Imagen adaptada de
Ananthakrishnan 2015.
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Como se ha demostrado en diversos trabajos, los pacientes con Ell presentan un
desbalance de su microbiota o una disbiosis, y los factores ambientales externos, en particular la
alimentacion, son capaces de inducir este cambio en la composicién de la microbiota (Morgan et

al. 2012; Kostic et al. 2014).

En cuanto a los mecanismos inmunoldgicos asociados a estas patologias, para la EC son
bastante mas claros que para la CU. La EC es el resultado de una respuesta inmune inadecuada
frente a Ags de la microbiota comensal en individuos genéticamente predispuestos. Entre los
factores genéticos mas importantes asociados a la EC, encontramos varios relacionados con la
respuesta inmune frente a microrganismos patégenos. El mds importante es NOD2, que codifica
un receptor intracelular de la inmunidad innata (NLR), expresado en macrdfagos, neutrofilos y DCs
de LP, y en células de Paneth, y reconoce un componente de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, el muramil dipéptido, induciendo la activacidn del sistema inmune via NFkB (Di Sabatino
et al. 2013), y la secrecion de a-defensinas por células de Paneth (Wehkamp et al. 2005);
mutaciones en NOD2 llevan a un desarrollo mas temprano de esta patologia probablemente por
un control deficiente de los componentes de la microbiota. Otros genes asociados a la EC también
estan relacionados al procesamiento intracelular de bacterias, como la autofagia y la induccién de
apoptosis. En la EC se observa un aumento de la permeabilidad intestinal por alteracion de las
uniones estrechas por la presencia de citoquinas pro-inflamatorias, lo que permite el ingreso
paracelular de microrganismos comensales hacia la LP, permitiendo la presentacién de Ags a los LT
en forma aberrante por macréfagos y por DCs; el ingreso pude darse no sdélo por el pasaje
paracelular, sino también por medio de DCs o células M, como hemos explicado anteriormente,
con lo cual puede haber pacientes que no presenten inicialmente una alteracién en la barrera
epitelial (Di Sabatino et al. 2013). Tanto las DCs como los macréfagos activados, polarizan las
células T hacia un perfil Thl o0 Th17, via IL-12 o IL-23 respectivamente. La citoquina IL-12, estimula
las células T activando el factor de transcripcién T-bet, el cual induce la produccién de TNF-a, IFN-
v, e IL-2. Por otro lado, IL-23, estimula la activacion del factor de transcripcién ROR-yt, induciendo
la secrecidn de IL-17A, y la proliferacién y mantenimiento de las células Th17; IL-1B, IL-6 y TGF-j,
no son capaces de inducir células Th17 a partir de células T naive en humanos (aunque si en
ratones), pero si de potenciar o reactivar células Thl7 (Rodevatti et al. 2009). Mientras las
citoquinas de perfil Th1 actuan sobre las poblaciones celulares locales induciendo la destruccién
de microrganismos intracelulares, reclutando células inflamatorias y generando dano tisular, IL-17

promueve el reclutamiento de neutréfilos, al inducir la secrecidn de IL-8 por células epiteliales; los
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neutrdfilos secretan metaloproteasas y elastasas, responsables de la degradacion de la matriz
extracelular y de la generacion de Ulceras y fistulas. Los sucesivos ciclos de dafio, remodelacién y
cicatrizacidon generan a largo plazo el desarrollo de fibrosis intestinal con pérdida de la funciéon

tisular.

Ademads se han observado, en estos pacientes, defectos en la apoptosis de células T
activadas, por un desbalance entre los factores pro y anti-apoptoéticos, lo que genera una
supervivencia aumentada de estas células con una mayor secrecidn de citoquinas pro-
inflamatorias (Bouma & Strober 2003; Xavier & Podolsky 2007; Di Sabatino et al. 2013). En estos
pacientes también se han detectado fallas a nivel de los mecanismos de tolerancia. Es frecuente
observar en muestras coldnicas niveles elevados de TGF-B y Smad7 (Monteleone et al. 2001); al
unirse TGF-B a su receptor especifico de membrana dispara una via de sefializacién intracelular
que involucra la fosforilacion de Smad2, Smad3 y luego Smad4 para promover la transcripcion de
diferentes genes, y luego los diferentes efectos biolégicos en la que esta citoquina estd
involucrada. Esta via estd regulada por Smad7 que inhibe la fosforilacion de Smad4. Los niveles
elevados de Smad7 en pacientes con Ell determinan que TGF-3 sea una citoquina regulatoria no
funcional, haciendo a las células T refractarias a la accidon de dicha citoquina. Estos hallazgos
llevaron recientemente a plantear una terapia de bloqueo de Smad7, la cual logra restaurar el

efecto supresor de TGF- (Monteleone et al. 2015).

Por otro lado, los factores inmunoldgicos implicados en la CU, son mads controversiales. Se
ha observado una respuesta Th2 andmala, con secrecién de IL-13 e IL-5 pero sin secrecidn de IL-4;
la secrecidn de IL-13 también se ha atribuido a células NKT. En estos pacientes hay un infiltrado
predominantemente neutrofilico, debido a una excesiva secrecién de IL-8 por células epiteliales y
endoteliales, estimulando la secrecion de metaloproteasas y elastasas, importantes en la
degradacion de la matriz extracelular, lo que desencadena la formacién de ulceras; el dafio
epitelial genera una alteracién de la barrera epitelial, y consecuentemente una penetracién de
microrganismos a LP. También se ha observado en estos pacientes, la presencia de auto-
anticuerpos pANCA y anti-tropomiosina. Ademas, en trabajos recientes, se han visto implicadas
células Th17 y células Th1/Th17 (que secretan tanto IL-17 como IFN-y), que estarian implicadas en
el reclutamiento de neutrdfilos y en la secrecién de TNF-a por macréfagos (Bouma & Strober

2003, Xavier & Podolsky 2007, Di Sabatino et al. 2012).

Como podemos ver, en ambas patologias se genera una respuesta inmune anormal frente

a Ags de la microbiota observandose una respuesta inmune inflamatoria exacerbada, asi como
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defectos en los mecanismos regulatorios, aunque la importancia de la microbiota es mucho mas

clara en la EC que en la CU (Monteleone et al. 2001; Fantini et al. 2009).

En la Figura 10, se representan los mecanismos inmunoldgicos implicados en ambas formas
de Ell, mostrando el efecto de las diferentes poblaciones celulares, como se ha explicado
anteriormente.
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Figura 10. Respuesta inmune de la mucosa frente a antigenos de bacterias comensales en Ell.
Representacion de la respuesta inmune anormal en la mucosa intestinal frente a Ags de la microbiota en
pacientes con Ell. Imagen adaptada de Xavier & Podolsky 2007.

En los ultimos anos se han logrado grandes avances en la comprensidon de estas patologia y
en el desarrollo de diferentes estrategias terapéuticas; los tratamientos anti-inflamatorios
disponibles actualmente, que consisten en inmunosupresores (esteroides, azatioprinas,
metotrexato), anti-inflamatorios (amino salicilatos) y anticuerpos anti-TNF-a (Infliximab), permiten
controlar el proceso inflamatorio y prolongar los periodos de remisién, mejorando la calidad de
vida de los pacientes. Sin embargo, un elevado numero de pacientes, aproximadamente 50%, no
responden a los tratamientos farmacoldgicos ni bioldgicos por lo cual se debe recurrir a los
métodos quirurgicos. Estos tratamientos no logran resolver el proceso inmunolégico, sino sélo
controlarlo y retrasar la aparicion de complicaciones, y esto esta intimamente relacionado con el
desconocimiento de la etiologia de estas patologias. Es por esto que continuar estudiando los

procesos inmunoldgicos subyacentes a estas patologias, intentar controlar los factores externos
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gue actuan como disparadores de estas enfermedades y desarrollar nuevas inmunoterapias, es

fundamental para lograr reducir la incidencia y mejorar el curso de las Ell.

MODELOS ANIMALES

Como se desprende de lo antes expuesto, el desarrollo de nuevas terapias anti-
inflamatorias, con una baja toxicidad, bajo costo y seguros para el pacientes son una necesidad
médica urgente para patologias crénicas como las AA y las Ell. Las nuevas terapias buscan re-
direccionar la respuesta inmune de manera de aliviar el foco inflamatorio y restablecer la
homeostasis intestinal (Strober et al. 2002; Bouma et al. 2003; Dalmasso et al. 2008; Kaser et al.

2010).

Dado que la experimentacion en humanos es limitada desde el punto de vista ético y por el
riesgo de reacciones adversas, el uso de modelos animales nos provee una herramienta
importante para el estudio de la patogénesis de diferentes enfermedades, como las AA 'y las Ell, y
para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. El desarrollo de terapias destinadas tanto a
la prevencion, como a la supresion de las multiples manifestaciones clinicas de una patologia,
requiere el conocimiento de su patogénesis y de los mecanismos moleculares y celulares
subyacentes. Es por ello que los modelos animales constituyen herramientas esenciales para
ahondar en el estudio de los mecanismos fisiopatogénicos subyacentes a las enfermedades

inflamatorias que afectan el intestino.

Los ratones son los animales de laboratorio predominantemente utilizados para estudiar el
desarrollo de diferentes enfermedades, especialmente por su tamafio, sus ciclos de reproduccién
cortos, la facilidad de la limpieza y mantenimiento, asi como por la relativamente facil
manipulaciéon genética en comparacion con otros animales. El largo tiempo de uso de modelos
murinos en investigaciéon, ha permitido el desarrollo continuo de herramientas celulares y
moleculares para permitir la investigacion de mecanismos de interés. Actualmente, los ratones
son la especie mas caracterizada desde el punto de vista bioldgico, inmunolégico y genético, y
existen multiples cepas, siendo los animales mas utilizados los ratones BALB/c, C57/BL6 y C3H/He)

(Gramberg et al. 2013).

A través de los modelos animales se ha logrado profundizar en el conocimiento de los
mecanismos moleculares y celulares de las AA y las Ell. En ambas patologias se ha caracterizado
una activacidon anémala de los linfocitos T y las teorias mas modernas postulan que podrian ser la

consecuencia de deficiencias a nivel de la regulacion del sistema inmune, involucrando
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principalmente las células Treg (Monteleone 2001; Krogulska 2010). El empleo de modelos
murinos ha permitido confirmar estas hipdtesis (Curotto 2008; Griseri 2010), y mediante la
manipulacion de la integridad de la barrera epitelial se ha logrado alterar la tolerancia natural, e
inducir inflamacion (Jurjus et al. 2004; McClain & Bannon 2006; Alex et al. 2009; Berin & Mayer
2009). Si bien existen modelos en ratén que desarrollan colitis en forma espontdnea, permitiendo
el estudio no sélo de los procesos inflamatorios sino de los mecanismos disparadores, los modelos
animales de AA han sido aplicados principalmente al estudio de la fase efectora, ya que los ratones
no desarrollan alergia en forma espontanea, y deben utilizarse diferentes herramientas para evitar
el desarrollo de tolerancia e inducir la patologia como explicaremos mds adelante (Berin & Mayer

2009).
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1. MODELO MURINO DE ALERGIA A LAS PROTEINAS DE LECHE DE VACA
1.1 Extractos proteicos

1.1.1 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 concentracidn (indicadas en
cada caso) segun el método en el que serian empleadas, en PBS pH 7.4 o buffer bicarbonato
pH 8.4, al momento de ser utilizadas. Se agitd hasta lograr la maxima disolucién y se filtré. Se

cuantificé el contenido proteico.

1.1.2 Proteina recombinante de Brucella abortus

Se utilizé la proteina de membrana externa Omp16, provista por el grupo de la Dra. Juliana
Cassataro (Instituto de Investigaciones Biotecnolégicas “Dr. Rodolfo A. Ugalde”, IIB-INTECH
UNSAM-CONICET; San Martin, Prov. Buenos Aires, Argentina). Brevemente, segln se describe
en Giambartolomei et al. 2004, las bacteria E.coli BL21 (DE3) competentes (Stratagene) fueron
transformadas con la construccién (pET-U-Omp16 con cola de histidina) y la Omp16 que se
obtuvo en forma recombinante fue expresada, y aislada por sonicacién. Posteriormente fue
purificada por cromatografia de afinidad empleando resinas de Ni-NTA. Para eliminar el LPS, la
Omp1l6 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). Se cuantificd el contenido proteico y se conservd

hasta su empleo a -80°C.

1.1.3 Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteinas totales en los extractos crudos de leche de vaca y en la fraccion
recombinante purificada se determind por micrométodo de Bradford (Bradford 1976) o
mediante el método de 4acido Bicinconinico (Pierce BCA Protein Assay), empleando
seroalbumina bovina como standard de proteinas para la curva de calibracién en ambos casos,

y siguiendo las indicaciones del fabricante.

1.2 Planes de inmunizacion

1.2.1 Sensibilizacion alérgica

Se utilizaron ratones BALB/c de 5-6 semanas de edad, provenientes del bioterio de la Facultad

de Ciencias Veterinarias de la UNLP, con certificado de salubridad para patégenos especificos.
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Los protocolos aplicados han sido aprobados por el Comité Interno para el cuidado y uso de los
animales de laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP. Para la
sensibilizacién se administraron en forma intragastrica (ig), empleando una sonda metdlica,
200ul de una solucion de antigeno (PLV) (100mg/ml en buffer bicarbonato de amonio 3% pHS8),
junto con 10ul de una solucion 1mg/ml de toxina colérica (Sigma) (TC) como adyuvante
mucosal. Dos horas antes de cada administracién se retird el alimento y 30 minutos antes se
les administré 200ul de la solucidon de bicarbonato de amonio, a fin de disminuir la acidez
estomacal. El plan de sensibilizacidon consistié en una administracion semanal, durante 6
semanas; 10 dias después de finalizada la sensibilizacidon se realizaron dos desafios orales
administrando 200ul de soluciones 100mg/ml de PLV, en dos dias consecutivos, a fin de
evaluar los signos clinicos (Esquema 1). Los ratones se agruparon en diferentes lotes:
Sensibilizado (que recibieron 6 dosis de PLV con TC, en las concentraciones antes descriptas,
durante el periodo de sensibilizacién), Control (que recibié 6 dosis de una solucion que sdlo
contenia PLV, en la concentracién antes indicada, durante el periodo de sensibilizacidon),
Tratamiento (recibieron PLV y TC al igual que el grupo sensibilizado, y diferentes tratamientos
previos o posteriores a la sensibilizacién). En todos los casos los animales fueron mantenidos
en el Bioterio del IIFP con foto periodo natural, en ambiente con temperatura de entre 18°Cy
24°C, con disponibilidad de agua y alimento estériles ad libitum. El alimento balanceado
empleado (Cooperacion, para rata y ratén, Cooperativas Argentinas) poseia proteina bruta
(minimo) 10%, extracto etéreo (minimo) 5%, fibra cruda (maximo) 6%, minerales totales
(mdaximo) 10%, calcio 1,3%, fésforo (disponible) 0,8%, humedad (maxima) 12%. Este alimento

no contenia en su composicion proteinas de leche de vaca.

| Sensibilizacién | Desafio oral
vl 4
\ \ | \ | \ | | | | \

{ ) Voo

Evaluacidn de la respuesta inmune

Tiempo

Esquema 1. Protocolo general de sensibilizacion de ratones a PLV. El protocolo de sensibilizacion consiste en la
administracion semanal de 20mg de PLV junto con 10ug de TC, durante 6 semanas, y la realizacién de dos
desafios orales en dias consecutivos, con 20mg de PLV. La respuesta inmune se evalia de diferentes formas
durante todo el protocolo.

1.2.2 Planes de modulacion
Para la optimizacién de la modulacion de la respuesta Th2 inducida durante la fase de

sensibilizacidn, se evaluaron las siguientes variables:
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R Agentes moduladores: se emplearon diferentes concentraciones de PLV en PBS o
buffer bicarbonato 3% pH 8 y proteina recombinante de Brucella abortus, Omp-16.

R Vias de administracion: intragastrica (ig) y sublingual (sl).

r Dosis, frecuencia y estrategias: Se probaron distintas dosis de los agentes moduladores
10pg, 10ng o 10ug de PLV o 50ug de Omp1l6; distintas frecuencias de administracion

(dias consecutivos o no) y en distintas etapas del plan (previo y post-sensibilizacion).
1.3 Desafio oral (DO)

Una vez concluido el plan de inmunizacién 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 sensibilizacién previa. Para esto se les administré 200ul de una solucién
conteniendo Unicamente PLV, por via ig en diferentes concentraciones (12,5-200mg/ml). Los
signos clinicos indicadores de la inducciéon de reacciones mediadas por IgE se registraron a
partir de los 15 minutos posteriores a la exposiciéon al antigeno alcanzando un pico
aproximadamente 45 minutos después de la aparicién del primer sintoma. Los animales fueron
observados durante la hora y media siguiente al DO por distintos observadores. Como se
describe mas adelante a cada signo clinico se le asignd un indice clinico de manera de semi-

cuantificar la respuesta clinica al DO.

1.4 Evaluacion de la respuesta inmune

1.4.1 Ensayos in vivo

1.4.1.a Evaluacion de signos clinicos post-DO

Para la evaluacion de los signos clinicos, se definid 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).

Puntaje Signos clinicos observados
0 Sin sintomas.
1 Rascado de nariz y cabeza y enrojecimiento alrededor de nariz y cabeza.

Hinchazén alrededor de ojos y boca, pelo erizado, baja actividad general

2 y/o baja actividad con aumento de frecuencia respiratoria.
3 Respiracion dificultosa, cianosis alrededor de la boca y cola.
4 Inactividad, convulsiones.

5 Muerte.

Tabla 1. Signos clinicos de hipersensibilidad inmediata. Tabla de puntajes asignados a los diferentes
signos clinicos.
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Luego de asignados los indices clinicos se considera el valor maximo alcanzado por
cada animal de cada uno de los lotes. Estos indices se determinan por dos
investigadores en forma independiente y a ciego.

1.4.1.b Prueba cutdnea

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 subcutdnea (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 activacion celular con la consiguiente liberacion de mediadores
pro-inflamatorios pre-formados en los granulos citoplasmaticos en forma inmediata.
La zona inflamada se evidencia experimentalmente mediante la extravasacién del Azul
de Evans al tejido circundante (coloracion azul de la piel). Este resultado es indicador
de un proceso mediado por IgE sdélo si la extravasacién del colorante se produce a los
minutos de inoculado el Ag por via sc.

Se inocularon por via sc, en la almohadilla plantar de las patas traseras, 20ul de una
solucién 4mg/ml de PLV en solucion fisioldgica (SF) estéril en una de las patas traseras
(esta concentracién se definié previamente por titulaciéon, encontrdndose que la
misma genera una respuesta positiva en ratones sensibilizados, y una respuesta
negativa en ratones control), y SF estéril como control negativo o histamina como
control positivo, en la pata contra-lateral, en diferentes ratones. Inmediatamente
después de la inyeccidn sc se procedid a la inoculacién iv de 100ul de Azul de Evans. Se
evaluaron distintas concentraciones de Azul de Evans (0,5%; 0,25%; 0,1% en solucién
fisioldgica) y se eligié la de 0,25% como la dptima para visualizar la reaccidn
inflamatoria (animales del lote sensibilizacidn), sin que se observen falsos positivos en
los animales del lote control.

Luego de 15-30 minutos se observo la aparicion de inflamacion y coloracién azul en la
zona de inoculacién, que se considerd positiva cuando la diferencia de espesor entre la
almohadilla plantar inoculada con el antigeno y la almohadilla plantar inoculada con el
control negativo (determinada mediante el uso de un calibre digital de precisién
0,01mm), fuera mayor a 0,3mm. En numerosas ocasiones se observd la coloracion azul
no sélo en la zona de inoculacién, sino también en zonas alejadas (orejas, hocico, boca,

patas, etc.), lo cual sugiere la presencia de una reaccion inflamatoria sistémica.
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1.4.2 Ensayos in vitro

Evaluacion de la respuesta inmune humoral

Los niveles séricos de diferentes isotipos de anticuerpos especificos para PLV fueron
determinados por métodos inmunoenzimaticos desarrollados en nuestro laboratorio (ELISA
indirecto o EAST) en los sueros provenientes de los ratones de los diferentes lotes.
Previamente se optimizé la cantidad de antigeno a utilizar para sensibilizar la fase sélida (PLV),
y la concentracién de anticuerpo secundario conjugado. Como control negativo se utilizd suero
proveniente de ratones no sensibilizados, fosas sin sensibilizar, o se omitié el anticuerpo
primario (suero).

1.4.2.a Determinacion en suero de IgE especifica de PLV por EAST

La determinacion de IgE especifica se realizd por EAST, para lo cual se prepard la fase

solida segln Ceska (Ceska 1981), y luego se procedié segun Docena (Docena et al.

1996).

Activacion de papeles con CNBr: se activaron papeles de celulosa como fase sdlida
para lo cual se sumergieron 20g de discos de papel de filtro (Whatman) de 5mm de
didmetro, en una solucién conteniendo 20g de CNBr en 500 ml de agua destilada, bajo
campana. Se llevé a pH10,5 con NaOH 1M. Luego se realizaron lavados sucesivos
utilizando las siguientes soluciones: NaHCOz 0,005M, 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.

Reaccidon inmunoldgica: para la determinacién de IgE especifica en el suero de los
ratones, se emplearon los discos de papel activados con CNBr; éstos fueron
sensibilizados con 1,75mg/ml de PLV en buffer 0,1M carbonato/bicarbonato pH 9.4. Se
incubaron los papeles con el extracto proteico durante toda la noche a temperatura
ambiente, luego éstos fueron lavados con buffer de sensibilizacion (buffer carbonato
pH9.4) y bloqueados con una solucion 0.05M de etanolamina durante 2 horas en
agitaciéon a temperatura ambiente. Los papeles sensibilizados y bloqueados se

guardaron en la heladera en PBS con azida sddica hasta su utilizacion.

Cada disco de celulosa sensibilizado y bloqueado, se incubd con 50ul de suero de ratén
sin diluir durante 16hs a 4°C. Luego de realizar los lavados, los papeles se incubaron

con 50ul del anticuerpo biotinilado anti-IgE de ratén (BD Pharmigen), llevado a una
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concentracién de 8ug/ml, utilizando como diluyente suero equino (SE) 3% en solucion
fisioldgica, durante 16 horas a 4°C. Se lavaron los discos nuevamente y se incubaron
con avidina conjugada a fosfatasa alcalina (SIGMA, 1:1000) durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente se agregaron 200ul de la solucidon de sustrato para-nitrofenil fosfato
(PNPP), deteniéndose la reaccidon 20 minutos mas tarde con 100ul de EDTA 0.1M. Se
midié la absorbancia a 405nm en el lector de placa (Sirio SAECS, Radim Company,

Italia).

1.4.2.b Determinacion en suero de IgGl e IgG2a especificos de PLV por ELISA
indirecto
Los isotipos IgG fueron determinados por ELISA , para lo cual se sensibilizaron placas

de microelisa de poliestireno (NUNC, Maxisorp) con 1 ug/fosa de PLV diluidos en 100ul
de buffer de sensibilizacién (buffer carbonato pH 9.4). Posteriormente se bloquedé con
SE al 5% en SF y se incubd con 100pl de los sueros diluidos 1:200 en diluyente (1 hora a
37°C). Luego se incubd con el anticuerpo secundario especifico obtenido en oveja,
segun el isotipo a determinar (Dako, 1:2000), conjugado a peroxidasa durante 1 hora a
37°C. Se agregaron 100ul de solucidn de sustrato/cromdgeno para peroxidasa (OPD-
H,0,). Después de 15 minutos la reaccion se detuvo con 50pul de H,SO4 2N y se midid la

densidad éptica a 492nm.

Evaluacion de la respuesta inmune celular

A fin de evaluar la respuesta inmune celular inducida durante la sensibilizacién y el

tratamiento, el dia posterior al DO, los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical, se

aislaron células de diferentes tejidos (bazo, ganglios mesentéricos, ganglios sublinguales o

intestino), y se realizaron diferentes ensayos.

1.4.2.c Procesamiento de tejidos para cultivo celular

Bazo: se extrajo el bazo de los ratones de los distintos lotes. Se disgregaron
mecanicamente hasta obtener una suspension celular en medio RPMI estéril. Se
realizo el recuento de células viables con el colorante vital Tripan blue, se centrifugd (5
min a 500xg) y se resuspendié el pellet celular en medio de cultivo RPMI estéril
suplementado con suero fetal bovino (SFB) 5% vy antibidticos (estreptomicina vy
penicilina) a razén de 8x10° células/ml (suspensién 2X). Esta suspensién fue cultivada

junto a los estimulos proteicos como se menciona posteriormente.
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Ganglios mesentéricos y sublinguales: los ganglios linfaticos mesentéricos (MLN) y
sublinguales (SLN) extraidos de los distintos animales fueron procesados en RPMI con
1mg/ml de colagenasa tipo IV (Sigma). Se disgregaron mecanicamente con la ayuda de
pinza y tijera, y se incubaron durante 30min a 37°C con agitacidn. Posteriormente los
ganglios fueron homogeneizados por pasajes a través de aguja y jeringa, y se
centrifugaron a 500xg durante 5min; luego las células se resuspendieron en RPMI
suplementado. Se realizé el recuento celular como se describié previamente para
bazo, y se sembraron 100l de la suspensién celular (2x10° células/fosa) en placa de

96 para analisis de citoquinas por citometria de flujo como se describe mas adelante.

Intestino delgado: para el aislamiento de linfocitos de lamina propia se empled Ila
técnica descripta previamente con algunas modificaciones (Dillon & MacDonald 1985).
Brevemente, los animales fueron sacrificados y se extrajo la porcidn correspondiente
al yeyuno. El intestino fue lavado dos veces insuflando PBS o solucidn fisioldgica con
ayuda de aguja y jeringa. Se abrid longitudinalmente la porcion de intestino y se lo
sumergié en una solucién de HBSS con 2% de SE y antibidticos. Se mantuvo en hielo
hasta el siguiente paso. Luego, las piezas de intestino se pasaron a una segunda
solucion de HBSS completo con 1mM de ditiotreitol (DTT) y 2% SE para eliminar el
mucus; se incubaron por 10min a 4°C. Posteriormente, se realizaron dos pasajes por
otra solucién de HBSS 2% SE y 2mM EDTA de manera de secuestrar calcio y permitir la
ruptura de las uniones estrechas entre las células epiteliales; se incubé durante 15min
a 37°C con agitacion por cada pasaje. Una vez separadas las células epiteliales, el tejido
fue disgregado mecanicamente con ayuda de bisturis y se pasd a una solucién de RPMI
con 1mg/ml de colagenasa tipo IV (Sigma), se incubd durante 30 min a 37°C con
agitacion y la suspensidon resultante fue filtrada, centrifugada (10min a 500xg) y
resuspendida en medio RPMI completo, o directamente en buffer staining (PBS, 2% de
SFB) para proceder con la marcacion celular para citometria de flujo, como se describe

mas adelante.
1.4.2.d Analisis de la produccion de citoquinas en células aisladas de bazo

Las células aisladas de bazo, como se describié anteriormente, fueron cultivadas en
placas de cultivo celular de 48 fosas (Cell Star®, GBO), empleando como medio de

cultivo RPMI suplementado con 5% de suero fetal bovino y antibidticos. Se colocaron
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500pl de la suspensién celular (4x10° células/fosa) y 500pl de una solucién 2X en RPMI
de PLV (2000ug/ml) como estimulo antigénico. Como control positivo del ensayo de
citoquinas secretadas por LT se cultivaron las células en fosas previamente
sensibilizadas con anti-CD3, o con medio RPMI como control negativo. Luego de 72
horas de cultivo a 37°C en atmodsfera controlada de CO,, se cuantificé en el
sobrenadante de los cultivos la presencia de citoquinas mediante el empleo de un

ELISA de captura indirecto de origen comercial.

1.4.2.e Marcacion celular intra-citoplasmatica para citometria de flujo

A partir de las células aisladas de los diferentes tejidos se realizaron cultivos celulares
en placas de 96 fosas (Cell Star®, GBO), colocando 200ul de la suspensién celular
(2x10° células/fosa) en presencia de Brefeldina A (inhibidor del transporte de proteinas
desde el reticulo endopldsmico al complejo de Golgi) a 37°C en atmosfera de CO, al 5%
durante 12hs. Pasado este tiempo las células fueron lavadas con buffer staining
(solucion 2% de suero fetal bovino en PBS), se bloquearon los receptores Fc con suero
normal de ratén durante 15min a 4°C, para luego detectar las proteinas de superficie
de interés con los anticuerpos especificos asociados a diferentes fluorocromos durante
30min a 4°C en oscuridad. Las células fueron lavadas y resuspendidas en buffer
fijacion/permeabilizacion (eBioscience) siguiendo las instrucciones del fabricante del
kit comercial para la tincion intra-citoplasmatica. Brevemente, una vez fijadas vy
permeabilizadas las células, se incubaron con la concentracién 6ptima del anticuerpo

anti-citoquina especifico conjugado a un determinado fluorocromo.

Las células fueron analizadas por citometria de flujo multiparamétrica, empleando un
citobmetro Becton Dickinson FACSCalibur. Las diferentes poblaciones celulares se

analizaron utilizando el software de analisis de citometria de flujo FlowJo 7.6.

1.4.2.f Andlisis de la produccidon de transcriptos para citoquinas y factores de
transcripcion por biologia molecular

Para evaluar los niveles de mRNA de diferentes citoquinas en diferentes tejidos, se
tomaron muestras de los tejidos y se conservaron a -80°C en 350ul de RNA/ater®
(Ambion®). Posteriormente, como se describe detalladamente mas adelante (3.2), se

procedid a la extracciéon de RNA, transcripcion reversa y finalmente amplificacion de
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diferentes genes por real time PCR. Los genes evaluados fueron: IL-5, IL-13, GATA-3,

IFN-y, T-bet, IL-10, Foxp3 y B-actina como gen constitutivo.

1.4.2.g Determinacion de citoquinas en tejidos por ELISA

Para evaluar la concentracion de citoquinas producidas a nivel local en la mucosa, se
tomaron muestras de yeyuno y se guardaron a -80°C hasta su procesamiento. El
extracto proteico y la determinacidn de citoquinas se realizaron como se describe mas

adelante (3.3 y 3.4).

1.4.3 Transferencia adoptiva de células T regulatorias
Linfocitos T regulatorios inducibles (iTreg) fueron generados in vitro o in vivo, y transferidos a
animales naive por via iv. Para demostrar su capacidad regulatoria in vivo, los animales a los
cuales se les realizd la transferencia celular fueron posteriormente sensibilizados como se
indicd en el punto 1.2. y se evaludé la respuesta inmune mediante los ensayos antes
mencionados (1.4.1y 1.4.2).
1.4.3.a Generacion in vitro de células iTreg
Se extrajo el bazo de ratones naive, y se disgregé en forma mecanica en esterilidad
utilizando medio de cultivo completo hasta obtener una suspensién celular . De la
misma fueron separadas células CD4'CD25  en asepsia por cell-sorting, citometria de
flujo (BD FACSAria 1l), empleando anticuerpos anti-CD4 y anti-CD25 conjugados
(eBioscience). Se realizé el recuento de las células purificadas, las que fueron
estimuladas con anti-CD3/anti-CD28 (2.5pug/ml y 2ug/ml respectivamente;
eBioscience) en presencia de IL-2 (20ng/ml, Preprotech) y TGF-B (5ng/ml, Preprotech)
por 5 dias. El fenotipo de las células Treg generadas ex vivo fue analizado por
citometria de flujo (expresion de FoxP3 y CD25) y ELISA (concentracién de IL-10 en el
sobrenadante de cultivo de las células diferenciadas).
Luego para la induccion de tolerancia, 1x10° células diferenciadas fueron inyectadas
por via iv en ratones receptores naive, los cuales fueron posteriormente sensibilizados
como ya se describio (1.2.1).
1.4.3.b Induccidn in vivo de células iTreg
Para la obtencidén in vivo de iTreg, ratones dadores recibieron por via ig diariamente
10mg/ml de PLV o solucion fisioldgica durante 5 dias; posteriormente fueron

sensibilizados con PLV+TC como fue descripto anteriormente en 1.2.1 (ratones

53



Materiales & Métodos

Maria Lucia Orsini Delgado

PLVprev). Linfocitos aislados de MLN fueron caracterizados por citometria de flujo
(CD4*CD25'FoxP3*IL-10%), e inyectados a razén de 4x10° células en ratén receptores
naive, los cuales fueron posteriormente sensibilizados. Como control, se transfirieron
células provenientes de MLN de animales que fueron sensibilizados, que y recibieron
PBS (en lugar de PLV) en forma previa a la sensibilizacion (PBSre,). Luego los ratones
transferidos fueron sensibilizados como se indicé anteriormente.

Para confirmar si el mecanismo modulatorio que revierte la respuesta alérgica es
mediado por las células CD4'CD25" Treg, las células CD25" fueron depletadas ex vivo
previo a la transferencia adoptiva de células: células aisladas de ratones sensibilizados
control (PBSprey) (sin Treg) o ratones tolerizados (PLVyre,) (con alto nimero de células
Treg) fueron incubadas con anti-CD25 obtenido en rata (eBioscience) o el isotipo
control correspondiente (eBioscience), con suero de rata, por 40 minutos a 4°C
(Smaldini et al. 2015). Las células remanentes fueron lavadas y se analizé su fenotipo
por citometria de flujo; posteriormente éstas fueron inyectadas en ratones receptores
naive, que luego fueron sensibilizados. Como control adicional, ratones receptores

fueron inyectados con PBS y posteriormente sensibilizados.

2. MODELOS ANIMALES DE COLITIS

2.1 Preparacion de reactivos inmunomoduladores
2.1.1 Solucién de Acido 2,4,6 trinitrobencensulfénico (TNBS)
Se utilizdé TNBS 1M (Sigma Aldrich) para preparar soluciones de TNBS de diferente

concentracion (25-50 mg/ml) en etanol al 50%, dependiendo del protocolo a aplicar.

2.1.2 Péptidos de Amaranthus hypocondriacus

Se utilizé un péptido aislado de la semilla de amaranto (Amaranthus hypocondriacus)
previamente caracterizado por el grupo, de secuencia SSEDIKE, al que llamaremos P2 (Moronta
et al. 2016). El péptido producto de una digestion simulada, fue aislado por HPLC, secuenciado
por MALDI-TOF y posteriormente sintetizado. La sintesis peptidica se realizé mediante la
técnica de sintesis peptidica en fase sélida (solid phase peptide synthesis -SPPS), (Merrifield
1963). Luego de la escision de los péptidos de la resina del soporte sélido, los péptidos se
purificaron por RP-HPLC usando una columna Kromasil 100-5 C18, 4,6x250mm, 5um
(AkzoNobel, Sweden). Se utilizaron como solventes de corrida el buffer A con 0,1% TFA en
agua destilada y el buffer B con 0,1% TFA en acetonitrilo. Se utilizé un gradiente lineal de 10% -

50% en buffer B en un tiempo de elucion de 11 min, con un flujo de elucién de 1ml/min.
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Posteriormente, las muestras se analizaron a través de un espectrometro de masas de

ionizacion por electro-espray (ESI-MS), registrandose una pureza mayor a 98%.

2.1.3 Cenizas volcanicas

Se pesaron 100g de cenizas volcanicas obtenidas en la ciudad de San Carlos de Bariloche (Rio
Negro, Argentina), luego de la erupcién del volcan Puyehue en 2011, y se agregaron 2 litros de
agua corriente. Se dejo en agitacion durante una semana para asegurar la disolucién de
aquellos componentes solubles presentes en las cenizas. Luego se dejé decantar durante 1hy
se tomd el sobrenadante, el cual presentaba particulas en suspension. Se separd el

sobrenadante en botellas de vidrio y se procedio a la esterilizacidon en autoclave (Figura 11).

/-\ 2 litros de agua

100g de cenizas

1 x
"\ |

———) Dcjar decantar durante una hora  ee———f l -
Agitacion L=
e 1 semana Transferir sobrenadante
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Y
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Figura 11. Preparacion de agua de bebida con cenizas volcanicas. Protocolo de
preparacién de agua de bebida con cenizas volcénica, se pesan 100g de cenizas, se
trituran con mortero y se transfieren a Erlenmeyer con 2 litros de agua corriente. Se deja
en agitacion durante 1 semana, posteriormente se deja decantar durante 1 hora, se
toma el sobrenadante, se separa en botellas y se esteriliza en autoclave.

Para analizar el tamafio y la composicion de las cenizas volcdnicas, se tomé una muestra de las
cenizas volcanicas secas y una muestra del sobrenadante previamente preparado como se
explicd anteriormente, la cual se secd en estufa. Las muestras fueron esparcidas en un
portaobjetos de Cu-Zn sobre cinta doble faz de grafito. Para el analisis de la composicién se
utilizé un Microscopio electrénico de barrido ambiental (ESEM) Modelo FEI ESEM Quanta 200
(Servicio de microscopia electrénica de barrido y microanalisis, Departamento de Mecanica,
Facultad de Ingenieria, UNLP). Se trabajé en bajo vacio y se determiné en forma semi-
cuantitativa la composicion elemental de la muestra, por la técnica de espectroscopia

dispersiva de energia.

2.2 Induccidn y modulacidn del proceso inflamatorio

Se utilizaron ratones BALB/c de 5-6 semanas de edad, que fueron mantenidos en el bioterio

del IIFP, con ciclos de luz/oscuridad natural, a 20-24°C y con agua y comida ad libitum. Sobre
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estos animales se aplicaron diferentes protocolos para inducir un proceso inflamatorio en el
colon.

2.2.1 Modelo agudo de colitis

Para la induccidn del proceso inflamatorio agudo, los animales fueron instilados por Unica vez
por via intra-rectal (i.r.) con 100ul de una solucién entre 25-50mg/ml (segun el lote) de TNBS,
en etanol 50%, o sélo etanol 50% como control. Los ratones se agruparon en diferentes lotes
segln el estimulo recibido: TNBS, Control (Etanol), Tratamiento (segin el tratamiento
recibido). Los animales fueron sacrificados una semana después de la instilacion. Durante el
protocolo experimental los animales fueron evaluados en cuanto a su peso corporal y la

manifestacion de diferentes signos clinicos.

A S S A A A A 0 A S

| Pesaje y evaluacion de parametros clinicos |

Esquema 2. Protocolo general de instilacion i.r. de TNBS para induccidn de colitis.

2.1.2 Modelo crénico de colitis

Para la induccién del proceso inflamatorio crdnico, el protocolo consistié en 1 instilacién i.r.
cada 2 semanas, un total de 6 veces, con concentraciones de TNBS que oscilaron entre 25-50
mg/ml en cada instilacion. Durante todo el protocolo se monitored el peso corporal y signos de
diarrea. Los ratones se agruparon en diferentes lotes segun el estimulo inflamatorio recibido:
TNBS o Control (Etanol). Los animales fueron sacrificados 15 dias después de la ultima

instilacion.

2.1.3 Modelo de colitis empleando cenizas volcanicas

Animales naive, recibieron agua de bebida con cenizas volcanicas, como se describid
previamente, durante 2 semanas consecutivas. Los grupos control recibieron agua corriente
esterilizada; las botellas de agua con cenizas fueron agitadas dos veces por dia para mantener
las particulas en suspensidn. El dia 7 se realizé una unica instilacién por via i.r. de 100ul de
TNBS 35mg/ml en etanol al 50%, flagelina de Salmonella typhimurium (FliC) 1,8mg/ml en PBS,
o etanol al 50% como control. Dependiendo del estimulo inflamatorio recibido los animales se
agruparon en diferentes lotes: TNBS, Control (Etanol) o flagelina (FliC), con o sin cenizas en el

agua de bebida.
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2.3 Evaluacidn de la respuesta inflamatoria

2.3.1 Ensayos in vivo
2.3.1.a Monitoreo del peso corporal
Los animales fueron pesados diariamente o 3 veces por semana dependiendo del
modelo. Los pesos registrados para cada ratén fueron graficados como porcentaje
respecto al dia -1.
2.3.1.b indice de actividad de la enfermedad (DAI)
Se evalud la presencia de diarrea y sangre en materia fecal diariamente o 3 veces por
semana segln el modelo. Con estos datos, junto al del peso corporal, se asigné un
puntaje que indica el indice de actividad de la enfermedad (DAI), con valores que
oscilan entre 0 (sin signos clinicos) y 12 (enfermedad grave). Por lo tanto el DAI
considera la pérdida de peso corporal (pp), la consistencia de la materia fecal (CMF) y
la presencia de sangrado (S), otorgandose un puntaje segun corresponda y el valor

total es la suma de los tres puntajes (Tabla 2).

Pérdida de peso Puntos | Consistencia de materiafecal Puntos
Sin pérdida 0 Normal 0
1 - 5% de pérdida 1 MF blanda 2
5 - 10% de pérdida 2 Diarrea acuosa 4
10 — 15% de pérdida 3 Sangrado Puntos
> 15% de pérdida 4 Sin sangrado 0
Sangrado leve 2
DAI=pp+CMF +5S Sangrado marcado 4

Tabla 2. indice de actividad de la enfermedad DAI. Puntaje asignado teniendo en cuenta diferentes
pardmetros clinicos.

2.3.2 Ensayos ex vivo e in vitro
2.3.2.a Evaluaciéon macroscoépica del colon
Luego de sacrificados los animales, se extrajo el colon, se midié su longitud (cm), se
evaluo el aspecto (engrosamiento, presencia de sangre), se limpio suavemente con PBS
estéril para eliminar la materia fecal, se secé sobre una servilleta de papel para
eliminar el exceso de PBS, y se procedio a pesarlo en balanza analitica con precisiéon
0,1mg. Se calculd la relacion peso/longitud (mg/cm) y se graficd para evaluar las

diferencias entre los distintos grupos.
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2.3.2.b indice de actividad histolégica (HAI)

Las muestras de colon se procesaron como se indica en el punto 3.1. A partir de los
cortes tefiidos con H&E, se evalué en forma semi-cuantitativa por microscopia la
presencia de infiltrado celular y de dafo epitelial y, teniendo en cuenta la magnitud de
los mismos se establecié un puntaje que oscila entre 0 (sin dafio) y 8 (dafio extenso
con pérdida de estructura). El indice de actividad histoldgica es el resultado de la suma
de los puntajes individuales correspondientes al infiltrado y dafio epitelial, calculados

segln la Tabla 3.

Daiio epitelial Puntos Infiltrado Puntos
Ninguno 0 Ninguno 0
Minima pérdida de células caliciformes 1 Infiltrado alrededor de la base de las criptas 1
Pérdida importante de células caliciformes 2 Infiltrado en la muscularis de la mucosa 2
Pérdida minima de criptasy extensa de 3 Extenso infiltrado en la muscularis de la 3
células caliciformes mucosa y edema
Pérdida extensa de criptas 4 Infiltrado de la submucosa 4

HAI= DafioEpitelial + Infiltrado

Tabla 3. indice de actividad histolégica (HAI). Puntaje asignado teniendo en cuenta diferentes
parametros histolégicos.

2.3.2.d Andlisis de la expresion de transcriptos correspondientes a citoquinas y
factores de transcripcion por biologia molecular

Se tomaron muestras de colon de 1cm de longitud y se conservaron en 350ul de
RNA/ater® (Ambion®) a -80°C hasta su procesamiento. Posteriormente, para
determinar los niveles de transcriptos, se realizdé una extraccién de RNA, transcripcidon
reversa, y finalmente amplificacidn de diferentes genes por real time PCR. En este caso
los genes evaluados fueron: IL-1B, IL-6, TNF-a, Ccl20, T-bet, IFN-y, GATA-3, IL-13,
RORyt e IL-17A.

2.3.2.e Anailisis de la concentracidn de citoquinas en tejidos por ELISA

Se tomaron muestras de colon y se guardaron a -80°C hasta su procesamiento. El
extracto proteico y la determinacién de citoquinas se realizaron como se describe mas
adelante (3.3 y 3.4).

2.3.2.f Anilisis de la actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO)

Sobre porciones de colon de 1-2cm de longitud; luego de limpiarlos con PBS y pesarlos,
se agregaron 250ul de buffer MPO (buffer 50mM de acetato de sodio pH5.4). Las

muestras se disgregaron en forma mecanica empleando un homogeneizador
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Ultraturrax (IKA®T10 basic ULTRA-TURRAX®), luego se centrifugaron durante 5min a
10.000xg. En el sobrenadante se determind la actividad de la enzima MPO. En una
placa de ELISA se realizd6 una curva standard utilizando Peroxidasa comercial en el
rango de 40 - 0,625ug/ml (con actividad 60 unidades de purpurogalina/mg a 20°C). Se
colocaron 100ul por fosa de estdndar o muestra, y luego se agregaron 100ul de
tetrametilbencidina (TMB) (eBioscience). Se incubd durante 30min a 37°C, y se detuvo
la reaccion mediante el agregado de 50ul de &acido sulfdrico 2N. Se midié la
absorbancia a 450nm y en base a la curva standard se determind la actividad
enzimdtica de la muestra. El resultado final se expresé como unidades de
purpurogalina en relacion al peso del tejido. (A todas las soluciones se les agregd un

cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma) antes de utilizarlas).
3. TECNICAS GENERALES

3.1 Preparacion de muestras para histologia

3.1.1 Fijacion e inclusion en parafina

Los tejidos se fijaron durante 24hs en formol 10%. Luego se colocaron en canastillas y se
enjuagaron con agua corriente durante 15min. Posteriormente se procedié a deshidratar los
tejidos colocandolos durante 1h en cada solucién de etanol de concentracidn creciente (50%,
70%, 96% y 100%), y finalmente 90min en xilol. Una vez finalizado el proceso de
deshidratacion, se procedid a la inclusidn del tejido en parafina, para ello se colocaron las
canastillas con los tejidos durante 1h en parafina fundida a 60°C, y luego se colocaron los

tejidos en un molde con parafina fundida durante 1h mas y finalmente se dejé solidificar.

3.1.2 Coloracién con Hematoxilina y Eosina (H&E)

Sobre las muestras incluidas en parafina se realizaron cortes de 5um de espesor con
microtomo y se colocaron sobre vidrios positivados con poli-L-Lisina. Los vidrios con las
muestras fueron colocados en estufa a 60°C durante 30min (hasta fundir la parafina). A
continuacion se procedié a desparafinar las muestras colocando los vidrios en xilol durante
15min, para luego rehidratar los cortes de tejido colocando los vidrios durante 1min en
soluciones de etanol de diferente concentracion (100%, 96%, 70% y 50%). Luego se
transfirieron las muestras a agua y se procedié a colorear los nucleos con Hematoxilina de Gill
(Biopur) durante 6min. A fin de diferenciar el colorante se procedié a enjuagar los tejidos en

agua corriente durante 3min. A continuacion, se enjuagaron los cortes con abundante agua
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destilada y se colored el resto del tejido en Eosina (Biopur) durante 3min; luego de enjuagar
con agua corriente los vidrios, se procedié a deshidratar las secciones de tejido sumergiendo

los vidrios en soluciones de etanol de concentraciones crecientes y finalmente en xilol.

3.1.3 Coloracidn tricrémica de Masson

A partir de las muestras incluidas en parafina se realizaron cortes de 5um de espesor que se
colocaron sobre vidrios positivados con poli-L-Lisina y luego se desparafinaron y rehidrataron
como se explicé anteriormente. Luego se transfirieron las muestras a agua y se procedidé a
colorear los nucleos con Hematoxilina (Weigert) por 5min. A fin de diferenciar el colorante se
procedid a enjuagar los tejidos en agua corriente durante 5min. A continuacion se enjuagaron
los cortes con abundante agua destilada, y se transfirieron al colorante fucsina-escarlata
(compuesto por 90ml de escarlata de Biebrich 1% en agua destilada, 9ml de fucsina acida 1%
en agua destilada y 1ml de acido acético glacial), durante 5min. Posteriormente se enjuagaron
los cortes con abundante agua destilada por 5min. Para asegurar una correcta tincién con el
colorante verde luz, y comenzar la diferenciacién del colorante fucsina-escarlata, se colocaron
los vidrios en acido fosfomolibdico 5% en agua destilada, durante 15min, y posteriormente se
transfirieron al colorante verde luz 2%, donde se dejaron durante 10min. A continuacion se
enjuagaron los cortes rdpidamente en agua destilada, y se pasaron a una solucién de acido
acético 1% en agua destilada, durante 3min, para diferenciar el colorante verde luz. Luego se
procedio a deshidratar las secciones de tejido sumergiendo los vidrios en soluciones de etanol
de concentraciones crecientes y finalmente en xilol. Las muestras se montaron entre

portaobjetos y cubreobjetos empleando balsamo de Canada.

3.2 Técnicas de biologia molecular

Se estudid la expresion de diferentes genes en muestras provenientes de diferentes tejidos de
los ratones.

3.2.1 Extraccion de RNA

Para la obtencion de RNA total se colocé el tejido en buffer lisis comercial, y se lo homogeneizd
mecdnicamente mediante el empleo de un homogeneizador de tejidos (UltraTurrax). Para su
aislamiento se utilizd el kit /llustra RNAspin mini isolation kit, (GE, Healthcare Germany)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células son lisadas en buffer RA1, 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
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de RNA. Luego se realizan lavados sucesivos para eliminar las sales y los diferentes
componentes celulares y por ultimo se eluye el RNA con agua libre de RNasa.

Para cuantificar y determinar la calidad del RNA extraido se analizé espectrofotométricamente
midiendo la absorbancia (A) a 260 y 280nm. La relacidn Ayeo/Azso entre 1,7 y 2,0 indica un
grado de pureza aceptable, mientras que relaciones menores indican contaminacién con
proteinas. Para la cuantificacion de RNA, se utilizd el valor de absorbancia a 260nm y se
considerd una unidad de absorbancia como equivalente a 40ug/ml de RNA, por lo cual [RNA] =

40 pg/ml x Ayeo X (1/dilucion).

3.2.2 Reaccion de transcripcion reversa (RT)

Esta técnica se basa en la obtencién de DNA complementario a partir del RNA mensajero
(Mullis 1990), utilizando la enzima transcriptasa inversa (M-MLV). Para ello se siguid el
siguiente protocolo: se mezclé 1ug de RNA total con 1ul de random primer (10ug/ul), y agua
libre de RNasas de manera de tener un volumen final de 12pl, la mezcla se incubé 5min a 70°C
para desnaturalizar el RNA e inmediatamente se enfri6 a 4°C, proceso mediante el cual
hibridaron los primers. Luego se agregd una mezcla con 4ul de buffer de la transcriptasa
inversa, 1,5ul de DTT 100mM, 0,5ul de inhibidor de nucleasas de RNA, 1ul de dNTPs y 1ul de Ia
enzima SuperScript Il (Invitrogen). Las muestras fueron incubadas en el termociclador
(Mastercycler® gradient, Eppendorf) a 37°C por 45min, a 70°C durante 15min para terminar la
reaccion y luego fueron enfriadas a 4°C. El cDNA obtenido fue guardado a -20°C hasta su

empleo.

3.2.3 PCR en tiempo real (qPCR)

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

En cada ciclo la cantidad de ADN se duplica y, en condiciones ideales, en un ciclo dado (n), el
numero de copias de ADN (N,) podria calcularse segun la ecuacion N,=Ngx2n, donde Ng es el
numero de copias inicial. El crecimiento exponencial del nimero de copias de ADN ocurre
hasta que los reactivos se agotan y/o se produce inhibicién por producto. La qPCR se llevé a
cabo en un ciclador térmico (iCycler Thermal Cycler 170-8731, BioRad) que tiene acoplado un
detector éptico que mide la fluorescencia en cada ciclo y en cada reaccién individual. En la

técnica empleada en este trabajo, se utilizé el indicador SYBR Green que emite fluorescencia al
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unirse al ADN doble cadena por lo cual detecta la amplificacion en tiempo real. De esta
manera, se obtiene para cada reaccién individual una curva de amplificacién, que se define

como la curva de fluorescencia en funcidn del nimero de ciclos (Figura 12).

Fluzrescance (455-3104

3 10 16 20 % 30 5 40
Cycles

Figura 12. Curva de amplificacion obtenido con un sistema SYBR Green para un gen

dado en diluciones seriadas de una muestra por duplicado.

En estas curvas se distinguen tres fases: 1) una fase inicial en la que, debido a una cantidad adn
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 declinacién,
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 observard un aumento
significativo de fluorescencia en el curso de la reaccién. La fase inicial de la curva de
amplificacién define una linea de base por encima de la cual se detecta la acumulacién del
producto de PCR. Al establecer arbitrariamente una linea umbral por encima de esta linea de
base, se define el ciclo umbral, caracterizado como CT, 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 expresidon constante. En este caso se empled B-actina para estandarizar la
cantidad total de cDNA. En la Tabla 4 se describen los genes de interés analizados. Se grafico el
valor correspondiente a “veces de incremento” (Fl) de los niveles de mRNA (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 muestras de animales del lote control correspondiente
segun el caso y de animales de los demads lotes (ACts), para establecer una variacién en la
expresion. Por lo tanto lo que se cuantificd es la variacidn de los niveles de un transcripto

respecto a los de un animal control.
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3.2.4 Primers

Los primers para los distintos genes utilizados en este trabajo fueron disefiados mediante Ila

secuencia especifica reportada para cada transcripto en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene. El

disefo se realizé empleando el software PearlPrimer v.1.1.20. Los primers fueron disefiados
Unicamente con regiones exdnicas con el fin de evitar una probable amplificacién inespecifica
de DNA gendmico. Para asegurarnos la especificidad de los primers, se realizé en cada caso un
alineamiento basico local (nucleotide BLAST), utilizando la base de datos del NIH,

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

A continuacién se muestra la lista de primers utilizados, y las secuencias de los mismos.

Gen Nomenclatura Secuencia (5’ > 3’)
IL-1B Fwd il-1b TGGGTATTGCTTGGGATCCA
Rvil-1b AATCTATACCTGTCCTGTGTAATGAAAGAC
IL-6 Fwd il-6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA
Rv il-6 AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
TNF-a Fwd tnf-a CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA
Rv tnf-a CCTCCACTTGGTGGTTTGCT
CCL20 Fwd ccl20 TTTTGGGATGGAATTGGACAC
Rv ccl20 TGCAGGTGAAGCCTTCAACC
IFN-y FWfi ifn-g TGGCATAGATGTGGAAGAAAAGAG
Rv ifn-g TGCAGGATTTTCATGTCACCAT
T-bet Fwd T-bet CTACATGCTCTGTGAATCAG
Rv T-bet CATCTTTTCTTATTTTGGTG
IL-5 Fwd il-5 TACTCATAAAAATCACCAGC
Rv il-5 TTATTAATGACAGGTTTTGG
IL-13 Fwd il-13 ACATCACACAAGACCAGACT
Rvil-13 TTTGTTATAAAGTGGGCTAC
GATA-3 Fwd GATA-3 TGTCCAGTCAGTAACTTTCA
Rv GATA-3 CAGTCACCTGAGTCTTCTCT
IL-17A Fwd il-17a TCCAGAATGTGAAGGTCAACC
Rvil-17a CTTCATTGCGGTGGAGAGTC
ROR-yt Fwd ror-gt TACTGAAAGCAGGAGCAATGG
Rv ror-gt GTGGTTGTTGGCATTGTAGG
IL-10 Fwd il-10 GGACTTTAAGGGTTACTTGG
Rvil-10 CAAATGCTCCTTGATTTCTG
TGF-B Fwd tgf-b1 AACCAAGGAGACGGAATACAG
Rv tgf-bl CTGATCCCGTTGATTTCCAC
B-actina Fwd b-act CGTCATCCATGGCGAACTG
Rv b-act GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT

Tabla 4. Secuencias de oligonucledtidos (primers) usados para la amplificacion de genes murinos
a partir de muestras de ratén.
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3.3 Extraccion de proteinas a partir de tejidos

Para determinar y estandarizar la concentracién de citoquinas en yeyuno o colon, las muestras
de tejido a analizar fueron pesadas. A continuacién se agregaron 200ul de buffer lisis (Hepes,
EDTA, KClI y Nonidet P40), y se procesaron las muestras mediante el empleo del
homogeneizador de tejidos; las muestras se incubaron durante 15min a 4°C. Luego se
centrifugaron a 8.000xg por 30min a 4°C, se recolectaron los sobrenadantes y se midié para
cada muestra la concentracion de proteinas por BCA. Los extractos se alicuotaron y se
guardaron a -80°C hasta el momento de cuantificar las citoquinas por ELISA. Finalmente se
expreso el resultado como pg de citoquina/g de tejido. (A todas las soluciones se les agregé un

cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma) antes de utilizarlas).
3.4 Determinacion de citoquinas por ELISA

Se cuantificé en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos o en extractos proteicos obtenidos
a partir del procesamiento de los tejidos la presencia de diferentes citoquinas mediante el
empleo de ensayos comerciales de ELISA de captura indirecto: interferon gamma (Mouse IFN-y
ELISA, Ready-SET-Go!, eBioscience), IL-5 (Mouse IL-5 ELISA , Ready-SET-Go!, eBioscience), IL-13
(Mouse IL-13 ELISA, Ready-SET-Go!, eBioscience), IL-10 (Mouse IL-10 ELISA, Ready-SET-Go!,
eBioscience), TGF-B (Mouse TGF-B ELISA, Ready-SET-Go!, eBioscience) e IL-1B (Mouse IL-1
ELISA, Ready-SET-Go!, eBioscience).

Se introdujeron algunas modificaciones técnicas al protocolo indicado por el fabricante para
optimizar el ensayo en funcién de las concentraciones de citoquinas presentes en los
sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos o en los tejidos. Brevemente, se sensibilizaron
las placas de ELISA (NUNC, MaxiSorp) con 100ul/fosa del anticuerpo de captura
correspondiente a cada caso en una concentracidén de 1.25ug/ml para IL-5 e IFN-y, 4ug/ml de
IL-13, IL-10, TGF-B e IL-1B en buffer de sensibilizacion pH9.0, durante 12hs a 4°C. Luego se lavd
y se realizo el bloqueo con 200ul/fosa de “Buffer Assay” (PBS con BSA 0.5%, pH 7.4) durante
1h a 37°C. Luego de los lavados correspondientes, se agregd 100ul/fosa de sobrenadante de
cultivo o de extracto proteico de tejido; paralelamente se procesaron los estandares de
citoquina de cada kit para construir la curva de calibracidn (provistos por el kit), durante 1h a
37°C o0 16hs a 4°C. Tras realizar los lavados se agregaron 100ul/fosa del anticuerpo secundario
(anti-ratén IFN-y-biotinilado 0.125ug/ml, anti-ratéon IL-5 biotinilado 0.10ug/ml, anti-ratén IL-
13-biotinilado 0.0625ug/ml, anti-raton IL-10-biotinilado, anti-ratén TGF-B-biotinilado o anti-

raton IL-1B-biotinilado) durante 1h a 37°C. Finalmente, se realizd una incubacién de 30min a
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37°C con Streptavidina-HRP (0,15ug/ml). Se empleé TMB comercial como sustrato y luego de
detener la reaccién con H,SO,4 2N se midié la densidad 6ptica a 450nm. La concentracion de
citoquinas en el sobrenadante de cultivo se calculé a partir de la curva de calibracion

construida con los estandares (DO 450nm vs. Concentracién de citoquinas en pg/ml).

3.5 Anadlisis estadistico

Los graficos y el andlisis de datos de los diferentes ensayos fueron realizados mediante el
programa GraphPad Prism versién 5.00 para Windows (San Diego California USA). Los anlisis
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. En
algunos casos en que sélo fueron comparados dos grupos se realizé la prueba t de Student no

pareado.
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INTRODUCCION

Las alergias alimentarias (AA) IgE-mediadas, afectan aproximadamente a un 4-8% de los
nifos y a un 3-4% de los adultos pudiendo definirse dos fenotipos de pacientes: aquellos con
alergia transitoria y aquellos con alergia persistente. Estos Ultimos presentan mayores dificultades
a la hora de intentar revertir la patologia y, a pesar de los esfuerzos por desarrollar diferentes
estrategias terapéuticas que permitan la desensibilizacion de los pacientes y la recuperacion
temprana de la tolerancia oral, actualmente el Unico tratamiento aceptado para las AA sigue
siendo la eliminacién estricta del alergeno de la dieta, el asesoramiento nutricional y el
tratamiento de los efectos adversos en caso de exposicién accidental al alergeno, siendo
necesario, en los casos de pacientes con antecedentes de anafilaxia, contar con epinefrina para

controlar los sintomas graves de esta afeccion (Nowak-Wegrzyn & Sampson 2011; Berin 2014).

Como hemos explicado anteriormente, en pacientes con AA, se observa una fuerte
respuesta celular Th2-mediada que induce la generacidon de anticuerpos IgE antigeno-especificos
(Berin & Mayer 2013). Probablemente este estado sea la consecuencia de fallas en nivel de la
tolerancia inmune, dado que se han hallado defectos cuantitativos o cualitativos en las células
Treg. Como estrategia para intentar revertir esta falta de tolerancia hacia los antigenos de la dieta,
se han desarrollado las IT, que se definen como tratamientos basados en la modulacién de la
respuesta inmune. Dentro de éstas se encuentran las IT alergeno-especificas, que se basan en la
administracidon controlada de dosis crecientes de la proteina alergénica a pacientes alérgicos IgE-
dependientes hasta alcanzar un estado en el cual logran tolerar la exposicidon natural al alergeno.
Durante su desarrollo se requiere la supervisién médica. El objetivo final es alcanzar una dosis de
mantenimiento de este estado, que se continle por el mayor periodo de tiempo posible, y que
garantice la no-reactividad frente a la exposicién al alergeno una vez finalizado el tratamiento,
incluso después de semanas, meses o afios de no estar expuesto al mismo (Wang & Sampson
2013). A diferencia de la tolerancia, la desensibilizaciéon a un alergeno depende de la ingesta
regular del mismo, y la discontinuacidn lleva a la pérdida o disminucién del efecto protector. Por lo
tanto, dependiendo del individuo y de factores aun no del todo conocidos, una IT puede llevar
generar en el paciente un mecanismo de desensibilizacion, en el cual se requiere mantener la
administracion controlada del alergeno para evitar reacciones de hipersensibilidad, o de
tolerancia, en el cual el paciente discontinua el tratamiento y mantiene la falta de respuesta al

alergeno durante su exposicion natural al mismo. Dentro de las terapias alergeno-especificas mas
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estudiadas se encuentran la inmunoterapia oral (ITO) y la inmunoterapia sublingual (ITSL), que

emplean tanto alergenos nativos como recombinantes.

La ITO consiste en la administracion regular de bajas dosis del alergeno por via oral, que
van incrementandose gradualmente hasta alcanzar una dosis de mantenimiento. El estudio de la
ITO se remonta a principios del siglo XX, cuando Schofield reporté haber tratado a un paciente con
alergia al huevo a través de la administracion oral de pastillas con muy bajas dosis de huevo crudo,
que fue aumentando paulatinamente hasta lograr la desensibilizacion luego de 8 meses de
tratamiento; posteriormente varios casos han sido publicados, en los que se logré evidenciar la
instauracién de una desensibilizacidn. Sin embargo, ya se sabia en ese entonces que en muchos
casos se generaba tolerancia en forma espontanea con la edad, y lo que se proponia era que a
través de la ITO se podia inducir tolerancia en forma mds temprana (Edwards 1940). Los avances
logrados en los ultimos afios han determinado que la ITO como tratamiento para revertir en forma
permanente la alergia, haya tomado cada vez mas importancia en la practica clinica. A pesar que
en diferentes trabajos se ha logrado una mejoria en los pacientes tratados, la baja cantidad de
pacientes incluidos es los ensayos clinicos asi como el no empleo de placebo (Caminiti et al. 2009),
ha determinado que se deban ampliar el nimero de estudios. En aquellos casos en que se ha
estudiado una cantidad de pacientes adecuada, realizando los controles correspondientes, sélo se
puede definir un estado de desensibilizacion alcanzado debido a que el porcentaje de pacientes
gue desarrollaron tolerancia en el grupo de pacientes tratados y en el grupo que recibia placebo
era similar (Staden et al. 2007), una vez finalizada la ITO aquellos pacientes que lograron tolerar la
ingesta del alergeno, siguieron en contacto con el mismo, con lo cual no se puede asegurar que se
haya generado tolerancia en forma permanente (Skripak et al. 2008; Varshney et al. 2011), o, lo
gue es mas importante en base a las definiciones enunciadas, en los casos en que se ha evitado la
ingesta del alergeno una vez finalizada la ITO, se ha reportado la reaparicién de sintomas frente a
una nueva exposicién al mismo (Keet et al. 2012; Syed et al. 2014). Sin embargo, lo mds relevante
en la ITO, razoén por la cual no existen guias de tratamientos estandarizadas y aprobadas para su
uso en la practica clinica, son las reacciones adversas que generan durante el tratamiento, lo que
genera el abandono del tratamiento por parte de los pacientes afectados. Esto determina
actualmente que, a pesar de los multiples estudios realizados y los avances logrados, la ITO siga
siendo un tratamiento experimental, y que no existan tratamientos aprobados para su uso clinico

(Berin & Mayer 2013).
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Por otro lado la ITSL consiste en la administracién de bajas dosis del alergeno, en el orden
de microgramos a miligramos, bajo la lengua evitando la deglucion, al menos durante cierto
tiempo (Henson & Burks 2012). Si bien la ITSL ha demostrado ser efectiva y segura para el
tratamiento de alergias respiratorias IgE-mediadas (Lin et al. 2013), el primer reporte de ITSL para
alergias alimentarias es muy reciente (2003), en el que una paciente con alergia severa al kiwi, que
habia presentado episodios de anafilaxia, luego de 2 meses de tratamiento escalonado logré
tolerar la ingesta de kiwi sin presentar manifestaciones clinicas (Mempel et al. 2003).
Posteriormente se han realizado diferentes protocolos de ITSL, registrdandose en 2005 el primer
trabajo doble-ciego con control de placebo (Enrique et al. 2005); en ellos se ha demostrado que la
ITSL es una opcién segura para el tratamiento de las AA gracias a las bajas dosis empleadas en
comparacion con la ITO (menor a 10mg de proteina en ITSL, y del orden de los 4g de proteina en
ITO) para inducir los mecanismos de tolerancia, lo que implica un menor riesgo de reacciones
adversas durante el tratamiento (Kim et al. 2011; Keet et al. 2012; Fleischer et al. 2013). Sin
embargo, aunque existen muy pocos trabajos en los que se compara la eficiencia de la ITSL frente
a la ITO, la primera ha mostrado una menor eficiencia en la induccién de los mecanismos

regulatorios mucosales y sistémicos (Keet et al. 2012; Narisety et al. 2015).

Si bien a través de la ITO y de la ITSL es posible desensibilizar a pacientes con AA, no existe
un protocolo estandarizado, dada la falta de consistencia de los mismos en cuanto a dosis
empleadas, tiempos de tratamientos y, fundamentalmente, debido a la aparicién de reacciones
adversas. A partir de los resultados publicados por los diferentes autores, es posible concluir que
una mayor duracién en el tiempo del tratamiento y de la dosis de mantenimiento, aseguran una
mejora en la desensibilizacidon. En cuanto al desarrollo de tolerancia permanente, pocos trabajos
han evaluado la respuesta a largo plazo, y los que lo han hecho, encontraron que en la mayoria de
los casos la discontinuacion del tratamiento lleva a una pérdida de los efectos observados luego
del tratamiento. En general los tiempos de tolerancia reportados no superan los 24 meses. (Wang
& Sampson 2013). Los cambios inmunolégicos evidenciados luego de la desensibilizacion a
alergenos alimentarios incluyen: descenso de la sensibilizacidn de mastocitos y baséfilos, descenso
en el diametro de la induracion en la PC, incremento de anticuerpos especificos 1gG4 e IgA, en
algunos casos, descenso de anticuerpos IgE especificos y de citoquinas Th2 (Mempel et al. 2003;
Patriarca et al. 2003; Skripak et al. 2008; Varshney et al. 2011; Kim et al. 2011; Vickery et al. 2013).
Sin embargo, el mecanismo subyacente que genera estos cambios no se conoce completamente.

En base a lo observado en los pacientes que desarrollan tolerancia en forma espontdnea, se cree
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que la expansion transitoria de células T regulatorias inducidas (iTreg), seria la responsable de la
inhibicidn de la respuesta Th2, o incluso de la desviacién de la respuesta inmune hacia un perfil
Th1 (Schreffler et al. 2009; Berin &Mayer 2013). Hasta el momento, la inmunoterapia alergeno-
especifica ha sido exitosa sélo en lograr la desensibilizacién, pero no hay evidencias fehacientes
que demuestren el desarrollo de tolerancia. Por estas razones es necesario profundizar los
estudios y desarrollar nuevas terapias que minimicen la aparicidon de reacciones adversas durante

el tratamiento (Henson & Burks 2012).

Una estrategia alternativa a las IT descriptas para el tratamiento de las AA, es la
administracion de las proteinas alergénicas intactas o modificadas combinadas con componentes
gue potencien la respuesta tolerogénica (adyuvantes), desviando la respuesta inmune hacia un
perfil Thl o Treg. Estas inmunoterapias con adyuvantes varian desde la co-administracion del
alergeno con un microrganismo muerto por calor o con un producto microbiano purificado, hasta
la generacion de una proteina fusidn entre el adyuvante y el alergeno. Como es ampliamente
conocido actualmente, los adyuvantes se unen a receptores de reconocimiento de patrén (PRR) en
células presentadoras de antigeno de la inmunidad innata, inducen la activacién celular y de esta
manera desvian la respuesta inmune hacia un perfil Thl o Treg dependiendo de las caracteristicas
de la molécula adyuvante (Berin 2013). Entre los adyuvantes mds estudiados en alergia se
encuentran la Listeria monocytogenes muerta por calor (Li et al. 2003), E. coli modificada
genéticamente para expresar los principales alergenos de mani, muerta por calor (Wood et al.
2013), el oligonucleétido CpG que actua activando TLR9 en DCs y LB, desviando la respuesta
inmune hacia un perfil Th1 (Kulis et al. 2013), asi como una proteina fusion flagelina-ovoalbimina,

agonista de TLR5, desviando la respuesta inmune hacia un perfil Th1 (Burggraf et al. 2011).

En trabajos realizados por el grupo de la Dra. Juliana Cassataro, se pudo evidenciar que la
administracion intraperitoneal (ip) u oral de la proteina externa de membrana de Brucella abortus
Omp1l6 tiene efectos protectores frente a la infeccidn por dicho patdgeno, induciendo, sin la
necesidad de adyuvantes, una respuesta de perfil Thl, lo que demuestra su capacidad auto-
adyuvante. La adyuvanticidad de Ompl6 se pudo explicar, al menos parcialmente, por la
activacion de DCs, tanto in vivo como in vitro, via TLR4 (Pasquevich et al. 2010). En base a estos
resultados, en trabajos previos de nuestro grupo, se estudid el efecto adyuvante de Omp16, en el
tratamiento de un modelo experimental de alergia a las proteinas de leche de vaca, y se evidencid

gue la administracion nasal u oral de esta proteina junto a PLV, logra revertir el desarrollo de Ia
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respuesta alérgica Th2 especifica e inducir una respuesta inmune especifica Thl (lbanez et al.

2013; Smaldini et al. 2014) con el consiguiente control y reversion de la alergia experimental.

Con el fin de optimizar las dosis de alergeno a emplear en las IT y para incrementar la
eficiencia en la induccién de tolerancia con la consiguiente reduccion de los efectos adversos, se
incorpord el uso de diferentes adyuvantes en los protocolos terapéuticos en modelos animales. El
desarrollo de distintos modelos animales de alergia experimental ha mostrado gran utilidad para
los ensayos pre-clinicos, permitiendo comprender los mecanismos moleculares y celulares
subyacentes inducidos, y abordar los estudios para el desarrollo de nuevas terapias en pacientes
(Finkelman et al. 2007). Los animales mas cominmente empleados en estos modelos son los
ratones por distintos motivos: conocimiento del genoma, amplia disponibilidad de reactivos
especificos (Acs especificos contra distintas proteinas de interés inmunoldgico, citoquinas, etc.),
facilidad para su reproduccién y mantenimiento, facilidad para su manipulacién, existencia de
numerosas cepas, y por la posibilidad de su modificacién genética. Las grandes similitudes entre el
sistema inmune de humano y de ratén, y sus mecanismos de regulacidon, demuestran la
importancia de los modelos murinos tanto para comprender los complejos mecanismos
inmunoldgicos y fisiopatoldgicos involucrados en el desarrollo de la respuesta alérgica, como para
evaluar diferentes tratamientos preventivos o terapéuticos (McClain & Bannon 2006; Berin
&Mayer 2009; Dearman & Kimber 2009). Sin embargo, en la especie ratéon no existe la alergia y

por lo tanto es necesario inducirla experimentalmente para disponer de este tipo de modelos.

En ratones, la respuesta fisioldgica frente a la exposicidon a un antigeno que ingresa por el
tracto gastrointestinal es la induccién de tolerancia inmunoldgica, caracterizada por la generacién
de linfocitos Treg especificos; esto significa que frente a un Ag que ingresa por via oral no se
produciria una reaccién alérgica en forma espontdnea (similar a lo que ocurre en un individuo no
alérgico). Por esta razén el desarrollo de modelos murinos de alergia implica que, en una fase
inicial de sensibilizacidn, se deban emplear adyuvantes pro-Th2 para inducir la sensibilizacién
alérgica IgE-dependiente (Berin & Mayer 2013). Este hecho implica una marcada diferencia con
respecto a la induccién de la patologia en humanos, por lo cual la aplicacién de estos modelos estd

restringida casi exclusivamente al estudio de la fase efectora de estas enfermedades.

Los adyuvantes usualmente utilizados incluyen adyuvantes sistémicos, como el hidroxido
de aluminio (Al(OH)s), asi como adyuvantes mucosales que se administran por via ig como la TCy

la enterotoxina B de Staphylococcus (McClain & Bannon 2006; Berin &Mayer 2009; Dearman &
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Kimber 2009). El Al(OH); administrado por via ip junto con el alergeno de interés induce la
liberacion de acido urico de las DCs, el que es detectado como una sefial de estrés y genera la
activacion de inflamasoma (Eisenbarth et al. 2008; Kool et al. 2008). La secrecidon de IL-1B,
promueve la activacién y diferenciacion de los linfocitos T a un fenotipo Th2, e induce la
produccién y secrecién de 1gG1 (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 TC, administrada por via ig, promueve la
respuesta inmune que mas ajustadamente reproduce lo que ocurre en una AA (Trabajo de Tesis
Doctoral Smaldini 2012). En ratones BALB/c, la TC administrada en combinacién con las PLV por via
ig, induce una respuesta inmune local (intestino) y sistémica antigeno-especifica, Th2-
dependiente, rompiendo la tolerancia oral e induciendo la respuesta alérgica (Agren et al. 1997;
Smaldini et al 2012). Otros grupos, empleando este adyuvante mucosal lograron inducir una
respuesta inmune Th2-dependiente en la cepa C3H/HeJ, en la cual los receptores TLR-4 son no
funcionales y por lo tanto desarrollan una respuesta inmune Th1l deficiente (Li et al. 1999). La
administraciéon oral de TC lleva a un incremento de la migraciéon de DCs CD103" normalmente
tolerogénicas, de LP a MLN, e induce una respuesta Th2 de células T naive a través de la molécula

co-estimulatoria OX40L (Blazquez & Berin 2008).
La actividad adyuvante de la TC puede ser atribuida a distintos factores:

R La unién de la subunidad B a células epiteliales, células M y CPAs entre otras,
permitiendo su internalizaciéon, y promoviendo la activacién celular a través del
aumento de AMP ciclico, lo que aumenta la expresidn de moléculas co-estimulatorias y

de receptores de quimoquinas (Eriksson et al. 2003; Gagliardi & De Magistris 2003).

R La estabilidad frente a proteasas, que determina que sea una potente enterotoxina
bacteriana, radicando aqui su importancia como adyuvante mucosal al administrarla

por la via oral.

RI La estimulacién de las CPAs a través de su unidn al receptor de gangliésidos GM1,
potenciando la presentacidon de antigenos mediante el aumento de la secrecion de IL-1

(Bromander et al. 1991).
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R La movilizacién de DCs inmaduras a intestino, mediante el aumento de CCL20/MIP-3a.
por las células epiteliales intestinales (Anjuére et al. 2004), lo que promueve una

respuesta alérgica en un entorno pro-Th2 (Eriksson et al. 2003).

También se ha estudiado en nuestro grupo el empleo de bicarbonato de amonio previo a
las sensibilizaciones con PLV junto a TC. La disminucién de la acidez gastrica posibilita una mejor
preservacion del antigeno en su transporte hasta el intestino delgado, pero ademas, se ha
demostrado en pacientes que las drogas antidcidas (generalmente empleadas en gastritis o
infecciones por Helicobacter pilori) promueven la produccién de IgE. Pacientes con Uulceras
gastricas en tratamiento desarrollan niveles elevados de IgE especifica a determinados alimentos
gue ingieren (Untersmayr et al. 2005). Resultados similares lograron reproducirse en ratones
sensibilizados cuando fueron tratados con supresores de la secrecion de acidos (Scholl et al. 2005).
En un principio se atribuyd este efecto adyuvante de la TC a los componentes de aluminio
presentes en las drogas antiacidas que activan el inflamasoma (Brunner et al. 2007). Sin embargo,
actualmente se ha aceptado que la neutralizacidon de la accion digestiva gdstrica es el principal
factor para mantener la capacidad alergénica de las proteinas alimentarias ingeridas, al no alterar
su conformacidn nativa y alcanzar la superficie de la mucosa con su conformacién natural. Asi, la
administracion de una solucién de bicarbonato de amonio por via ig, previo a la administracion de
PLV junto a TC en ratones BALB/c nos permite inducir una respuesta inmune Th2-dependiente a
nivel local y sistémico. De esta manera podemos simular en animales la alergia a las PLV y evaluar
diferentes tratamientos. En esta primera etapa del trabajo nos planteamos estudiar en nuestro
modelo experimental de alergia, el mecanismo de accién de la ITO y de la ITSL, utilizando en el
segundo caso Omp16 como adyuvante mucosal para desviar la respuesta inmune hacia un perfil

Thil.
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OBJETIVOS GENERALES

R Modular la respuesta inmune establecida en un modelo murino de alergia a las PLV
utilizando diferentes estrategias terapéuticas.
R Evaluar diferentes parametros moleculares y celulares involucrados en el restablecimiento

de la tolerancia hacia las PLV.
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La ITO esta siendo ampliamente estudiada como tratamiento para las alergias alimentarias
IgE-mediadas. Si bien hay reportes de protocolos experimentales de ITO en pacientes alérgicos al
mani o a la leche, que muestran un incremento en la dosis de alergeno tolerada por los pacientes
tratados en comparacién con los que recibieron un placebo (Pajno et al. 2010; Martorelli et al.
2011; Varshney et al. 2011; Vickery et al. 2013), el mecanismo por el cual se logra esta
desensibilizacién no se conoce completamente. Por esta razén es fundamental el empleo de
modelos animales de alergia experimental para estudiar y optimizar este tipo de terapias

correctivas.

En esta etapa del trabajo, buscamos restituir la tolerancia oral a las proteinas de leche de
vaca, por administracidn oral de bajas dosis del alergeno por via ig (inmunoterapia oral), haciendo
uso del modelo murino de alergia IgE-mediado a las proteinas de leche de vaca, previamente

optimizado y caracterizado por nuestro grupo (Smaldini et al. 2012).

Dado que los mecanismos que median la induccion de tolerancia no han sido
completamente dilucidados, pero se ha visto un incremento de células Treg en pacientes que
generaron tolerancia en forma espontanea (Kroguslka et al. 2011), evaluaremos diferentes
parametros in vivo e in vitro para caracterizar los mecanismos subyacentes a la induccién y
modulacion de la alergia experimental, y estudiaremos el efecto de la transferencia adoptiva de

células Treg generadas in vivo o in vitro a animales naive que posteriormente sensibilizaremos.
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1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

r Evaluar los mecanismos inmunolégicos asociados a la induccion de tolerancia oral mediante
la aplicacidon de inmunoterapias tolerogénicas, previo a la sensibilizacién de ratones BALB/c
(inmunointervencién preventiva).

r Evaluar los mecanismos inmunolégicos en la restitucién de la tolerancia oral a PLV en

ratones previamente sensibilizados a PLV (inmunointervencion desensibilizante).
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1.1.2 RESULTADOS

I. 1.2.1 Inmunointervencion preventiva y desensibilizante

Ratones BALB/c de 5-6 semanas de edad fueron sensibilizados por via ig con PLV y TC como
se describié. Dos grupos de ratones recibieron por via ig diariamente, durante la semana previa a
la sensibilizacion, PBS (PBSyrev) 0 PLV (PLVyrey); oOtros dos grupos recibieron por via ig luego de la
sensibilizacién, una vez por semana durante 8 semanas PBS (PBSges) 0 PLV (PLVges); Un grupo

control sélo recibid PLV por via ig durante y luego del periodo de sensibilizacion (Control).

Grupos
Control | 6 x (20mg PLV) 10pg PLV |
PLVes | 6 x (20mg PLV + 10pg TC) 10pg PLV |
PBSges | 6 x (20mg PLV + 10g TC) PBS |
PLVprey |10mg PLV 6 x (20mg PLV + 10pg TC) |
PBSp e, | PBS 6 x (20mg PLV + 10ug TC) |
[ \ \ \ I \ \ I I \ \ I I \ \ I \ \ ]
-7 0 7 14 21 28 35 42 I]\/]\ 49 56 63 70 77 I]\/]\ 84 91 98 105 112, ,115dias
| Desafio Oral 10-20mg PLV |

Esquema 3. Protocolo de sensibilizacion a PLV y tratamiento por via ig. Los dias 0, 7, 14, 21 28 y 35 los diferentes
lotes recibieron 20mg de PLV junto con 10ug de TC; el grupo control sélo recibiéo 20mg de PLV en esos dias. Como
tratamiento, los grupos PLV,., Y PBS,., recibieron 5 dosis de 10mg de PLV o PBS respectivamente, la semana previa a
la sensibilizacion; los grupos PLVyes Yy PBSges recibieron 1 dosis por semana de 10ug de PLV o PBS respectivamente,
durante 8 semanas posteriores a la sensibilizacion; y el lote control recibié 10ug de PLV 1 vez por semana durante 8
semanas. Todos los ratones fueron desafiados por via ig con 10 o 20mg de PLV a distintos tiempos. El protocolo se
realizé al menos dos veces.

a. Evaluacién in vivo de la respuesta inmune

Desafio oral con PLV y evaluacion de los signos de hipersensibilidad

A los 10 dias de la ultima dosis de PLV y TC (dias 45 y 46), los ratones fueron desafiados en
dos dias consecutivos con 10 y 20mg de PLV por via ig respectivamente. Los ratones que
recibieron tratamiento luego de la sensibilizacion fueron desafiados, ademads, después de 4 (dia
80) y 8 (dia 115) semanas de tratamiento. Luego de realizar los desafios orales con 10mg de PLV,
se evaluaron los signos clinicos inducidos en los siguientes 60 minutos a la exposicién. Segun los
signos clinicos observados por 2 investigadores diferentes a ciego, se establecié un puntaje a cada

animal, teniendo en cuenta la intensidad de los mismos, como se muestra en la Tabla 1.

A diferencia de los grupos control y PLV ey, 10s grupos PBSyrey, PBSges Y PLVges mostraron

manifestaciones clinicas luego del DO realizado los dias 45 y 46; hinchazén alrededor de los ojos y
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boca, dificultad respiratoria, pelo erizado y baja respuesta a estimulos, signos compatibles con un
estado inflamatorio local y sistémico. En la Figura 13 se graficaron los puntajes asignados por
animal. Estos datos muestran que la administracién de PLV previo a la sensibilizacion, previno la
apariciéon de signos clinicos, sin observarse diferencias significativas entre los grupos control y
PLVprev; por el contrario, los grupos PBSprey, PBSges Y PLV4es, Si mostraron diferencias significativas

en los puntajes de signos clinicos respecto a los animales del lote control (dia 45).

5- *kk *kk *kk
*% ke *hk A PBS
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£ 3 % %% % & @ Control
o ¢ PBSg
/2]
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0 st > o

45 80 115 dias

Figura 13. Signos clinicos post-desafio oral. Se muestran los puntajes asignados segun los signos clinicos observados
dentro de los 60 minutos posteriores al desafio oral con 20mg de PLV. **p<0,01, ***p<0,001, ANOVA de doble
entrada.

Luego de 4 semanas de tratamiento con 10ug de PLV o con PBS posteriores a la
sensibilizacién (dia 80), no se observé en los ratones de los grupos tratados un descenso de los
signos clinicos; sin embargo, luego de 8 semanas de tratamiento (dia 115), el grupo PLV 4es mostro
un marcado descenso en las manifestaciones clinicas, mostrando un comportamiento similar al

grupo control.

Los signos clinicos observados en los animales sensibilizados muestran una respuesta
compatible con un estado alérgico luego de la sensibilizacion con el antigeno y TC. La
administracion de PLV previo a la sensibilizacién, previno la aparicién de signos clinicos al

sensibilizarlos con PLV y TC y luego de los DO con PLV.

Por otro lado, el tratamiento con bajas dosis de PLV (10ug), posterior a la sensibilizacién
con PLV y TC, indujo un marcado descenso de las manifestaciones clinicas post-DO, lo cual podria

asociarse al restablecimiento de la tolerancia hacia el antigeno dietario PLV.

84




Parte |, Capitulo 1
Maria Lucia Orsini Delgado

Prueba cutanea

Previo al sacrificio, se realizé la PC inoculando por via sc 20ul de una solucién 4mg/ml de
PLV en SF estéril en la almohadilla plantar de una de las patas traseras, o de SF estéril como
control negativo en la almohadilla plantar de la pata contra-lateral, y por via iv 100ul de una
solucién 0,25% de Azul de Evans. Una PC positiva se caracteriza por la aparicidn de color azul en la
almohadilla plantar en la que se inoculé PLV, a causa de la extravasacién del colorante, inducida
por un proceso inflamatorio desencadenado por la activacion de mastocitos cutdneos por el Ag.
Para cuantificar esta reaccién, se midié el espesor de ambas almohadillas plantares y se graficé la

diferencia entre las mismas.
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Figura 14. Prueba cutdnea. (a) Imagenes de la almohadilla plantar en la que se inyecté por via sc la solucidn con
el antigeno. (b) Grafico de la diferencia de espesor entre las dos almohadillas plantares. ***p<0,001, ANOVA de
entrada simple.

Como se muestra en la Figura 14a, los animales del grupo que recibieron PLV previo a la
sensibilizacion (PLV,re,), 0 luego de la sensibilizacidon (PLVges), mostraron una PC negativa, al igual
que los ratones del grupo control. Los ratones sensibilizados, que recibieron PBS como
tratamiento previo o posterior (PBSprev Y PBSqes respectivamente), mostraron una PC positiva. Los
resultados mostrados en la Figura 14b indican que los animales sensibilizados que recibieron PLV
como tratamiento, al igual que los animales del lote control, tienen el mismo espesor en las dos
patas traseras; sin embargo, los animales que fueron sensibilizados y tratados con PBS, se observé
una diferencia significativa entre ambas patas. Se observé ademas que un 67% de los animales del
lote PBSprev Y UN 84% de los animales del lote PBSqes, mostraron manifestaciones clinicas, como
rascado de nariz e hinchazén alrededor de los ojos, asi como extravasacién del colorante a esas

zonas durante la PC.
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Los resultados de los ensayos realizados in vivo demuestran que la respuesta inmune
establecida tras la sensibilizacidn es una respuesta sistémica, y que la administracidon de PLV, ya

sea en forma previa o posterior a la sensibilizacidn, revirtié dichas manifestaciones.

b. Evaluacion in vitro de la respuesta inmune

Determinacion de anticuerpos séricos
Con el fin de monitorear la produccién de anticuerpos especificos de PLV, se tomaron
muestras de sangre durante todo el protocolo experimental. Se evaluaron asi los niveles séricos

de IgE, 1gG1 e IgG2a especificos en los dias 0, 46, 81 y 116 (Figura 15).
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Figura 15. Determinacion de anticuerpos séricos especificos de PLV por EAST o ELISA. Niveles séricos de
diferentes isotipos de anticuerpos especificos de PLV a diferentes tiempos (a) Anticuerpos IgE especificos (b)
anticuerpos 1gG1 especificos (c) anticuerpos IgG2a especificos. **p<0,01, ***p<0,001, ANOVA de doble
entrada.

En concordancia con los resultados observados in vivo, el tratamiento previo con PLV
previno el aumento de isotipos especificos del perfil Th2 (IgE e IgG1), encontrandose al dia 46
niveles equivalentes a los del grupo control. Los grupos de ratones sensibilizados (PBSyrev, PBSges ¥
PLVg4es) mostraron niveles de IgE e IgG1 especificos de PLV elevados el dia 46 respecto al grupo
control. El dia 81, después del primer periodo de tratamiento, los niveles correspondientes a
estos isotipos se mantuvieron elevados para los animales del grupo PLVges. Sin embargo al dia
115, después del segundo periodo de tratamiento, se observé un descenso marcado de los niveles
de IgE y de 1gG1, lo que coincide con lo observado en la PCy en los signos clinicos luego del DO. Si

bien a este tiempo se observé un incremento en los niveles de IgG2a especifica (isotipo asociado a
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una respuesta inmune Thl) en el lote PLV4es, los valores encontrados corresponden a niveles

basales, probablemente sin significado bioldgico.

Por lo tanto, observamos que los isotipos de perfil Th2 aumentaron durante la
sensibilizaciéon con PLV y TC, y que el tratamiento con PLV logré prevenir (PLV,wey) y revertir

(PLVges) la induccion de 1gG1 e IgE.

Evaluacién de la respuesta inmune celular

Los ratones tratados fueron desafiados por via oral con 20mg de PLV 24hs antes de ser
sacrificados. Para evaluar la respuesta inmune celular a nivel sistémico se tomaron muestras de
bazo y para analizar la respuesta celular a nivel local se aislaron células de LP de yeyuno. Para
simplificar, y dada la similitud en la respuesta, unificamos los datos obtenidos de los grupos

PBSprev Y PBSges €n un Unico grupo sensibilizado (Sens).

Las células aisladas de bazo fueron cultivadas en medio solo (RPMI) o con leche de vaca
(PLV). Luego de 72hs de cultivo, los sobrenadantes fueron colectados y se cuantifico la

concentracion de citoquinas de perfil Thl y Th2 por ELISA.
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Figura 16. Cuantificacidn de citoquinas en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos. Evaluacion
de la concentracion de citoquinas de perfil Th2 (IL-5 e IL-3) y Th1 (IFN-y), en el sobrenadante de
cultivo con medio (RPMI), o en presencia de PLV (PLV). ***p<0,001, ANOVA de doble entrada.

Como se muestra en la Figura 16, las células de bazo de ratones del grupo Sens, cultivadas

en presencia de PLV, secretaron grandes cantidades de IL-5 e IL-13. Los esplenocitos de los
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ratones de los dos grupos tratados con PLV, secretaron cantidades significativamente menores de
citoquinas Th2 con respecto al grupo Sens. En cuanto a la produccién de IFN-y, se observan
valores basales en todos los grupos de animales. Esto resultados indican que la sensibilizacidn
alérgica genera la produccién sistémica de citoquinas Th2; mientras que cuando estos animales
fueron tratados (en forma previa o posterior a la sensibilizacion), se logré modular

significativamente la produccion de estas citoquinas.

Por otro lado, se evalué la respuesta celular a nivel de la mucosa intestinal. Para ello se
tomaron muestras de intestino delgado para la cuantificacidn de los transcriptos correspondientes
a citoquinas Thl, Th2 y regulatorias. Como puede observarse en la Figura 17a, en el grupo
sensibilizado se produjo un marcado aumento de los niveles de mRNA de las citoquinas de perfil
Th2. Dicho incremento fue modulado en los grupos que recibieron PLV como tratamiento (PLV e,
y PLVges), observandose ademas en ambos grupos, un incremento en los transcriptos de IFN-y e IL-
10, y de TGF-B sdlo en el grupo PLVg4s. Ademas, en estos animales tratados, se encontré un

incremento significativo de los niveles de mRNA correspondiente a FoxP3 en yeyuno (Figura 17b).

Al evaluar los niveles proteicos de las citoquinas regulatorias, encontramos que los ratones
tratados con PLV mostraron un incremento significativo de IL-10, y que el grupo PLVg4es mostro,
ademas, un aumento significativo en los niveles de TGF-B, en forma similar a lo observado a nivel

de mRNA (Figura 17c).
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Figura 17. Cuantificacion de transcriptos correspondientes a citoquinas y factores de transcripcion en la mucosa
intestinal. (a) y (b) Se evaluaron por RT gPCR los niveles de mRNA de citoquinas Th1, Th2 y regulatorias. (c) se midio la
concentracién proteica de citoquinas regulatorias en yeyuno por ELISA. **p<0,01, ***p<0,001 ANOVA de simple
entrada (b) y de doble entrada (a) y (c).

Por otro lado evaluamos por citometria de flujo el porcentaje de células Treg
CD4'CD25'FoxP3" presentes en la mucosa intestinal. Para ello tomamos muestras de yeyuno y a
partir de la suspension celular de LP se selecciond en la citometria de flujo la poblacion

correspondiente a linfocitos (segiin tamafio y granularidad); luego se seleccioné la poblacién CD4",
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y sobre ésta se evalué el porcentaje de células CD25"FoxP3*. Como se puede ver en la Figuras 18a
y 18b, se encontré un marcado incremento en la poblacién celular CD4*CD25"Foxp3”, en ratones
que recibieron PLV como tratamiento (PLVprey Y PLVges), respecto a los grupos Control y

sensibilizados (PBSyrey Y PBS4es) siendo el incremento mayor para el grupo PLV ey que PLV ges.
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Figura 18. Evaluacion de células Treg en LP por citometria de flujo. Se evaluaron las poblaciones celulares presentes
en LP, las imagenes son en representacion de los diferentes lotes. (a) Se evalud el porcentaje de linfocitos
CD4'CD25'FoxP3". (b) Representacién grafica de los porcentajes de células Treg en lamina propia para cada grupo de
ratones. *¥p<0,05, ***p<0,001. ANOVA de simple entrada.

Por otro lado, evaluamos los niveles de citoquinas regulatorias en esta poblacion celular;
para ello dentro de la poblacién de linfocitos, seleccionamos las células CD4'CD25%, y en ellas
evaluamos la expresidon de FoxP3 e IL-10 o TGF-B. Como se muestra en las Figuras 19a y 19b, en
los ratones del grupo PLV e, se indujo un incremento de células CD4°CD25FoxP3" productoras de
IL-10 y de células productoras de TGF-B respecto del grupo control y PBS,e,. Por otro lado, en el
grupo PLVges encontramos un incremento significativo de la poblacién de células CD4°CD25 FoxP3*
productoras de IL-10, aunque no asi de las productoras de TGF-B, con respecto al grupo control y

PBSdes.

89



Parte |, Capitulo 1

Maria Lucia Orsini Delgado

o D4
Isotipo Control PBS, ey PBS,., PLV, ey PV,

16* 13.15% 0.147%| 4 13.33% 0,00% 10t 13.33% 3,33% 4 {2.88% 1445 4 15,26% 10,5% ot ]13.8% 10,3%

FoxP3 —>

4
I = m‘.," { 10! @ 10" 10! 1——4') 10!
mr, “ e R
1o° 196.1% 0.565%) o0 |76.7% 200%| o0 [80.0% 13.3%) 1" [s095 saan| 100 ]52.6% 36%) 0 [62.0%) 13.8%
[ESEE - " - 1 P ey - - T T s 5y
0?0’ w0 et [T T R A T (Lo U AT AT T of ' et w0t w? N ' e’ 10°
IL-10 >
r
0,00%] 2 J0,00% 3% ¢ e 2824 4 {2,08% 6,25%| . ]0,00% 146%] 4 J0,00% 6.80%

FoxP3 ———>

10° 82.1% 11.4% 10" |56,2% ! 354%, ¥ 43.9% 107 |47.6% 65‘5%‘
o ] ot 2 ¥ CRRA] 2 4
. 0 0 10 w? o' w0t et w

n e W
_‘.“'83@ ¢1£s%‘ e

b 15- o FAE ! PBSPFEV
B PLVey
" o FE ki [] Control
£ 10- . ] PBSges
8 _ Bl PLVge
3
2 7 *
0- + m l__+;| + + + + +
CD4°CD25 FoxP3" IL-10 CD4°CD25 FoxP3 "™ TGF-B

Figura 19. Evaluacion de la produccién de citoquinas regulatorias por células Treg en LP por citometria de flujo. Se
evalué la produccién de citoquinas regulatorias por la poblacién de células CD4'CD25 Foxp3” presentes en LP, las
imagenes son en representacion de los diferentes lotes. (a) Se evalud el porcentaje de linfocitos CD4*CD25 FoxP3",
productores de IL-10 o de TGF-B (b) Representacién gréafica de los porcentajes de células Treg productoras de IL-10 o
TGF-B en ldmina propia para cada grupo de ratones. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. ANOVA de doble entrada.

1.1.2.2 Transferencia adoptiva de células Treg

Finalmente, para confirmar que la modulacion de la respuesta alérgica fue mediada en
nuestro modelo de alergia alimentaria a través de la generacion de células Treg, decidimos evaluar
si la transferencia adoptiva de las mismas a ratones naive los protegia del desarrollo de una

respuesta Th2 e hipersensibilidad IgE-mediada.
Para este fin seguimos dos estrategias:

a. Transferencia adoptiva de células Treg generadas in vitro

Células CD4'CD25 aisladas de bazo de ratones naive, fueron cultivadas en presencia de

anti-CD3/anti-CD28, TGF-B e IL-2 durante 5 dias. Como se muestra en la Figura 20a,
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aproximadamente el 50% de dichas células se diferenciaron a CD4'CD25'FoxP3" y en el
sobrenadante de cultivo se midid la produccién de IL-10. Estas células fueron transferidas, a razén
de 1x10° células por ratdn, por via iv a ratones naive, los que posteriormente fueron sensibilizados
con PLV y TC (Treg;,). Se incluyeron en el ensayo los siguiente controles, control positivo en el que
se administré PBS por via iv previo a la sensibilizacién ig con PLV y TC (PBS,), y como control

negativo se administré PBS por via iv y posteriormente sélo se administré leche por via ig

(Control).
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Figura 20. Diferenciacion de células Treg in vitro y transferencia celular a ratones receptores naive. (a) Células
CD4"CD25 Foxp3 aisladas de bazo fueron diferenciadas in vitro durante 5 dias en presencia de a-CD3/CD28 (2.5 pg/ml
y 2 ug/ml respectivamente), IL-2 (20 ng/ml) y TGF-B (5 ng/ml) (b) Protocolo de transferencia de células diferenciadas y
posterior sensibilizacién de los animales. (c) Imagenes representativas de las pruebas cutdneas realizadas sobre
ratones de los diferentes lotes, y graficos de signos clinicos post-DO oral con PLV y de los niveles de IgE especifica a
PLV. ¥*p<0,01, ***p<0,001. ANOVA de doble entrada.

Como puede observarse, la diferenciacién in vitro de las células de bazo, indujo un 50% de
linfocitos CD4"CD25FoxP3" (Figura 20a). Al ser transferidas estas células a animales naive y luego
éstos ser sensibilizados, observamos que se suprimid la induccién de signos clinicos
inmediatamente después del DO con PLV, asi como del incremento de los niveles séricos de IgE

especifica de PLV. Ademas se negativizé la PC (Figura 20c).

Como puede observarse, los resultados de los animales que recibieron células Treg por via

iv fueron similares a los observados en los animales del lote Control; por otro lado, los animales
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del lote PBS;, mostraron signos clinicos luego del desafio oral con PLV, niveles de IgE especifica a

PLV elevados, y una PC positiva (Figura 20c), similar a los animales sensibilizados.

b. Transferencia adoptiva de células Treg inducidas in vivo

Finalmente se aislaron células de MLN de ratones PLVye, ¥ PBSprey, Y se analizé por
citometria de flujo los porcentajes de células CD4'CD25 Foxp3*. Como se muestra en la Figura
21a, se obtuvo una mayor frecuencia de células Treg en ratones del lote PLVey, €n comparacion
con los ratones del lote PBS,,. Posteriormente las células aisladas fueron incubadas con a-CD25 o
el isotipo control, para depletar las células CD25" (células T efectoras y Treg) (Figura 21b). Se
inocularon por via iv 4x10° células por ratén, o PBS como control adicional, el dia -1 en ratones

naive, los cuales fueron posteriormente sensibilizados, quedando asi 5 grupos diferentes como se
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muestra en la Figura 21c.

Figura 21. Transferencia adoptiva de células Treg generadas in vivo. (a) Frecuencia de células FoxP3" en células
aisladas de MLN de ratones PBSg.., 0 PLV . (b) Expresién de CD25 luego de incubar las células con a-CD25 o el
isotipo correspondiente. (c) Protocolo de transferencia de células a animales naive. (d) Resultados correspondientes a
la PC, los signos clinicos y los niveles séricos de IgE especifica a PLV. *p<0,05, ANOVA de doble entrada.

92



Parte |, Capitulo 1

Maria Lucia Orsini Delgado

Los ratones que recibieron PBS, células de ratones PBSye, (incubadas con a-CD25 o isotipo)
o células de ratones PLVpe., incubadas con a-CD25, mostraron una PC positiva luego de la
sensibilizacidn, signos clinicos de hipersensibilidad luego del DO, y niveles elevados de IgE
especifica de PLV. Sin embargo, los ratones que recibieron células aisladas de ratones PLVyey,
incubadas con el isotipo correspondiente, presentaron PC negativa y signos clinicos e IgE

significativamente mas bajos que los demds grupos (Figura 21d).

Estos resultados indican que la transferencia de células Treg logré inhibir la induccién de la
sensibilizacién alérgica, con la consiguiente supresién en la producciéon de Igk. Esto se traduce en
la no induccién de signos clinicos luego del DO con PLV y en la negativizaciéon de la PC o no

activacion de mastocitos tisulares.
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1.1.3 DiscusiON

En esta etapa del trabajo de tesis, realizamos dos tipos de inmunointervencién en nuestro
modelo de AA IgE-mediada. El primer método consistid en la administracién ig de 10mg de PLV
previo a la sensibilizacién ig con PLV y TC (PLVrey), 0 de PBS como control positivo (PBSge,). Como
pudimos ver, el tratamiento preventivo con PLV logré evitar el desarrollo de signos clinicos
inmediatamente después de la exposicion oral a PLV luego del protocolo de sensibilizacidn, asi
como prevenir el incremento de IgkE especifica de PLV y la consecuente activacién de mastocitos
tisulares, evidenciado por una PC negativa. Estos animales mostraron ademas niveles reducidos de
IL-5 e IL-13 en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos estimulados con PLV, asi como un
incremento en LP de células CD4"CD25'FoxP3" productoras de IL-10 o de TGF-B, sugiriendo que

estas células serian responsables de la supresidon de la respuesta inmune.

El segundo método de inmunointervencidn consistié en la desensibilizacién de los animales
alérgicos, por administracién oral de bajas dosis (10pg) de PLV una vez por semana durante 8
semanas, o PBS como control. A través de este tratamiento logramos, reducir los signos clinicos
luego del DO con PLV, negativizar la PC y disminuir los niveles séricos de IgE especifica de PLV.
También en este caso logramos reducir los niveles de IL-5 e IL-13 producidos por esplenocitos
estimulados con PLV, e incrementar en LP los porcentajes de células CD4*CD25'FoxP3"
productoras de IL-10. Ademas, para alcanzar en los ratones tratados manifestaciones clinicas
comparables a lo observado en los grupos sensibilizados desafiados con 5mg de PLV, debimos
incrementar la dosis de desafio 8 veces (40mg de PLV). Dado que los animales tratados con PLV
luego de la sensibilizacién toleraron DO con 10mg de PLV 5 meses después de discontinuar el
tratamiento, podemos sostener que la induccion de tolerancia se logré por supresion activa y que
no se trata de una inmunoterapia de desensibilizacidon. Sin embargo son necesarios estudios

adicionales para confirmar este hallazgo y determinar el tiempo maximo que el tratamiento logra

mantener la tolerancia.

En trabajos previos se han evidenciado defectos en las células Treg de pacientes atdpicos
(Nguyen et al. 2009; Krogulska et al. 2011), y que en ciertos casos en que los pacientes adquirieron
tolerancia en forma natural, se produjo un incremento en la expresidon génica de Foxp3, IL-10 y
TGF-B en células aisladas de sangre periférica (Krogulska et al. 2011); es por esto que quisimos
verificar si la modulaciédn de nuestro modelo de alergia estaba dado por un incremento de estas

células. Para ello transferimos células Treg generadas in vitro o in vivo, y posteriormente
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sensibilizamos a los animales administrando por via ig PLV y TC. Como mostramos anteriormente,
los ratones que recibieron por via iv, previo a la sensibilizacidn, células Treg generadas in vitro a
partir de células aisladas de bazo de ratones naive, o células Treg generadas in vivo, aisladas de
MLN de ratones pre-tratados con leche y posteriormente sensibilizados, no desarrollaron alergia
luego de la sensibilizacidn; sin embargo, los ratones que recibieron por via iv PBS, células aisladas
de animales pre-tratados con PLV incubadas con a-CD25, o células aisladas de ratones pre-
tratados con PBS, y que fueron posteriormente sensibilizados a PLV, mostraron signos clinicos

luego del DO con PLV, PC positiva, y niveles elevados de IgE especifica de PLV.

Asi, podemos asegurar, que en nuestro modelo de ITO logramos inducir células Treg
CD4'CD25'FoxP3" productoras de IL-10 en LP, logrando controlar la respuesta Th2 y disminuyendo
asi los niveles de IL-13 e IL-5, asi como los niveles de IgE, lo cual se asocié a una disminucién de los
signos clinicos post-DO y a la negativizacién de la PC. Si bien en las dos IT estudiadas logramos
reducir significativamente la induccidn de signos clinicos luego de los DO, en todos los animales

tratados se observan sintomas correspondientes a un score clinico de 1 (rascado de nariz).
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La inmunoterapia sublingual constituye una variante altamente promisoria de las IT como
tratamiento correctivo de las AA. La principal ventaja es que requiere bajas dosis de alergeno para
inducir tolerancia, y esto reduce marcadamente los efectos adversos en comparacion con la ITO. Si
bien hay numerosos ensayos clinicos realizados en humanos, se desconoce el mecanismo
involucrado en el restablecimiento de la tolerancia, y hasta el momento se ha demostrado que

resulta menos eficiente que la ITO.

Sobre la base de lo que postula la Hipdtesis de la Higiene, muchos adyuvantes estan siendo
estudiados en pacientes alérgicos en terapias que reviertan el defecto inmunolégico. El empleo de
agonistas de TLR capaces de inducir una inmunidad Thl-dependiente ha permitido revertir los
mecanismos Th2-dependientes que gobiernan las alergias IgE-mediadas (Huang et al. 2008; Ibanez
et al. 2013; Smaldini et al. 2014). Sobre la base de estos hallazgos planteamos que la
administracion mucosal de un adyuvante pro-Thl, como Omp16 (Pasquevich et al. 2010), seria
capaz de desviar la respuesta alérgica Th2, lo cual sentaria las bases experimentales para el

desarrollo de una inmunointervencion basada en inmunomodulacidn.

Por lo tanto en este capitulo proponemos como hipdtesis de trabajo el re-direccionamiento
de la respuesta inmune especifica Th2-mediada contra antigenos dietarios inducida en animales
sensibilizados, mediante la administracion de adyuvantes microbianos por la via sl en combinacién
con el antigeno de interés (PLV), generando una respuesta inmunomodulatoria Th1 que suprima la
reaccion alérgica, y utilizando dosis del alergeno muy bajas, de manera de reducir los riesgos de

efectos adversos durante el tratamiento.
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1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
R Reestablecer la tolerancia a PLV en ratones previamente sensibilizados administrando PLV

en combinacién con Omp16 por via sl.

r Estudiar los mecanismos inmunolégicos asociados al restablecimiento de la tolerancia.
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1.2.2 RESULTADOS

En el Esquema 4 se muestra el protocolo de sensibilizacién (similar al mostrado en el
capitulo 1), y los tratamientos aplicados. Ratones BALB/c de 6 semanas de edad fueron
sensibilizados por via ig con PLV+TC una vez por semana durante 6 semanas consecutivas; 30
minutos antes de cada administracion de PLV+TC se administréd buffer bicarbonato a fin de
aumentar el pH estomacal. Diez dias después de la ultima dosis de sensibilizacidn se realizaron dos
DO con diferentes cantidades de PLV, y luego se procedid a iniciar el tratamiento. Se realizaron 2
administraciones semanales por via sl durante 8 semanas, de 4ul de una solucién en PBS
conteniendo las proteinas de interés o sélo PBS como control. Los tratamientos fueron realizados
con PLV (PLV), PLV junto con Ompl6 (PLV+Omp16), OVA con Ompl6 como control de
especificidad del tratamiento (OVA+Omp16), y sélo PBS (Sensibilizado). El grupo Control recibid
sélo PLV por via ig durante el periodo de sensibilizacién, y PBS sublingual durante el periodo de
tratamiento. En el esquema se indican las cantidades de proteinas y adyuvantes administrados.
Cabe destacar que este tratamiento se optimizé para emplear 2x10° veces menos Ag con respecto
a la sensibilizacion o al DO (10pg vs 20mg) para minimizar la aparicién de reacciones adversas
durante el tratamiento. Es importante mencionar que en el segundo round de tratamiento se
administré 1000 veces mas PLV (10ng) que en el primer ciclo. Este incremento en la dosis de Ag

empleado es similar al que se emplea en los ensayos clinicos en pacientes.

Grupos
Control ‘ 6 x (20mg PLV) PBS ‘
Sensibilizado ‘ 6 x (20mg PLV + 10ug TC) PBS ‘
PLV ‘ 6 x(20mg PLV + 10ug TC) 10pg PLV 10ng PLV ‘
PLV+Ompl6 ‘ 6 x (20mg PLV + 10pg TC) 10pg PLV +50pg Ompl6 10ng PLV +50ug Ompl6 ‘
OVA+Ompl6 ‘ 6 x (20mg PLV + 10pg TC) 10pg OVA + 50pg Omp16 10ng OVA + 50pg Omp16 ‘

[ I I I I I I I I I | I I I I I I ]

0 7 14 21 28 35 42 ’M‘ 49 56 63 70 77 M 84 91 98 105 112 119dias

‘ Desafio Oral 2,5-20mg PLV |

Esquema 4. Protocolo de sensibilizacion a PLV y tratamiento por via sl. Los dias 0, 7, 14, 21 28 y 35 los diferentes
ratones recibieron 20mg de PLV junto con 10ug de TC. El grupo control sélo recibié 20mg de PLV. Los grupos PLV,
PLV+Omp16, OVA+Omp16 recibieron 8 dosis (2 por semana durante 4 semanas) de 10pg de PLV, 10pg de PLV con
50ug de Ompl6 o 10pg de OVA con 50ug de Omp16 respectivamente, y luego 8 dosis mds de 10ng de PLV, 10ng de
PLV con 50ug de Ompl6 o 10ng de OVA con 50ug de Ompl6 respectivamente. El grupo control y el grupo
sensibilizado sélo recibieron PBS como tratamiento. Todos los ratones fueron desafiados por via ig con 5 a 20mg de
PLV a distintos tiempos. El protocolo se realizé dos veces.
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Evaluacion in vivo de la respuesta inmune

Desafio oral con PLV

Los ratones fueron desafiados luego de la sensibilizacién con 5, 10 6 20mg de PLV, y se
evaluaron los signos clinicos dentro de los 60 minutos posteriores al DO. Como se muestra en la
Figura 22, luego del periodo de sensibilizacion (dia 45), todos los lotes que recibieron PLV junto
con TC mostraron signos clinicos en forma homogénea (score 2), y significativamente mayores a lo
observado en el lote control, el cual no mostré signos clinicos de hipersensibilidad. Luego del
primer periodo de tratamiento, los ratones fueron desafiados nuevamente con 5mg y 10mg de
PLV a fin de evaluar diferencias en la induccién de signos clinicos. Como se puede observar, en
esta primera etapa, se evidenciaron diferencias significativas entre el grupo sensibilizado y el
grupo PLV+Omp16 en la induccidn de signos clinicos luego del DO. No se observaron diferencias
con el grupo de control de especificidad que recibié OVA+Omp16, ni con el lote que sélo recibid
PLV como tratamiento. Finalmente, luego del segundo periodo de tratamiento, a los 120 dias, se
encontrd una disminucion significativa de los signos clinicos en los animales que recibieron
PLV+Omp16 como tratamiento, respecto al lote Sensibilizado, aunque se siguieron observando
signos clinicos post-DO leves. Los animales del lote PLV, si bien mostraron una leve disminucién en
los signos clinicos respecto al lote sensibilizado, las diferencias no fueron significativas; los
animales del lote OVA+Ompl6, tampoco mostraron diferencias significativas respecto lote
Sensibilizado. Algo similar se observd al realizarse el DO con 5mg de PLV, sélo que los scores

clinicos alcanzados fueron menores en todos los lotes.

5+ > _— o  Control

1 *xx L L m  Sensibilizado
g 4 - A PLV
O Fhok **
I I . ’ S Gaome
o I {— ¢ +Omp
§ 2- % wm R o W % - 7'; v %
k=2 +
2 n v o Abd w ¢

I T I —FF < —

45 (10mgPLV) 79 (10mgPLV) 120 (10mgPLV)

Figura 22. Signos clinicos post-desafio oral. Se muestran los puntajes asignados segun los signos clinicos observados
dentro de los 60 minutos posteriores al DO con 10mg de PLV. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ANOVA de doble
entrada.
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Los signos clinicos observados son compatibles con una respuesta de hipersensibilidad
inmediata a nivel sistémico, (rascado de nariz, hinchazén de hocico y conjuntiva, disminucién de la
respuesta a estimulos, pelo erizado, etc.). Como se pudo ver, el tratamiento con PLV+Ompl6
redujo los signos clinicos observados, mientras que no observamos lo mismo al tratar los ratones
sélo con PLV. Estos resultados reflejan lo que ocurre en pacientes que son tratados con el alergeno

y desarrollan reacciones adversas.

Prueba cutanea

Previo al sacrificio y luego del DO se realizé la PC, administrando por via sc en la
almohadilla plantar 20ul de una solucién de 4mg/ml de PLV en SF estéril, o de SF estéril como
control negativo, y 100ul de una solucién 0,25% de Azul de Evans en PBS estéril por via iv; la
aparicién de color azul en la almohadilla plantar a los minutos de la inoculacién del Ag se
considera una PC positiva. Al mismo tiempo y para cuantificar la reaccidn se midié el espesor de

ambas almohadillas plantares y se graficé la diferencia entre las mismas.
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Figura 23. Prueba cutanea. (a) Imagenes de la almohadilla plantar en la que se inyectd por via sc la solucién
con el antigeno. (b) Gréfico de la diferencia de espesor entre las dos almohadillas plantares. *p<0,05,
***p<0,001. ANOVA de simple entrada.

Como se puede observar en la Figura 23a los ratones que recibieron PLV+Omp16 por via sl,
mostraron PC negativa, mientras que los que recibieron PLV mostraron una PC positiva leve; en
cuanto a los animales que recibieron OVA+Omp16 mostraron una PC positiva similar a la del grupo

Sensibilizado.

La cuantificacién de la reaccidon inflamatoria empleando un calibre digital, permitid
comparar el espesor de las almohadillas plantares y calcular la diferencia entre la almohadilla en
gue se inyecté PLV y en la que se inyectd SF estéril. Los ratones tratados tanto con PLV como con
PLV+Omp16 mostraron una disminucion significativa del espesor respecto de los animales del

grupo sensibilizado, siendo en los animales del lote PLV+Omp16 comparable con el lote control

103



Parte |, Capitulo 2

Maria Lucia Orsini Delgado

(Figura 23b). Estos valores se correlacionaron con la extravasacion del colorante Azul de Evans.
Algunos animales que mostraron una PC positiva, también presentaron signos clinicos y
extravasacion del colorante a hocico, conjuntiva y orejas, lo cual se asocia a una respuesta inmune
sistémica. Los animales que fueron sensibilizados con PLV+TC y luego tratados con OVA+Omp16,

no negativizaron la PC, ni mostraron diferencias significativas con los ratones sensibilizados.

Los ensayos realizados in vivo mostraron una disminucién de la respuesta alérgica en los
animales que recibieron como tratamiento sl especifico PLV+Omp16, respecto de aquellos
animales que recibieron PBS como tratamiento, u OVA+Ompl6, lo que muestra que la
inmunoterapia establecida es alergeno-especifica y que permite disminuir la sensibilizacién de las
células a nivel local (mucosa intestinal) y sistémico (mastocitos cutaneos); en cuanto a los animales
del lote PLV, si bien se observaron signos clinicos post-DO mas leves respecto al lote
Sensibilizados, las diferencias no fueron significativas, y aunque la PC mostré una inflamaciéon mas
leve que el lote Sensibilizado, no logré negativizarse completamente como si ocurrié en los
animales del lote PLV+Omp16. Estos resultados indican a priori que la administracion de PLV junto
con Omp16 con el esquema aplicado permite controlar y revertir la induccién de reacciones
alérgicas. De esta forma, Omp16 estaria funcionando como un adyuvante mucosal, optimizando el

tratamiento sublingual antigeno-especifico.

Evaluacion in vitro de la respuesta inmune

Determinacidn de anticuerpos séricos

Se determinaron a diferentes tiempos los niveles de anticuerpos séricos especificos de PLV,
de diferentes isotipos, para evaluar la respuesta inmune humoral. En la Figura 24, se grafican los
resultados correspondientes a los niveles de IgE, IgG2a (isotipo Th1l) especificos y la relacion

lgG1/1gG2a.

En la Figura 24a vemos que los niveles séricos de IgE especifica de PLV aumentan en forma
significativa el dia 123 en los lotes Sensibilizado y OVA+Omp16. Los animales que fueron tratados
con PLV o PLV+Omp16, mostraron valores de IgG2a significativamente menores que los ratones
sensibilizados. Ademas encontramos en los animales tratados un aumento de los niveles de IgG2a
especifica de PLV, lo cual indica una desviacion especifica de la respuesta inmune hacia un perfil
Th1, que se ve reflejado en un descenso significativo la relacién 1gG1/IgG2a en el lote PLV+Omp16
respecto de los lotes Sensibilizado, PLV u OVA+Omp16; incluso es comparable a los valores del lote

Control. El tratamiento con PLV no indujo la secrecion de 1gG2a.
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Por lo tanto podemos concluir que la sensibilizacién con PLV y TC, indujo un aumento de

los niveles de IgE especifica de PLV y que el tratamiento con PLV o PLV+Omp1l6 revierte este
incremento. Ademas en el Ultimo caso se observa una desviaciéon de la respuesta inmune
especifica hacia un perfil Th1 lo que refleja que Omp16 estaria induciendo una inmunomodulacién
especifica, ya que dicha desviacién no se observa en el lote de animales tratados con

OVA+Omplé.
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Figura 24. Determinacion de anticuerpos séricos especificos de PLV por EAST o ELISA. Niveles
séricos de diferentes isotipos de anticuerpos especificos a PLV a diferentes tiempos (a) Anticuerpos
IgE especificos a PLV, (b) anticuerpos IgG2a especificos a PLV y (c) relacion entre los niveles de
anticuerpos 1gG1 e 1gG2a especificos a PLV. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ANOVA de doble
entrada.

Evaluacion de la respuesta inmune celular
Luego de 24hs del ultimo DO, los animales fueron sacrificados para tomar muestras de

bazo, LP de yeyuno y SLN, con el fin de analizar la respuesta inmune celular.

Las células de bazo fueron cultivadas en presencia de PLV (PLV), o medio (RPMI). A las 72hs
se recolectd el sobrenadante de cultivo y se determiné la concentracién de citoquinas por ELISA.
Como se puede observar en la Figura 25, las células aisladas de los ratones pertenecientes a los
lotes PLV y PLV+Omp16 mostraron una menor respuesta Th2 frente al estimulo con PLV, siendo
los niveles de IL-13 del lote PLV+Omp16 comparables con los del lote control; en cuanto a los

niveles de IFN-y, el lotePLV+Omp16 presentd una mayor secrecion respecto a los demas lotes,
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siendo la diferencia significativa respecto al lote Sensibilizado. Dado que el lote que recibié
OVA+Omp16 no mostrd diferencias con el lote Sensibilizado, podemos concluir que la modulacién
de la respuesta celular con Omp1l6 es también antigeno-especifica en cuanto a la activacidn

celular, demostrando entonces su funcién como adyuvante pro-Th1l.
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Figura 25. Cuantificacion de citoquinas en sobrenadante de cultivo de esplenocitos. Concentracién de
IL-5, IL-13 e IFN-y (pg mI™") en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos, en presencia de PLV (PLV) o
medio (RPMI). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ANOVA de doble entrada.

Se evaluaron ademas por citometria de flujo, las poblaciones celulares presentes en LP
de yeyuno. Para ello células aisladas de LP fueron marcadas con anti-CD11c, anti-CD11b y
anti-CD8a. Se establecié la poblacién de DCs por tamaio y complejidad (FSC vs SSC), y luego
se selecciond la poblacién CD11c* (Figura 26a). Se evaluaron las diferentes poblaciones de
DCs, segun expresaran o no CD11b y/o CD8a. Como se observa en la Figura 26b, los animales
del lote Sensibilizado y OVA+Omp16, mostraron una disminucion de la poblacion de DCs
plasmacitoides CD11c¢'CD11b'CD8a’ respecto al lote control, poblacién que fue restituida por
la administracién sublingual de PLV o PLV+Omp16. Es conocido que esta poblacion de DCs
estd involucrada en la induccion de tolerancia, o en la desviaciéon de la respuesta inmune hacia
un perfil Th1l (Kang 2012). Dado que los porcentajes de las poblaciones de DCs encontradas en

LP de animales del lote OVA+Omp16, fueron similares a las encontradas en los animales del
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lote Sensibilizado, mostramos nuevamente que la sola administracion de Omp16 no es capaz

de revertir la respuesta alérgica, sino que es necesaria la administracion combinada con el Ag.
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Figura 26. Evaluacion de poblaciones de DCs de LP por citometria de flujo. (a) Imagenes representativas de los
diferentes lotes. En base a tamafio y granularidad, se hizo un gate para DCs; luego se estudiaron las poblaciones
CD11c’ y sobre el gate de células CD11c" se analizé la expresion de CD11b y CD8a. (b), Representacién grafica de los
porcentajes de las diferentes poblaciones de DCs encontradas en LP de animales de los diferentes lotes. *p<0,05
ANOVA de doble entrada.

Por otro lado se estudiaron las poblaciones de linfocitos aislados de SLN. Dado que como se
vio previamente en nuestro grupo la administracién intra-nasal (lbanfez et al. 2013) u oral
(Smaldini et al. 2014) de Omp16 junto a PLV logrd desviar la respuesta inmune desde un perfil Th2
hacia un perfil Th1, quisimos evaluar las diferentes poblaciones de linfocitos T. Para esto, células
aisladas de SLN fueron marcadas para determinar la presencia de células Th1l (CD4 IFN-y*), Treg
(CD4*Foxp3*IL-10%), o Trl (CD4'IFN-y*IL-10%). Se determiné ademds la presencia en estas células

aisladas de SLN de la integrina a4B7, como marcador de trafico a LP de intestino.

En primer lugar se hizo una seleccién de la poblaciéon de linfocitos segin tamano vy
granularidad, y luego se seleccionaron las células CD4" IFN-y*; sobre esta poblacién celular se

evalud la expresion de la proteina de la integrina a4B;. Como puede verse en la Figura 27, el lote
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PLV+Omp16 muestra un aumento en el porcentaje de células CD4" IFN-y" asP;’, mostrando
entonces que hay un a incremento en la poblacidn de células Thl que expresan la integrina a 4B,
lo cual sugiere que los LT podrian generarse en SLN y luego migrar a LP de intestino para ejercer su

funciéon inmunomodulatoria.
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Figura 27. Evaluacion de poblacion de linfocitos Thl en SLN por citometria de flujo. (a) Iméagenes
representativas de los diferentes lotes. Primero se hizo una seleccion por tamafio y granularidad, luego se
selecciond la poblacién de células CD4A'IFN-y’, sobre las que se evalud la expresion de la integrina o,B;. (b)
Representacion grafica de los porcentajes de las células Thl que expresan a,yB; *p<0,05 ANOVA de entrada
simple.

Finalmente se estudid el porcentaje de células Treg productoras de IL-10 presente en SLN.
Como puede observarse en la Figura 28a, en primer lugar se hizo una seleccién de linfocitos segun
tamafio y granularidad, luego se selecciond la poblacion CD4*FoxP3" y sobre ellas se estudid la
presencia de IFN-y e IL-10. En el grafico (Figura 28b) se evidencia que el lote PLV+Omp16, mostré
un incremento significativo de la poblacién CD4'Foxp3'IL-10° en SLN respecto del lote
sensibilizado, y no asi el lote PLV, esto muestra que la administracién conjunta de PLV con el

adyuvante Omp16, indujo mayor cantidad de células Treg que la administracién de PLV sola.
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Se evalud ademas el porcentaje de células que expresan en forma simultanea IL-10 e IFN-y, a
fin de determinar si el aumento en IFN-y era a causa del aumento de la poblacion de células Trl.
No se observaron diferencias significativas entre los diferentes lotes para la poblacidn de células
CD4'IL-10"IFN-y*, por lo tanto podemos concluir que en el lote PLV+Omp16 se indujeron células
Thl y Treg, que finalmente revirtieron la respuesta Th2 previamente establecida en la mucosa

intestinal, mediante la administracién sl de PLV junto a Omp16.

a Isotipo Control Sensibilizado

+Jor3 014
Jose7% 0,047%

«Jor

02 0z
0,124% 3.72% 0,305%

p—

Qts o1 Q3 o o4

10° Jes.2% 0219% | 100 J97.4% 0572% | 107 |95.3% ) ; ; _neex
T T > T T T

2 y T2 " 0 1 2 3 4
LTS w0’ ot TS 10 w1t 10 10 10 100 10

SSC —>

PLV PLV+Ompl6 OVA+Ompl6

Q2 4 3ot Q2
72% 0480% | 10 {3409 288% | 10

4Ta a2
J274% 0,079%

86,8%

FoxP3 ——>

IFN-y
7
58
®
_‘~)
a2 :
#
#

IL-10 >
8- *
b 1 Control
“ . El Sensibilizado
S e
T % T = PLV
2 < 1 PLV+Omp16
-_ < 4
% 8 mm OVA+Omp16
R
T o 24
LT

J= Nl .

Figura 28. Evaluacion de poblaciones de linfocitos Treg en SLN por citometria de flujo. (a) Imagenes
representativas de los diferentes lotes. Primero se hizo una seleccion por tamafio y granularidad, luego se
selecciond la poblacién CD4" FoxP3", luego se evalud la expresién de la integrina IL-10 e IFN-y en dichas
células. (b) Representacion grafica de los porcentajes de las células Treg que expresan CD4" FoxP3" IL-10".
*p<0,05 ANOVA entrada simple.

La induccién de células dendriticas CD11c’'CD11b'CD8a’ en LP intestinal, podria estar
implicada en la restitucién de la tolerancia mucosal y la supresion de los signos clinicos de alergia.
Es necesario completar los estudios para poder correlacionar la induccién de linfocitos Thl y Treg

en la cavidad oral con la induccién de tolerancia intestinal.
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1.2.3 DiscusION

En este capitulo hemos estudiado una estrategia de modulacién basada en la hipétesis del
re-direccionamiento de la respuesta Th2 inducida a través de la instauracién de mecanismos
inmunolégicos Thl-dependientes. Para ello empleamos la proteina de membrana externa de
Brucella abortus Omp16, la cual mediante su unién a TLR4 en CPAs ejerce propiedades adyuvantes

pro-Th1 (Pasquevich et al. 2010).

En trabajos previos de nuestro grupo, hemos visto que la inoculacién intra-nasal de PLV con
Omp16 o con LPS durante la sensibilizacion de los animales, suprimié la activacion de la respuesta
Th2, disminuyendo las manifestaciones clinicas luego del desafio oral con el antigeno y los niveles
de IgE especifica, y aumentando los niveles de 1gG2a especifica; esto no se observd cuando se
administré el antigeno sin adyuvante (lbafiez et al. 2013). Por otro lado, ratones que fueron
tratados por via ig con Omp16 en simultdneo a la sensibilizacion, mostraron una respuesta Th1,
que fue efectiva para la disminucién del score clinico post-DO con PLV, los niveles séricos de IgE

especificos y negativizacién la PC antigeno-especifica (Smaldini et al. 2014).

En nuestro modelo de alergia a PLV mediado por IgE, pudimos ver aqui que la
administracion sublingual de PLV junto con el adyuvante Ompl6 permitid reducir los signos
clinicos y negativizar la PC, utilizando cantidades 2x10° veces menores de PLV que las empleadas
en la ITO, optimizando el tratamiento en comparacidén con la sola administracién de PLV; de
hecho, para observar el mismo score clinico en los animales tratados que en los animales
sensibilizados, tuvimos que incrementar 8 veces la dosis de PLV durante el desafio oral (de 5mg de

PLV a 40mg de PLV).

Al evaluar diferentes parametros inmunolégicos, pudimos evidenciar que la administraciéon
conjunta de PLV y Omp16 ofrece ciertas ventajas por sobre la administracién de PLV. Hallamos
gue, ademas del descenso en los niveles séricos de IgE especifica de PLV, hubo un marcado
incremento en los niveles de IgG2a especifica a PLV (isotipo Thl), viéndose un descenso
significativo de la relacidn 1gG1/IgG2a respecto de los demas lotes que recibieron PLV+TC. Ademas
observamos un descenso significativo en la secreciéon de IL-5 e IL-13 (citoquinas Th2) por los
esplenocitos en respuesta al estimulo con PLV respecto a los grupos sensibilizado y OVA+Omp16,

junto a un incremento significativo en la secrecién de IFN-y.

En cuanto a las poblaciones celulares, podemos concluir que en LP de ratones

Sensibilizados y tratados con OVA+Omp16, la poblacién de DCs plasmacitoides CD11c'CD11b
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CD8a" se encuentra disminuida con respecto al lote control, similar a lo observado en pacientes
alérgicos para poblaciones de DCs con frecuencias semejantes. Dicha poblacion celular, asociada a
un perfil tolerogénico (Kang 2012), fue restituida en los lotes de animales tratados con PLV vy
PLV+Omp16. Por otro lado, en este mismo lote se vio también un incremento en SLN de células
Th1 (CD4'IFN-y asB;"), lo que muestra una recuperacién del balance Th1/Th2, y de células Treg
productoras de IL-10. Se ha descripto previamente que Omp16 es capaz de inducir la produccion
de IL-10 en ratones (Ibanez et al. 2013). Por lo tanto la modulacion mucosal de la inmunidad Th2
de ratones alérgicos podria estar mediada por la accidon conjunta de Thl y Treg inducidos en la

mucosa oral como resultado de la administracion combinada de PLV y Omp16.

Por ultimo, dado que el lote OVA+Omp16 (control de especificidad) mostré en todos los
casos un comportamiento similar al lote Sensibilizado, podemos concluir que Omp16 no desvia la
respuesta inmune hacia un perfil Thl cuando es administrada con un antigeno no relacionado
(OVA), sino que es necesario que sea administrado con el alergeno especifico (PLV en este caso).
Estos resultados son alentadores para proponer a Ompl6 como un adyuvante mucosal que,

administrado por via sl, es capaz de revertir una alergia alimentaria.
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La alergia a las PLV afecta al 3-5% de la poblacion pedidtrica; dado que la leche es una de
las principales fuentes de proteinas, importante para el adecuado desarrollo pondero-estatural, y
dado el alto riesgo de anafilaxia por una ingesta accidental, la busqueda de estrategias que
permitan restablecer la tolerancia es fundamental para mejorar la morbi-mortalidad de esta
patologia. El estudio y comprensién de los mecanismos subyacentes para el restablecimiento de la
tolerancia es fundamental, y el uso de modelos animales constituye una herramienta biolédgica de

valor.

Como explicamos previamente, en el grupo hemos desarrollado y optimizado un modelo
murino de alergia IgE-mediada a leche de vaca en ratones BALB/c (Trabajo de Tesis Doctoral de
Smaldini 2011, Smaldini et al. 2012), que reproduce las principales caracteristicas moleculares,
celulares y clinicas de la AA en humanos: sensibilizacidn antigénica por via oral, manifestaciones
clinicas locales y sistémicas inmediatamente posteriores a la exposicion oral al Ag, incremento en
los niveles plasmaticos de histamina luego del DO, induccién de IgE especifica, secrecién de
citoquinas Th2 y PC positiva, mostrando un proceso Th2-dependiente en la mucosa intestinal, tal

como se ha observado en pacientes con AA (Vandezande et al. 1999; Beyer et al. 2002).

En esta primera etapa del trabajo, evaluamos dos estrategias terapéuticas para la
inmunomodulacion especifica de las AA, empleando el modelo murino de alergia a las proteinas
de leche de vaca IgE-mediado. Ambas estrategias, basadas en la administracion de bajas dosis del
alergeno por diferentes vias a fin de inducir una respuesta tolerogénica especifica, son terapias
promisorias en diferentes ensayos clinicos para el restablecimiento de la tolerancia hacia
antigenos de la dieta. La primera estrategia, consistié en la administracion ig de dosis diarias de
10mg de PLV durante la semana previa a la sensibilizacion (prevencién), o de 10ug de PLV
semanalmente durante 8 semanas posteriores a la sensibilizacién (tratamiento), conocida como
ITO. Como mostramos en el Capitulo 1, la administracion de bajas dosis de PLV indujo células
CD4'CD25'FoxP3" en la mucosa intestinal, con un incremento de la produccién de IL-10; esto
estuvo acompaifiado de una supresion de la respuesta Th2, evidenciado por una disminucién de la
produccion de IL-5 e IL-13, asi como una reduccién en los niveles de IgE especifica de PLV en suero.
Consecuente logramos reducir los signos clinicos luego del DO, en el cual se emplearon dosis de
PLV 1000 veces mas altas que durante el tratamiento, y una menor activacion de los mastocitos

cutdneos, evidenciado por la negativizacion de la PC. En su conjunto, estos datos sugieren que las
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células Treg inducidas controlan la activacidn de mastocitos, o que los mastocitos tienen menor

cantidad de anticuerpos IgE especificos unidos a sus receptores de alta afinidad, FceRI.

En estudios realizados en muestras de pacientes con AA se ha evidenciado una disminucién
en la frecuencia y funcidn de células Treg, observandose una disminucidn en el porcentaje de esta
poblacién en sangre periférica y en células aisladas de ldmina propia de biopsias de pacientes, asi
como una reduccién en la expresién génica de FoxP3, IL-10 y TGF-B (Beyer et al. 2002; Turcanu et
al. 2003; Krogulska et al. 2011); por otro lado, se ha observado en pacientes que desarrollaron
tolerancia oral en forma espontanea, asi como en pacientes que fueron desensibilizados durante
la ITO, un incremento de los porcentajes de células CD4'CD25'FoxP3", en sangre periférica,
sugiriendo que estas células serian las responsables de la supresidon de la respuesta inmune
alérgica (Schrefler et al. 2009; Syed et al. 2014). En este trabajo obtuvimos resultados similares al
detectaren las muestras de LP de intestino de animales que fueron desensibilizados con PLV un
incremento en la frecuencia de la poblacién de células Treg productoras de IL-10. Ademas, para
alcanzar manifestaciones clinicas comparables a lo observado en los grupos sensibilizados (ratones
alérgicos, no tratados), fue necesario aumentar la dosis de Ag en el desafio oral 8 veces en los

ratones tratados.

Se ha reportado que animales que recibieron en forma preventiva B-lactoglobulina por via
ig y que fueron posteriormente sensibilizados por via ip con el alergeno e hidréxido de aluminio,
presentaron a las 72hs del DO, un incremento en las poblacién de células CD4'CD25'FoxP3" en PP,
MLN y bazo (Adel-Patient et al. 2011). En otro trabajo se observé que animales sensibilizados con
alergenos de huevo y posteriormente tratados por via ig con péptidos que sélo contenian epitopes
T del alergeno presentaron en sangre periférica mayor porcentaje de células CD4'CD25" y
CD4'FoxP3", y un incremento en la secrecién de IL-10 y TGF-B por células de bazo estimuladas con
el Ag (Rupa & Mine 2012). Sin embargo en estos trabajos, no se evalud la respuesta inmune a nivel
de la mucosa intestinal como se realizé en el presente trabajo, donde detectamos un incremento
de células Treg productoras de IL-10, capaces de suprimir la respuesta inflamatoria local y

sistémica.

Asimismo, y para confirmar el rol tolerogénico de las células Treg inducidas, realizamos
ensayos de transferencia de células Treg generadas in vitro e in vivo por via iv, y posteriormente
sensibilizamos a los animales por via ig. Los resultados hallados indican que la transferencia de

células Treg, generadas in vivo o in vitro, previno el desarrollo de alergia, mientras que la

116



Parte |
Discusidn y conclusiones parciales
Maria Lucia Orsini Delgado

deplecion de esta poblacion celular anulé este efecto tolerogénico. Esto confirma que en los
animales tratados, el aumento de Treg es capaz de prevenir o revertir el desarrollo de una
respuesta Th2 especifica para PLV. En un trabajo realizado en pacientes alérgicos al mani que
recibieron ITO se observé que la induccion de tolerancia estaba asociada a un incremento de la
poblacién de células Treg en sangre periférica, y a una desmetilacién del gen de FoxP3 en regiones
CpG (Syed et al. 2014). Asi, podemos concluir que el mecanismo por el cual se reestablecid la
tolerancia a través de la ITO en nuestro modelo de alergia experimental, es el incremento de la

poblacién de células Treg productoras de IL-10 en la mucosa intestinal y a nivel sistémico.

Como explicamos previamente, la desensibilizacion se define como el restablecimiento de
la no-respuesta inmunoldgica especifica a un alergeno durante el tratamiento, mientras que la
tolerancia se refiere a la induccion de la no-respuesta, incluso luego de discontinuar la
administracion del alergeno. En la mayoria de los estudios realizados en pacientes que recibieron
ITO, pudo confirmarse una desaparicién de los signos clinicos frente a la exposicidn del alergeno,
sin embargo, dado que los pacientes siguieron en contacto con el alimento una vez finalizado el
tratamiento, o no se realizé el seguimiento adecuado, no se puede definir si el mecanismo
inducido por la inmunoterapia fue tolerancia o desensibilizacion (Skripak et al. 2008; Varshney et
al. 2011). Por otro lado, en los pocos casos en que se evalud a los pacientes una vez finalizado el
tratamiento, se determind que a las semanas de concluir el mismo, la mayoria de los pacientes
perdian la tolerancia y volvian a presentar signos y sintomas de alergia frente a una nueva re-
exposicion al alergeno (Keet et al. 2012; Syed et al. 2014). En nuestro modelo estudiamos el
tiempo que perdura la tolerancia inducida, y observamos que 5 meses después de finalizado el
tratamiento, el DO con el alergeno no indujo sintomas, lo cual nos permite sugerir que logramos

inducir tolerancia oral en forma permanente.

La segunda estrategia terapéutica aplicada consistid en evaluar la via sublingual como via
de modulacion de la respuesta alérgica. La inmunoterapia sublingual estd siendo ampliamente
estudiada. Una de las principales ventajas de la ITSL es que pueden utilizarse dosis menores de Ag
a las utilizadas en la ITO, ya que por esta via se evita la digestion y degradacién proteica, lo que
determina que se induzcan menor cantidad de reacciones adversas durante el tratamiento. Sin
embargo, los resultados observados en pacientes mostraron que la ITSL es menos eficiente que la
ITO en la induccién de los mecanismos de tolerancia (Kim et al. 2011; Keet et al. 2012; Narisety et

al. 2015). Por esta razén el uso de adyuvantes mucosales que induzcan una respuesta Thl
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especifica, desviando la respuesta inmune alérgica, estd siendo evaluado como una opcidn
terapéutica para incrementar la eficiencia del tratamiento de las enfermedades alérgicas por
administracion sl. Adyuvantes agonistas de receptores tipo Toll, como CpG, que activa TLR9
(Huang et al. 2008), o Pam3CSK4, que activa TLR2 (Lomabardi et al. 2008), asi como la proteina
fusion OVA-Flagelina, que activa TLR5 (Burggraf et al. 2011) han sido ampliamente estudiados en
modelos experimentales de asma alérgico. En el caso de las alergias alimentarias, el uso de
adyuvantes asociado a la inmunoterapia alergeno-especifica no ha sido explorado. En nuestro
modelo de AA evaluamos la capacidad inmunomoduladora de la proteina recombinante de
membrana externa de Brucella abortus (Omp16) al ser administrada por via sl junto con PLV. Se
trata de una proteina de membrana, que estimula la activacién de la inmunidad innata, a través de
TLR4 y genera la induccion de una respuesta Thl-dependiente (Pasquevich et al. 2010).
Previamente en nuestro grupo se demostrd la capacidad adyuvante mucosal de Omp16 al ser
administrada junto con PLV por via in o ig, en simultdneo con el proceso de sensibilizacién alérgica
en el modelo de alergia experimental (Ibafiez et al. 2013, Smaldini et al. 2014). Como mostramos
en el Capitulo 2, la administracién sl de PLV o de Omp16 junto con PLV luego de la sensibilizacion
logréo modular la respuesta alérgica, siendo mas marcada la inmunomodulaciéon en el segundo
caso. En ambos lotes pudimos ver que la ITSL logrd reducir los niveles séricos de anticuerpos IgE
especificos de PLV, sin embargo, en el lote que recibid PLV+Omp16, se vio ademas un incremento
de los anticuerpos 1gG2a (isotipo Th1) especificos, mostrando una relacién 1gG1/IgG2a comparable
con el lote control; por otro lado, esta modulacién logré revertir la activacion de mastocitos,
evidenciada por la negativizacién de la PC. En cuanto a la respuesta celular, evidenciamos en
ambos lotes una disminucién en la secrecidn de IL-13 por esplenocitos estimulados con PLV, pero
sélo el lote que recibié PLV+Omp16 mostré ademas una disminucién en la secrecién de IL-5 junto
con un incremento en la secrecién de IFN-y. Como control de especificidad administramos OVA
junto con el adyuvante Ompl16; los animales que recibieron este tratamiento mostraron

resultados similares a los observados en el lote de ratones sensibilizados con PLV.

Con estos datos podemos concluir que la administracion conjunta de PLV y Omp16 logré
modular la respuesta Th2 induciendo una respuesta de perfil Thl especifica, asi como un
incremento de la poblacion de células Treg, lo cual fue demostrado por ensayos in vitro e in vivo.
Ademas, para observar los mismos signos clinicos en los ratones tratados que en el lote de
animales sensibilizados, tuvimos que incrementar la dosis de PLV del desafio oral 8 veces en el lote

PLV+Omp16, similar a lo observado en los animales que recibieron ITO. Los resultados obtenidos
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muestran la mayor eficacia del empleo de un adyuvante mucosal por la via sl para modular la

respuesta inmune inducida en la mucosa intestinal.

Las células dendriticas plasmacitoides (pDC) se caracterizan por presentar un fenotipo
CD11c'CD11b ademas de expresar CD45R, PDCA-1 y Singlec-H (Maazi et al. 2013). Estas células,
ampliamente estudiadas, se pueden clasificar en CD8a’B’, CD8a'B” y CD8a'B". Se ha visto que las
dos ultimas poblaciones presentan capacidad tolerogénica al inducir la diferenciaciéon de células T
a un perfil regulatorio, o por induccién de anergia (Ochando et al. 2006; Lombardi et al. 2012), y
estan implicadas en la inmunotolerancia y en la inmunidad antiviral induciendo la diferenciacion
de células T hacia un perfil Treg o Thl respectivamente (Maazi et al. 2013). La implicancia de las
mismas en la induccién de células Treg se ha demostrado en diferentes patologias como asma
alérgico (Maazi et al. 2013), alergias alimentarias (Dubois et al. 2009), enfermedades autoinmunes
(Chan et al. 2012) y trasplantes (Ochando et al. 2006), asi como durante el embarazo en la
induccidon de tolerancia fetal (Bella et al. 2011). En nuestro modelo de alergia experimental
pudimos evidenciar que la poblacién celular CD11c¢*CD11b CD8a" esta reducida en LP de animales
sensibilizados y que el tratamiento con PLV, ya sea en presencia o ausencia de Omp1l6, logra
restablecerla. Ademas en los SLN observamos un incremento de células Treg productoras de IL-10
y de células CD4" productoras de IFN-y que expresan la integrina asB;, marcador de trafico celular

a intestino.

En cuanto al mecanismo implicado en la induccion de tolerancia oral por administracién sl
del alergeno, sabemos que la mucosa oral es muy absortiva, y constituye un entorno tolerogénico
(Novak et al. 2011). En trabajos previos se ha visto que las CPAs predominantes en la mucosa oral
son células de Langerhans (oLC), que, a diferencia de las LC cutaneas, se caracterizan por inducir
una respuesta tolerogénica o Th1/Th17; presentan en su superficie receptores de reconocimiento
de patrones moleculares procariéticos, principalmente TLR2 y TLR4, mediante los cuales son
constantemente estimuladas (Allam et al. 2011). Por esta razén estas células constituyen blancos
potenciales para su inmunomodulacién empleando diferentes tipos de adyuvantes. Las oLC de
pacientes alérgicos y de pacientes no-alérgicos, también presentan en su superficie receptores de
alta afinidad para IgE, FceRl, implicados en la endocitosis, procesamiento y presentacién de

antigenos durante la ITSL (Allam et al. 2003; Novak et al. 2004; Allam et al. 2008).

Se ha reportado que en ensayos in vitro la estimulacién de oLCs con ligandos de agonistas

de TLR4 inducen la expresion de IL-10 y de moléculas co-inhibitorias como B7-H1 y B7-H3, que
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inducen la apoptosis o supresién de células T efectoras, junto con una disminucién de la molécula
co-activadora B7.2 (CD86), lo que redunda en la inducciéon de una respuesta inmune tolerogénica
(Allam et al. 2008). Ademas en ensayos in vitro, a partir de células aisladas de la mucosa oral de
pacientes, se vio que las oLC que captan procesan y presentan los alergenos, no presentan el
marcador de maduracién CD83 ni el receptor de quimoquinas CCR7, necesario para su migracion a
los érganos linfoides periféricos, por lo cual presentan los antigenos a células T en la mucosa local.
Esta menor maduracién de las DCs ha sido asociada a la induccién de tolerancia (Allam et al. 2010;

Novak et al. 2011).

Debido a la expresion de receptores TLR2 y TLR4 en olC, se ha estudiado el uso de
adyuvantes mucosales agonistas de estos receptores. La estimulacién de oLC de pacientes con
ligandos de TLR4, aumenta la expresién de moléculas co-inhibitorias, asi como la produccién de IL-
10 y TGF-B, y al co-cultivarlas con células T naive, se induce su diferenciacién a células Treg
productoras de IL-10 y TGF-B (Allam et al. 2008). En modelos animales, se ha evidenciado que la
administracion sublingual del Ag solo, o conjugado con adyuvantes, induce la supresién de LT
efectores, y un incremento en el porcentaje de células Treg (CD4*CD25"FoxP3") y en la produccién

de TGF-B e IL-10, tanto a nivel local como periférico (Sun et al. 2006; Yamada et al. 2012).

Teniendo en cuenta lo observado en nuestro modelo y lo descripto en bibliografia,
proponemos entonces que la administracién sl del alergeno combinado con Omp16 induce la
captacion del alergeno por las oLC en animales alérgicos, de forma especifica a través de los FceRl,
y que la sefializacién via TLR4, previene la expresién de moléculas co-estimulatorias, induciendo
simultaneamente la expresién de moléculas co-inhibitorias. De esta manera las oLC con un perfil
tolerogénico, secretan IL-10 e IFN-y, e inducen la supresidon de células Th2 y la diferenciacion hacia
un perfil Treg o Th1 especifico, a nivel local. Estas células Treg y Th1 especificas migrarian por linfa
a los ganglios periféricos y posteriormente a sitios efectores, incluida LP de intestino. En los sitios
efectores, la secrecion de citoquinas regulatorias y de perfil Thl por parte de los LT generados en
la mucosa oral, seria capaz de inducir pDC tolerogénicas frente a una nueva exposicién a los
alergenos, las cuales inducirian en los ganglios drenantes la diferenciacion de células T naive hacia
un perfil Thl o Treg, logrando modular asi la respuesta alérgica (Figura 29). En otras palabras, la
administracion de PLV junto a Omp16 por via sl induce Treg y Th1 en la mucosa oral, que al migrar
a la mucosa intestinal genera un entorno tolerogénico, modulando la activacién de los linfocitos T

locales.
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Figura 29. Mecanismo de induccion de tolerancia por ITSL alergeno especifica. El alergeno junto con el adyuvante
interactian con las DCs a nivel local, induciendo su maduracién y la posterior diferenciacion de LT hacia un perfil Treg,
Trl o Thl. La secrecion de IL-10 y TGF-B induce en LB el cambio de isotipo hacia IgG2a, que suprime el
entrecruzamiento de IgE/FceRI por bloqueo en circulacion del alergeno, evitando la degranulacion de mastocitos. Por
otro lado, las células Treg y Thl migran al tejido expuesto al alergeno, en el caso de AA a LP de intestino, donde
inhiben la respuesta Th2 por generacidn de un microentorno tisular Thl. Imagen adaptada de Akkoc et al. 2011.

En conjunto con los resultados observados previamente en el grupo (Ibafiez et al. 2013,
Smaldini et al. 2014), podemos concluir que Omp16 presenta una propiedad adyuvante de perfil
Th1l capaz de modular la respuesta Th2 al ser administrada por diferentes vias mucosales. Los
resultados de esta etapa muestran que es posible revertir una respuesta Th2 ya establecida
mediante la administracidon conjunta de PLV y Omp16 por via sublingual, mostrando una eficiencia
similar a la observada en la ITO. Ademas, dado que la induccién de una respuesta Thl especifica
seria la responsable, al menos en parte, del restablecimiento de la tolerancia, éste resultaria un
tratamiento potencialmente eficiente para pacientes alérgicos en los que se detectan defectos

cualitativos o cuantitativos de las células Treg (Laucat et al. 2007).

Como pudimos observar en esta primera etapa del trabajo de tesis, tanto la ITO como la
ITSL permitieron revertir la respuesta alérgica, sin embargo, dado que las dosis utilizadas en ITSL
son mucho menores, y que el uso de Ompl6 permiti® una mejor induccion de tolerancia,
consideramos que esta estrategia terapéutica seria la mds apropiada, a fin de evitar reacciones

adversas durante el tratamiento.
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INTRODUCCION

Como explicamos anteriormente, la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU) son
las dos formas mds comunes de las Ell y representan las patologias inflamatorias crénicas
intestinales con mayor incidencia en paises desarrollados. A pesar de sus humerosas similitudes,
presentan ciertas diferencias en cuanto a las manifestaciones clinicas y a su fisiopatogenia. En

particular nos interesa profundizar los estudios en EC.

La EC puede afectar cualquier porcidon del tracto gastrointestinal, desde la boca al ano,
aunque es mas frecuente que afecte las zonas ileo-cecal, el recto y la zona peri-anal; las lesiones
inflamatorias se presentan en forma intercalada, con areas no inflamadas y zonas inflamadas, y
son comunes las manifestaciones extra-intestinales (oftalmoldgicas, articulares, dermatoldgicas,
hepaticas, etc.) que suelen alterar el curso de la enfermedad en forma variable, y las
complicaciones severas (fistulas, estenosis, perforaciones, etc.). A nivel histoldgico se observan
alteraciones en todo el espesor de la pared intestinal, desde el compartimento epitelial hasta la
capa muscular, y se caracteriza, a diferencia de la CU, por la formacién de granulomas en el 60%

de los casos (Strober et al. 2002; Kaser et al. 2010; Di Sabatino et al. 2013).

Si bien se ha avanzado notablemente en el conocimiento de los mecanismos subyacentes
en la mucosa intestinal, no se conoce su etiologia ni la causa de su recidiva en cuanto a la clinica.
Sin embargo, se han logrado importantes avances en el desarrollo de tratamientos anti-
inflamatorios que logran controlar el proceso inflamatorio mucosal y mejorar la calidad de vida de
los pacientes, aunque no existen, hasta el momento, tratamientos que logren la resolucion
absoluta de la inflamacidn intestinal en el 100% de los pacientes (Di Sabatino et al. 2012). Esto
probablemente refleje que, por mas que existan dos formas reconocidas de Ell desde el punto de
vista clinico, endoscdpico e histolégico, en realidad se trate de un conjunto mads diverso de
entidades clinicas caracterizadas por una inflamacién crénica recidivante del intestino con una
base inmunoldgica. Por estas razones es importante profundizar los estudios sobre los
mecanismos moleculares y celulares subyacentes para poder definir nuevos blancos terapéuticos a

fin de lograr la remisién de la inflamacion.

En estas patologias se ha evidenciado una activacién andmala de los LT, y deficiencias a
nivel de la regulacidn, involucrando principalmente a las células Treg (Monteleone et al. 2001). Los
modelos animales se han convertido en una herramienta esencial para este para estudiar estas

patologias, ya que han permitido confirmar la hipdtesis de fallas a nivel de las células Treg que

125



Parte Il

Maria Lucia Orsini Delgado

inducen inflamacién intestinal y pérdida de la homeostasis (Griseri et al. 2010), y mediante la
manipulacion de la integridad de la barrera epitelial se ha logrado alterar la tolerancia natural e
inducir inflamacion (Jurjus et al. 2004; Alex et al. 2009). Los modelos animales de colitis, faciles de
inducir, también han aportado informacidn importante para el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas.

Para que un modelo experimental de colitis sea adecuado, debe reunir ciertas
caracteristicas que lo asemejen a lo que ocurren en pacientes con Ell: el intestino debe presentar
alteraciones morfoldgicas, con un proceso inflamatorio y alteraciones inmunoldgicas similares o
idénticas a las observadas en pacientes. También es recomendable conocer el background
genético y las caracteristicas inmunoldgicas de la cepa utilizada. Los diferentes modelos de colitis

en ratones se pueden agrupar en 5 clases (Strober et al. 2002; Jurjus et al 2004):

R Modelos de ratones deficientes en ciertos genes relacionados con moléculas del

sistema inmune (IL-107", 1L-2 7).
R Modelos de ratones transgénicos (STAT-4 Tg, HLA-B27 Tg).
R Modelos de colitis espontanea (SAMP1/Yit, C3H/HejBir).

R  Modelos de transferencia adoptiva de células T a ratones con inmunodeficiencia
combinada severa o SCID (transferencia de células CD4'CD45RB"™, o CD8" especificas

para Hsp-60).
R Modelos de colitis inducida por compuestos quimicos (TNBS, DSS, Oxazolona).

En particular nos interesa el modelo de colitis inducida por acido 2,4,6
trinitrobencensulfénico (TNBS), dada su simplicidad y similitud con la EC. La instilacién intra-rectal
de TNBS en etanol 50% altera la barrera epitelial por irritacion quimica y modifica proteinas de la
luz intestinal uniendo covalentemente grupos trinitrofenilo (TNP), de forma que actia como un
hapteno. De esta forma se induce una respuesta inmune inflamatoria en la porcidn distal del colon
caracterizada por un infiltrado transmural de LT y macréfagos. Estas manifestaciones
histopatoldgicas son acompafiadas por un marcado descenso de peso corporal, diarrea, sangrado
y prolapso rectal (Neurath et al. 2000). El aumento de la permeabilidad sumado a la modificacion
de covalente de las proteinas de la luz intestinal, induce una respuesta caracterizada por un
incremento de citoquinas pro-inflamatorias TNF-a y Ccl-20 y por un infiltrado mononuclear que

afecta todo el espesor de la pared intestinal. En cuanto a la respuesta inmune adaptativa, se
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observa una respuesta combinada de perfil Th1l con incremento de IL-12 e IFN-y y de perfil Th17,

con incremento de la secrecién de IL-17 (Alex et al. 2009).

El proceso inflamatorio transmural y los continuos procesos de regeneracién y dafio
observados en pacientes con EC, derivan en engrosamiento de la pared intestinal con fibrosis y
estenosis en el 30% de los casos, muchos de los cuales deben ser intervenidos quirdrgicamente
(Rieder & Fiocchi 2009). Durante procesos inflamatorios agudos, se secreta TGF-B, que actua
diferenciando células T naive a células Treg a fin de revertir el estado inflamatorio, e induciendo la
expresion de metaloproteasas (MMPs), inhibidores de MMPs y coldgeno por células epiteliales
intestinales que se transforman en miofibroblastos (Biancheri, Di Sabatino et al. 2013). En
procesos inflamatorios crénicos como el observado en pacientes con EC, si bien se ve que TGF-
estd aumentada en el tejido, su via de sefializacién en células T efectoras esta bloqueada, de modo
que las células T son refractarias a TGF-B (Monteleone et al. 2001). Esto imposibilita el control del
proceso inflamatorio y altera la homeostasis intestinal (Fantini et al. 2009). Niveles elevados y
sostenidos de TGF-B inducen la sintesis excesiva de matriz extracelular y un desbalance entre los
niveles de MMPs e inhibidores de MMPs por miofibroblastos, lo que genera una acumulacion
anormal de colageno y otras proteinas de matriz extracelular (Biancheri, Giuffrida et al. 2013). Este
proceso deriva en el desarrollo de fibrosis intestinal con la consecuente pérdida de funcion del
tejido, y a largo plazo en el desarrollo de estenosis. Dado que no existen tratamientos capaces de
revertir la fibrosis ya establecida, la Unica solucidén en estos pacientes es la reseccion quirurgica de
la zona fibrosada/estenosada (Bettenworth & Rieder 2014). Por lo tanto, los mecanismos
inmunolégicos inducidos en la mucosa intestinal son los responsables de generar el proceso
inflamatorio, y la activacién de los fibroblastos y la diferenciacion de miofibroblastos son los
responsables del dafio tisular. En conclusidn el tratamiento ideal de estas patologias deberia
revertir el proceso inflamatorio, previo a la instauracion irreversible del proceso de fibrosis. La
aplicacion de modelos de fibrosis intestinal para el desarrollo de nuevas terapias resulta un area

de sumo interés en gastroenterologia.

La forma crdénica del modelo de colitis inducida por TNBS consiste en inducir periodos
alternados de inflamacién con dafio y de recuperacién, simulando lo observado en pacientes con
Ell. Este proceso induce a largo plazo el desarrollo de fibrosis intestinal, observandose ademas de
un incremento de las citoquinas de perfil Th1/Th17, un marcado incremento de TGF-B, y desarrollo
de estenosis (Strober et al. 2002, Ray et al 2014). A partir de lo observado clinicamente,

histopatolégicamente e inmunoldgicamente, tanto en la forma aguda como en la forma crdnica,
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podemos decir que el modelo de colitis inducida por TNBS es el adecuado para estudiar la

inmunopatogenia de pacientes con EC.

En cuanto a la incidencia de las Ell, en las ultimas décadas se ha visto un marcado
incremento en la misma, que resalta la importancia de los factores ambientales en el
establecimiento o reactivaciéon de estas patologias multifactoriales, ya que no puede explicarse
por cambios a nivel genético. Los factores ambientales que pueden contribuir al establecimiento
de las Ell se resumen en el término “Exposoma”. Los mismos pueden tener efectos directos sobre
las células epiteliales o sobre células del sistema inmune, asi como sobre la composicion y
actividad metabdlica de la microbiota intestinal, que como se describid anteriormente es muy
importante en la modulacidn del sistema inmune de la mucosa intestinal. Dado que un individuo
estd expuesto a miles de factores externos durante toda su vida, es dificil establecer el efecto
especifico individual de los diferentes factores ambientales; sin embargo, entre los factores mas
importantes para las Ell, se destacan la alimentacion, la contaminacion ambiental, el uso de

medicamentos y fundamentalmente la composicion de la microbiota (Rogler & Vavricka 2015).

Como mencionamos en la introduccién de este trabajo, la microbiota comensal evoluciona
desde el momento del nacimiento, puede alcanzar en colon concentraciones de 10" a 10%
células/g de contenido luminal, se estabiliza en la adultez y cumple funciones esenciales como
digestion de sustratos no digeridos por el huésped, modulacién del sistema inmune y control del
crecimiento de microrganismos patdgenos por competencia (Kostic et al. 2014). Sin embargo,
alteraciones en la composicidon de la microbiota puede derivar en la desregulacién del SIM vy
alterar la homeostasis intestinal generando un cuadro inflamatorio (Khor et al. 2011). Esto es lo
gue se observa en pacientes con Ell, generdndose una activacion inmunoldgica aberrante contra
los componentes de la microbiota, con un incremento de la secrecidon de anticuerpos IgG (anti-
flagelina) y de LT efectores especificos de antigenos bacterianos (Macpherson et al. 1996; Strober
et al. 2007). Por otro lado, se ha detectado una disbiosis en estos pacientes, con una menor
diversidad de la microbiota y un incremento de bacterias entero-adherentes en pacientes con EC.
Sin embargo, hasta el momento no se han hallado alteraciones en pacientes con CU. También se
ha observado una reduccion significativa de los sintomas en los pacientes con EC tratados con
antibioticos (Ananthakrishnan 2015). En trabajos con modelos animales se ha visto una alteracion
en la variedad de especies bacterianas que habitan cominmente el colon (Lupp et al. 2007), y en
particular en el modelo de colitis inducida por TNBS, se ha visto una respuesta inmune especifica

contra antigenos de los microrganismos comensales intestinales (Neurath et al. 2000); ademas, se
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ha demostrado que en animales crecidos en ambientes libres de microrganismos, no se logra
inducir colitis, y que ciertas cepas bacterianas confieren proteccion frente al desarrollo de colitis,
lo cual confirma el rol fundamental de la microbiota en la patogenia de esta enfermedad (Kostic et
al. 2014; Ananthakrishnan 2015). Sin embargo, se desconoce si una alteracion en la microbiota es
un factor disparador de la patologia, una consecuencia o si existe una combinacion de ambos

(Strober et al. 2007).

A pesar que se conoce que los factores ambientales determinan la composicion de la
microbiota del intestino (alimentacién, medicamentos, consumo de tabaco, contaminacion
ambiental, etc.) (Kostic et al. 2014), se desconoce la importancia relativa de cada factor individual.
Por esta razéon es que existen numerosos grupos que investigan la incidencia individual de los
mismos en las Ell (Rogler & Vavricka 2015). Uno de los factores ambientales mas relevantes que
determinan la composicion de la microbiota intestinal es la dieta. Si bien no se conoce una dieta
especifica que desencadene o prevenga el desarrollo de las Ell, es importante tener en cuenta la
interaccidon entre ciertos patrones de dieta a largo y a corto plazo, y la composiciéon de la
microbiota. Por ejemplo las dietas veganas o vegetarianas resultan beneficiosas al reducir los
niveles de bacterias de la familia Enterobacteriaceae, que normalmente se encuentran
incrementadas en pacientes con Ell (Kostic et al. 2014). Mas alld de su interaccién con la
microbiota, en multiples trabajos se ha estudiado el efecto de la dieta sobre el riesgo de padecer
alguna de las formas de las Ell. En un trabajo publicado en 2011, en que se reunid toda la
informacién disponible en la bibliografia hasta el momento, se evalud el efecto de diferentes
grupos de alimentos sobre el desarrollo de EC o CU; los datos encontrados mostraron que el
consumo de grasas saturadas, acidos grasos w6, y carnes, se asocian a un riesgo incrementado de
padecer CU y EC, mientras que el consumo de alimentos de origen vegetal como fibra dietaria y
frutas disminuye el riesgo de padecer EC, pero no CU. En cuanto al efecto del consumo de
carbohidratos, no se ha encontrado una correlacidon directa (Hou et al. 2011). Es por esto que
varios grupos han estudiado el efecto del consumo de alimentos con propiedades anti-
inflamatorias, que prevengan el establecimiento o recidiva de las Ell. Tal es el caso de la vainillina
(Rogler et al. 2009), la curcumina (Hanai & Sugimoto 2009) o probidticos y prebidticos que inducen

cambios en la composicion de la microbiota (Sartor 2004).

Los alimentos, ademds de contener macronutrientes y micronutrientes, contienen aditivos,
contaminantes y microparticulas en forma variable, lo mismo ocurre con el agua que bebemos,

gue contiene cantidades variables de microrganismos y compuestos organicos e inorganicos. Los
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aditivos alimentarios y la presencia de microparticulas en los alimentos, han sido asociados a un
riesgo incrementado de padecer Ell (Ng et al. 2013). Las microparticulas son particulas de tamafio
menor a 10um, no bioldgicas, inertes, que se encuentran en el aire, el agua y los alimentos. En
paises desarrollados se ingieren aproximadamente 40mg de microparticulas exdgenas por dia
como excipientes de medicamentos, de pasta dental, aditivos alimentarios, colorantes, etc. Entre
los principales componentes de estas particulas se han identificado cristales de silicio, sales de
aluminio, aluminosilicatos y didxido de titanio (Powell et al. 2007; Rogler & Vavricka 2015). En
muestras de intestino de individuos sanos o con Ell se ha observado una hiperpigmentacién de
macroéfagos intestinales, principalmente de PP, por presencia de particulas de silicio, aluminio y
titanio en sus fagolisosomas, con igual distribucidn celular en ambas poblaciones, que da origen en
individuos susceptibles a una inflamacién granulomatosa crénica (Powell et al. 1996). Ademas de
la fagocitosis directa de las microparticulas, su patogenicidad se ha visto asociada a la capacidad
adsortiva, lo que le permite formar complejos microparticula-calcio-componente dietario o
bacteriano, generando una respuesta inmune anormal frente a estos componentes de la luz

intestinal (Ashwood et al. 2007; Powell et al. 2007).

La contaminacidén ambiental es otro de los factores ambientales importantes en las Ell. La
industrializacién genera en la atmdsfera niveles elevados de gases como NO, y SO,, y de material
particulado (MP) menor a 10um (MP1g), esto se ha visto asociado a un incremento en la incidencia
y en la hospitalizacién de pacientes con Ell, asi como un desarrollo de estas patologias a edades
mas tempranas (Ananthakrishnan et al. 2011). La exposicion del intestino a contaminantes
ambientales ocurre por el clearence mucociliar del MP de los pulmones y posterior deglucion, asi
como por la ingesta de agua y alimentos contaminados (Beamish et al. 2011); también se han visto
efectos a nivel sistémico de los contaminantes gaseosos, induciendo el incremento de citoquinas
pro-inflamatorias, IL-1B, IL-6, TNF-a y GM-CSF, asi como de células polimorfonucleares en
circulacion, probablemente debido a una activacion de los macréfagos alveolares (Tan et al. 2000;
van Eeden et al. 2001). Los contaminantes ambientales pueden inducir una respuesta inflamatoria
sobre el intestino por accién directa sobre las células epiteliales, por activacién sistémica del

sistema inmune o por modulacion de la microbiota intestinal (Beamish et al. 2011).

Diferentes trabajos, que estudian el efecto del MP a nivel pulmonar, muestran que la
forma en que éste activaria el sistema inmune es via inflamasoma, en particular activando NLRP3
con produccién de IL-18 e IL-1B (Cassel et al. 2008; Dostert et al. 2008; Hornung et al. 2008). Sin

embargo, a pesar del incremento observado en la incidencia y la gravedad de los casos de Ell,
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posiblemente asociados a un incremento en la contaminacién ambiental, existen pocos trabajos
en la literatura que muestren el efecto directo de la contaminacién ambiental sobre la inflamacion
a nivel intestinal. Uno de ellos se basa en la administracién ig de MP a ratones, observandose un
incremento de la permeabilidad intestinal, apoptosis de células epiteliales intestinales, y secrecidn

de citoquinas pro-inflamatorias (Mutlu et al. 2011).

Dado que es de nuestro interés evaluar diferentes aspectos de la EC, en primer lugar nos
propusimos optimizar el modelo de colitis con TNBS, definiendo dosis y frecuencia de
administracion de TNBS en nuestras condiciones experimentales para lograr el desarrollo de
inflamacién similar a la observada en pacientes con EC, para posteriormente evaluar el efecto
modulador de la administracién de un péptido derivado de amaranto, un alimento que ha

mostrado efectos anti-inflamatorios a nivel intestinal in vitro e in vivo.

Por ultimo, nos planteamos evaluar el efecto pro-inflamatorio de la administracion ig de
cenizas volcdnicas como contaminante ambiental, a raiz del incremento producido en la
hospitalizacién de pacientes con Ell agravada en Buenos Aires luego de la erupcion del volcan

Puyehue en el afio 2011.
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OBJETIVOS GENERALES

m  Optimizar el modelo murino de Ell con TNBS previamente descripto, que simule EC en las
etapas aguda y cronica.

R Modular la respuesta inmune establecida en el modelo murino agudo de TNBS por
administracion de un péptido derivado de amaranto con propiedades anti-inflamatorias.

r  Estudiar el efecto de factores ambientales en el desarrollo del modelo murino de colitis.
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El modelo de colitis inducida con TNBS reproduce bastante ajustadamente lo que ocurre en
la inflamacién intestinal de pacientes con EC. Para poder evaluar diferentes estrategias que
modulen la inflamacién establecida, nos propusimos en primer lugar optimizar el modelo de colitis
aguda con TNBS en nuestras condiciones experimentales de trabajo. Se evaluaron diferentes dosis
de TNBS que en una Unica instilacion i.r. permite inducir un proceso inflamatorio en el colon de los
animales. Posteriormente evaluamos diferentes protocolos experimentales para la induccion de

un modelo crénico de colitis con fibrosis.

Como mencionamos anteriormente las Ell son patologias multifactoriales, que se
desarrollan en pacientes genéticamente predispuestos frente a ciertos estimulos ambientales. Los
cambios de habitos alimenticios han aumentado en las ultimas décadas el riesgo de padecer
alguna de las formas de Ell. En particular, se han evidenciado cambios en la microbiota por
consumo de proteinas animales y grasas saturadas (Hou et al. 2011; Ng et al. 2013). Por esta razoén
el consumo de alimentos o infusiones que tengan un efecto anti-inflamatorio o inmunomodulador
estd siendo estudiado como potenciales alimentos funcionales para estas patologias (Gearry et al.
2009; Hanai & Sugimoto 2009; Wu et al. 2009). EI Amaranto presenta propiedades antioxidantes y
anti-inflamatorias. Estudios previos del grupo han comprobado que péptidos derivados de la
digestion simulada de proteinas de la semilla tienen efectos anti-inflamatorios sobre células
epiteliales intestinales humanas y en el modelo murino de alergia alimentaria (Trabajo de Tesis de
Moronta 2015, Moronta et al. 2016). Hemos identificado un péptido derivado de la digestion de
proteinas de la semilla de Amaranto (Amaranthus hypochondriacus), de secuencia SSEDIKE, al que
llamaremos aqui P2, que modula la via de sefalizacion de NFkB in vitro e in vivo. Ademas la
administracidon de dicho péptido por via oral en el modelo de alergia a PLV IgE-mediado logra
reducir los signos clinicos, la prueba cutanea y la respuesta inmune humoral y celular, suprimiendo
la secrecion de IgE, IL-5 e IL-13. Sin embargo, desconocemos exactamente el mecanismo molecular

de modulacién del SIM.

Siendo que esta patologia, y en particular este modelo de colitis, se caracteriza por la
induccion del factor de transcripcion NFkB en el proceso inflamatorio intestinal (Neurath et al
2000), hemos estudiado el rol modulador de este péptido en el modelo de colitis experimental.

Para ello administramos el péptido P2 por via ig, en un protocolo de administracién optimizado.

137



Parte ll, Capitulo 3

Maria Lucia Orsini Delgado

11.3.1 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

R Optimizar un modelo murino de colitis aguda, evaluar la respuesta inmunolégica
establecida.

R Optimizar un modelo murino de colitis crénica, con fibrosis intestinal, evaluar la respuesta
inmunoldgica establecida.

R Modular la respuesta inmunoldgica establecida en el modelo agudo de colitis, utilizando el

péptido P2 de Amaranto.
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11.3.2 RESULTADOS

11.3.2.1 Modelo agudo de colitis

Se ensayaron diferentes dosis de TNBS en administraciones i.r. con el fin de establecer la
dosis adecuada para la induccion de colitis en ratones BALB/c de 6 semanas de edad. Se instilaron
100pl de una solucidn de TNBS de concentracién 25, 50 6 100mg/ml (lotes 2,5mgTNBS, 5mgTNBS
6 10mgTNBS respectivamente) en etanol al 50% (Esquema 3). El lote Control recibié sélo 100ul del
vehiculo (etanol 50%). Los pesos fueron registrados diariamente en el mismo horario durante la
semana previa y posterior a la instilacidn. Se evaluaron ademas parametros clinicos como diarrea,
proctitis y presencia de sangre en materia fecal. Los pesos se registraron como porcentaje

respecto al dia -1.

Grupo

Control 100pl de etanol 50%

2,5mgTNBS 100ul TNBS 25mg/ml en etanol 50%

5mgTNBS | | 100u TNBS 50mg/ml en etanol 50% |

10mgTNBS 100p! TNBS 100mg/ml en etanol 50%

i

v
|
7

1
0 1 2 3 4 5 6

Dias

Esquema 5. Protocolo de induccidn de colitis aguda. El dia O los diferentes lotes
recibieron una Unica dosis de 2,5mg 5mg o 10mg de TNBS. El grupo control sdlo recibid
una solucién de etanol 50%. 12h antes de la instilacion se retird el alimento. El protocolo
se repitié al menos dos veces.

Como puede verse en la Figura 30a, los animales instilados con 2,5mg de TNBS mostraron
un leve descenso del peso corporal dentro de las 24-48hs posteriores a la instilacion. Detectamos
ademds materia fecal blanda en algunos animales de este lote. En cuanto a los animales que
recibieron 5mg de TNBS, el descenso de peso fue significativo en los 6 dias posteriores a la
instilacién; se detecté ademas diarrea acuosa y sangrado en algunos animales de este lote. En la
Figura 30b se muestran imagenes representativas de animales de los diferentes lotes,
observandose que los animales que recibieron 5 6 10mg de TNBS mostraron proctitis, sangrado y
diarrea. Considerando los parametros enunciados en la Tabla 2 se determiné el DAI, que mostré

un incremento significativo en los animales de los lotes 5mgTNBS y 10mgTNBS respecto del lote
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control (Figura 30b). Por ultimo, el lote que recibié 10mg de TNBS mostrd un rapido descenso de

peso y sangrado, y los animales murieron entre las 24 y 48 horas posteriores a la instilacion.

Q
-
ey
o
)
(e]

o 25mgTNBS L Control
100 o SmgTNES m B 2,5mgTNBS
+ 10mgTNBS 104 B SmgTNBS
B 10mgTNBS

% de peso respecto al dia -1
8

3

o

1

Figura 30. Peso corporal e indice de actividad de la enfermedad, DAI. (a) Pesos corporales como porcentaje respecto
al dia -1. *p<0,05, ***p<0,001 ANOVA de doble entrada. (b) Imagenes representativas de los animales de los
diferentes lotes, se observa proctitis y sangrado en los lotes 5mgTNBS y 10mgTNBS. (c) Valores de DAI calculados a
partir de la Tabla 2. ***p<0,001 ANOVA de simple entrada.

Luego del sacrificio se extrajo el colon, se midid su longitud y, luego de limpiarlo, se pesé.
En la Figura 31a se muestran imdagenes representativas del colon de animales de diferentes lotes.
Los ratones que recibieron 5mg de TNBS mostraron acortamiento y engrosamiento del colon, que
se cuantificé calculando la relacién peso/longitud. Como se puede evidenciar en la Figura 31b, el
colon de los animales que recibieron 5mg de TNBS mostré una relacién peso/longitud

significativamente mayor respecto al lote control, probablemente originado por el proceso

=
s “

Control  2,5mg TNBS 5mg TNBS

inflamatorio.

8

g

Peso / longitud (mg cm'1
3 8

o

Figura 31. Evaluacion macroscopica del colon. (a) Imagenes representativas, aspecto y longitud de colon
de animales de los diferentes lotes. (b) Relacién peso/longitud de colon **p<0,01 ANOVA de simple
entrada.
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A continuacién evaluamos dicha inflamacién a nivel microscépico sobre cortes histoldgicos
tefidos con H&E. En base al dafio epitelial e infiltrado celular se establecié un puntaje de HAI,
segln los parametros mostrados en la Tabla 3. En la Figura 32a, se muestran imagenes
representativas de los cortes histolégicos de colon de los animales de los diferentes lotes; los
animales del lote 5mgTNBS mostraron un marcado infiltrado de células mononucleares vy
polimorfonucleares en todo el espesor de la pared intestinal; también se observé pérdida de
células caliciformes en comparacién con el lote control, edema y pérdida de criptas, lo cual arrojé
valores de HAI entre 5 y 7 (Figura 32b). En el caso del lote que recibié 2,5mgTNBS se obtuvo un
infiltrado mas leve, con edema y pérdida de células caliciformes, pero afectd sélo la capa epitelial
y submucosa, sin afectar la muscular. Esto nos muestra que la administracién de 5mg de TNBS
genera un dafio local comparable al observado en pacientes con EC. Como marcador de
inflamacién asociado al infiltrado por neutrdéfilos, determinamos la actividad de la enzima
mieloperoxidasa (MPO). En la Figura 32c, se observa un incremento significativo de la actividad de

esta enzima en el lote 5mg TNBS con respecto al lote control.

3 Control 2,5 mg TNBS 5 mg TNBS b

.- [ Control
B 2,5mg TNBS
0 Smg TNBS
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B 25mgTNBS
B 5mgTNBS

:
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mU purpurogalina / g de tejido

[=]

Figura 32. Evaluacion histolégica del colon y de la actividad MPO. (a) Imagenes representativas de los cortes tefiidos
con H&E en diferentes aumentos. (b) indice de actividad histoldgica, puntaje establecido teniendo en cuenta la Tabla
3. (c) Determinacion de la actividad de la enzima MPO en tejido coldnico, en referencia a peroxidasa comercial.
**p<0,01 ANOVA de simple entrada.

Con el fin de evaluar la respuesta inmune asociada a este proceso inflamatorio,
determinamos la expresidn génica de citoquinas y factores de transcripcion de interés por RT-
gPCR. En particular estudiamos los genes que codifican para citoquinas de la inmunidad innata (IL-
1B, IL-6 y TNF-a) y factores de transcripcidn y citoquinas asociados una respuesta Thl (T-bet e IFN-

y) y Th2 (GATA-3 e IL-13).
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En la Figura 33a, se observa un incremento significativo de los niveles del transcripto
correspondiente a TNF-a en las muestras de colon de ratones del lote 5mgTNBS, con respecto a
los lotes control y 2,5mgTNBS; como asi también un leve aumento, aunque no significativo, en los
niveles de mRNA de IL-6. En cuanto a los niveles de transcripto de IL-1B, no se observan
diferencias entre los lotes. Al evaluar la respuesta inmune adaptativa, detectamos un incremento
significativo en los transcriptos de T-bet e IFN-y en el lote 5mgTNBS con respecto al control (Figura
33b), asi como un del factor de transcripcion GATA-3; sin embargo, no se observd incremento de

IL-13 (Figura 33c).
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Figura 33. Cuantificacion de transcriptos correspondientes a citoquinas y factores de transcripcion en colon
por gPCR. Incremento relativo de los niveles de mRNA de citoquinas y factores de transcripcion asociados a la
inmunidad innata (a), a un perfil Th1 (b) y a un perfil Th2 (c), respecto al lote control.

Finalmente evaluamos la concentracion proteica de citoquinas de la inmunidad innata, Thl
y Th2 (IL-1B, IFN-y e IL-13, respectivamente). En |la Figura 34, se puede apreciar que, a diferencia
de los niveles de mRNA de IL-1B, los niveles proteicos estan incrementados en el lote que recibié
5mg de TNBS en comparacion con el lote control, lo cual es esperable ya que IL-1B se sintetiza
como una pre-proteina que es luego clivada en presencia de un estimulo inflamatorio antes de su
secrecién. En cuanto a IFN-y también se observa un incremento significativo de los niveles
proteicos al igual que los niveles de mRNA, y por ultimo, no se observan diferencias en los niveles

de IL-13.
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Figura 34. Cuantificacion de citoquinas en colon por ELISA. Niveles proteicos de citoquinas en colon expresados como
pg de citoquina/gr de tejido, determinados por ELISA. * p<0,05 ANOVA de simple entrada.

Estos resultados en su conjunto, reflejan una marcada respuesta inflamatoria transmural
(infiltrado mononuclear), con presencia de células mieloides, determinado por la actividad de
MPO. En forma complementaria, se observé un marcado incremento en la expresién génica de

citoquinas de la inmunidad innata y de citoquinas de perfil Th1 en el lote 5mgTNBS.

Dados los signos clinicos, el infiltrado celular observado, y el perfil de citoquinas inducido,
podemos concluir que la dosis ideal para el desarrollo de un modelo agudo de colitis que simule la

EC en nuestras condiciones experimentales es una Unica instilacidn intra-rectal de 5mg de TNBS.

11.3.2.2 Modelo crénico de colitis

Habiendo establecido la dosis adecuada para el modelo agudo de colitis, procedimos a
optimizar el modelo crénico. En este caso el objetivo fue generar una inflamacién crénica que
derive en fibrosis. Para ello fue necesario intercalar periodos de inflamacion con periodos de
recuperacion, tal como se observa en los pacientes con EC. Luego de varios ensayos, logramos la

induccion de fibrosis siguiendo el protocolo que se muestra en el Esquema 6.

Grupos
Control | 6 x 100pl Etanol 50% |
TNBS | 5mgTNBS 2,5mgTNBS 4,5mgTNBS 3mgTNBS 4mgTNBS 3,5mgTNBS |
l i l/ l i i Sacrificio
\ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ |
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 dias

Esquema 6. Protocolo de induccion de fibrosis intestinal. Los dias 0, 14, 28, 42, 56 y 70, los animales de los diferentes
lotes recibieron 6 dosis de 100ul de TNBS en etanol al 50%, una cada 15 dias, en concentraciones variables que
oscilaron entre 2,5 y 5mg de TNBS; el lote control recibid 6 dosis 100ul de etanol al 50% segun correspondiera.

143



Parte Il, Capitulo 3

Maria Lucia Orsini Delgado

Ratones BALB/c de 6 semanas de edad recibieron por via i.r. 6 dosis de 100ul de etanol
50% (lote control), o de TNBS en etanol 50% de diferentes concentraciones que oscilaron entre 2,5
y 5mg (lote TNBS); las diferentes instilaciones se realizaron cada 15 dias. Los pesos fueron
monitoreados 3 veces por semana, y se analizaron signos de diarrea y sangrado para establecer el

DAl en los diferentes periodos.
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Figura 35. Variacion del peso corporal respecto al dia 0. Porcentaje de variacion del peso de los animales de
lotes control y TNBS respecto al dia -1. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. ANOVA de doble entrada.

En la Figura 35 podemos observar que los animales del lote que recibié TNBS mostraron un
descenso significativo del peso luego de la primera instilacion, que fueron recuperando
progresivamente. El peso se estabilizd en la semana 3 y luego no mostraron diferencias
significativas con respecto a los animales del lote control. Al evaluar los signos clinicos observamos
gue, a pesar de no haber diferencias significativas en el peso corporal con respecto al lote control,
los animales del lote TNBS mostraron signos de diarrea y sangrado y baja movilidad (Figura 36a).
Con lo cual, teniendo en cuenta los parametros indicados en la Tabla 2, establecimos un puntaje
de DAI en cada periodo instilacion/recuperacion, el cual mostré un marcado incremento en el lote
gue TNBS en comparacién con el lote control, debido a la presencia de sangrando y signos de
diarrea (presencia de materia fecal en la zona perianal). El mayor puntaje fue luego de la primera
instilacion que coincidié con la dosis mas alta de TNBS, luego se siguieron viendo signos clinicos,
pero en forma mas leve y constante (Figura 36b). El lote control no sélo no mostré descenso de

peso corporal, sino que tampoco presentd signos de sangrado ni de diarrea.
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Figura 36. indice de actividad de la enfermedad, DALI. (a) Iméagenes representativas de los animales de los
diferentes lotes, se observan restos de materia fecal en la zona perianal de los animales que recibieron
TNBS. (b) Puntaje asignado teniendo en cuenta los parametros indicados en la Tabla 2. *p<0,05,
***p<0,001 ANOVA de doble entrada.

Luego de dos semanas de la Ultima instilacidn, los animales fueron sacrificados, se extrajo
el colon y se determiné su longitud y su peso. Se tomaron muestras para histologia, extraccién de
RNA, extraccidén de proteinas y determinacién de la actividad de la enzima MPO. Como se muestra
en la Figura 37a, el colon de los animales que recibieron TNBS mostré acortamiento en
comparacion con el colon de los animales control, y un engrosamiento de la pared. Al calcular la

relacién peso/longitud del colon observamos un incremento significativo en el lote TNBS respecto

al control (Figura 37b).
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Figura 37. Evaluacién macroscépica del colon. (a) Imagenes representativas, aspecto y longitud de colon de
animales de los diferentes lotes. (b) Relacion peso/longitud de colon. **p<0,01 test t de student.

Luego de limpiarlos, pudimos observar que el colon de los animales que habian recibido
TNBS no se expandia al instilar PBS, y al eliminar los restos de materia fecal no se veia disminucién
de la luz intestinal, lo cual asociamos a una pérdida de elasticidad probablemente causada por el
desarrollo de fibrosis; lo mismo se observa en el intestino de pacientes con EC luego de

extirparlos.
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Para evaluar el dafio tisular microscopico calculamos el HAI sobre cortes de colon tefiidos
con H&E. En la Figura 38ase puede observar un marcado engrosamiento de la pared intestinal, en
particular de la capa muscular, en los animales del lote TNBS, en comparacién con los animales del
lote control; en la zona submucosa de los animales del lote TNBS se observa infiltrado, edema y
mayor sintesis de matriz extracelular (tincion rosada intensa). Al observar con mayor aumento se
evidencid la presencia de células con forma de huso, compatibles con la morfologia de
fibroblastos. En cuanto a la estructura del epitelio intestinal, se observé que el lote que recibid
TNBS presentd una marcada alteracién de dicha estructura, con pérdida de células caliciformes, e
incluso pérdida de criptas. Al calcular el HAl observamos que los animales tratados presentaron un
HAI significativamente mayor en comparacion con los controles (Figura 38b). Adicionalmente
determinamos la actividad de la enzima MPO en colon y evidenciamos un marcado incremento de
la actividad de esta enzima, asociada a un infiltrado de células mieloides, en el tejido de los

animales que recibieron TNBS (Figura 38c).
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Figura 38. Evaluacion histolégica del colon y de la actividad MPO. (a) Imagenes representativas de las
tinciones con Hematoxilina y Eosina de ambos lotes. (b) Grafico de HAI calculado a partir de los parametros
mostrados en la tabla 3. (c) Actividad de la enzima MPO en tejido coldnico. ***p<0,001. Test t de Student.

Para confirmar el desarrollo de fibrosis en el colon, realizamos una tincion tricrémica de
Masson, que pone en evidencia la presencia de fibras de colageno (coloracién verde azulada).
Como se observa en la Figura 39, los animales que recibieron TNBS mostraron una fuerte
coloracién verde azulada en todo el espesor de la pared intestinal, concordantemente con la

presencia de células en forma de huso tal como se observé en los cortes tefiidos con H&E.
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Figura 39. Evaluacion de fibrosis intestinal por tincion tricromica de Masson. Imagenes representativas de tinciones
tricrémicas en cortes de colon de animales de los diferentes lotes (100X y 400X). Vemos la abundante presencia de
fibras de coldgeno en las secciones de colon de los animales que recibieron TNBS.

Para evaluar la respuesta inmune establecida, determinamos los niveles de citoquinas en
el colon. Ademas de las citoquinas evaluadas en el modelo agudo, determinamos los niveles
proteicos de TGF-B. Como se observa en la Figura 40, hay un marcado incremento en los niveles
de IL-1B e IFN-y en los animales que recibieron TNBS, no asi en los niveles de IL-13 que son bajos
en ambos lotes. Por otro lado la concentracién de TGF-B es significativamente mayor en los
animales del lote TNBS, lo cual estd asociado a la fibrosis evidenciada macroscépica y

microscdpicamente.
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Figura 40. Cuantificacion de citoquinas en colon por ELISA. Concentracién de citoquinas en colon expresado como
pg citoquina/ gr de colon. **p<0,01. Test t de Student.

Con estos resultados podemos concluir que logramos optimizar un modelo crénico de
colitis, con desarrollo de fibrosis intestinal, que afecta todo el espesor de la pared, y con la
induccion de una respuesta inmune Thl, similar a lo observado en pacientes con EC. Cabe aclarar

que niveles elevados de IL-13 sélo han sido detectados en pacientes con CU.
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11.3.2.3 Modulacién del modelo de colitis aguda empleando péptidos de Amaranto

Una vez establecidas las condiciones para el desarrollo del modelo de colitis aguda y de
fibrosis intestinal, procedimos a evaluar el efecto anti-inflamatorio del péptido sintético de
Amaranto, denominado P2 y de secuencia SSEDIKE, administrado por via ig, como estrategia para

la modulacion de la inflamacidn generada.

Ratones BALB/c de 6 semanas de edad recibieron el dia 0, por via i.r., 100ul de una solucion
50mg/ml de TNBS en etanol 50%, o de etanol 50% como control. Al mismo tiempo se administrd
durante 5 dias consecutivos desde el dia 0, por via oral, 200ul de una soluciéon 500ug/ml de P2 en
buffer bicarbonato pH8, o sélo buffer bicarbonato como control; 30 minutos antes de la
administracion del péptido se administraron 200ul de buffer bicarbonato para aumentar el pH del

estdmago a fin de asegurar que el péptido llegue intacto al intestino (Esquema 7).

Etanol | 100l de etanol 50%, 5 x 200 pl NH,*HCO4

Etanol+P2 || 100l de etanol 50%, 5 x 200 I P2 en NH,*HCO;" |

‘ TNBS ‘ | 1001 TNBS 50mg/ml, 5 x 200 pl NH,*HCO;”

TNBS+P2 | 100pl TNBS 50mg/ml, 5 x 200 pl P2 en NH,*HCO3

Ty

\
7 Dias

0 1 2 3 4 5

a

Esquema 7. Protocolo de modulacion de colitis aguda con P2. El dia 0 se administré por
Unica vez una solucién de etanol 50%, o de TNBS 50mg/ml en etanol 50% por via intra-
rectal. Luego de la instilacion, se administraron 5 dosis por via oral 200ul de una solucién
500ug/ml en buffer bicarbonato de P2 (Etanol+P2 y TNBS+P2), o solo buffer (Etanol y
TNBS).

Los animales fueron pesados diariamente la semana previa y posterior a la instilacion, y se
evaluod el estado general, la presencia de sangrado y la consistencia de la materia fecal. En base a
esos datos se graficaron los pesos como porcentaje respecto al dia -1 y se calculd el indice DAI

(Figura 41).

En la Figura 4l1a, se observa que los animales del lote TNBS+P2, mostraron una
recuperacién mas rapida del peso corporal en comparacién con los animales del lote TNBS. Por
otro lado al evaluar la consistencia de la materia fecal y el sangrado, observamos que, si bien el

lote TNBS+P2 mostrd signos de diarrea los primeros dias, estos signos fueron desapareciendo en

148




Parte Il, Capitulo 3

Maria Lucia Orsini Delgado
forma progresiva, y no mostraron signos de sangrado como si lo hicieron los animales del lote
TNBS (Figura 41b), es por eso que la diferencia de DAI del lote TNBS+P2 con respecto al lote

control (Etanol) es menor que la diferencia entre el lote TNBS y el control (etanol) (Figura 41c).
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Figura 41. Variacion de pesos corporales y DAI (a) Variaciéon de pesos corporales respecto al dia -1. * p<0,05 **
p<0,01 lote TNBS vs Etanol. ¥p<0,05 "p<0,01 lote TNBS+P2 vs Etanol. ANOVA de doble entrada. (b) Imagenes
representativas de los animales de los diferentes lotes, se observan signos de diarrea y proctitis en los animales del
lote TNBS, y signos mas leves en el lote TNBS+P2. (c) indice de actividad de la enfermedad (DAI), valores calculados
teniendo en cuenta la Tabla 2. *p<0,05, **p<0,01. ANOVA de simple entrada.

Al dia 7 los animales fueron sacrificados y se evalud el peso y la longitud del colon. En la
Figura 42 se muestran imagenes representativas de los animales de los diferentes lotes y del
colon, asi como la relacidon peso/longitud del colon. En la Figura 42a observamos un menor
acortamiento del colon en el lote TNBS+P2 respecto del lote TNBS, y al calcular la relacién
peso/longitud del colon pudimos evidenciar que la diferencia entre los lotes TNBS y Etanol es

significativa, no asi la diferencia entre TNBS+P2 y Etanol (Figura 42b).
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Figura 42. Evaluacion macroscopica del colon. (a) Imdagenes representativas de la longitud del colon de los
animales de los diferentes lotes (b) Peso/longitud de colon expresado en mg.cm'1 *p<0,05 ANOVA de entrada
simple.
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Al evaluar el dafio tisular a nivel microscépico observamos que los animales tratados con el
péptido P2 mostraron un menor infiltrado y recuperacién de criptas con respecto al lote no
tratado (TNBS+P2 vs TNBS) (Figura 43a). Luego establecimos el indice de actividad histolégica y
evidenciamos que los animales tratados mostraron un valor menor de HAl en comparacién con los
animales del lote TNBS (Figura 43b), acompafiado de una disminucion de la actividad de la enzima
MPO (Figura 43c), con respecto a los animales del lote TNBS, mostrando valores similares al lote

control (Etanol).
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Figura 43. Evaluacion histolégica del colon y de la actividad MPO. (a) Imagenes representativas de las
tinciones con H&E de cortes de colon. (b) Grafico de HAI calculado a partir de los pardmetros mostrados
en la Tabla 3. (c) Actividad de la enzima MPO en tejido coldnico. *p<0,05. ANOVA de simple entrada.

Por otro lado, al evaluar la modulacién de la respuesta inmune a nivel molecular
determinando la expresién génica de diferentes citoquinas y factores de transcripcién en el colon,
observamos que, si bien las diferencias no son estadisticamente significativas, hay una tendencia
en el lote TNBS+P2 a disminuir la expresidn génica de TNF-a, Ccl20 y GATA-3, en comparacién con
el lote no tratado (TNBS) (Figura 44). Estos datos indicarian una tendencia a disminuir la secrecion

de citoquinas pro-inflamatorias.
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Figura 44. Cuantificacion de transcriptos correspondientes a citoquinas, quimoquinas y factores de transcripcion en
colon por gPCR. Incremento relativo de los niveles de mRNA de citoquinas y factores de transcripcion asociados a la
inmunidad innata (TNF-a y Ccl20), o a un perfil Th1 (T-bet) o Th2 (GATA-3).
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Finalmente determinamos la concentracién de citoquinas en tejido por ELISA, vy
observamos que el tratamiento con el péptido de Amaranto (lote TNBS+P2) logré reducir los
niveles de IL-1B e IFN-y en colon en forma significativa, en comparacién con el grupo no tratado
(TNBS). En cuanto a los niveles de IL-13, a pesar de haber detectado un incremento en los niveles
de transcripto de GATA-3 en los animales que recibieron TNBS, con una disminucidn de los mismos

por el tratamiento con P2, no detectamos diferencias significativas entre los diferentes lotes

(Figura 45).
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Figura 45. Cuantificacion de citoquinas en colon por ELISA. Concentracién de citoquinas en colon expresado como pg
citoquina/ gr de colon. *p<0,05, **p<0,01. ANOVA de entrada simple.

Con los resultados aqui mostrados, podemos concluir que efectivamente, la administracion
por via ig del péptido P2 de Amaranto logré modular la respuesta inflamatoria inducida por la via
i.r., mejorando los signos clinicos, reduciendo el infiltrado celular y la actividad de la enzima MPO,

y también disminuyendo los niveles de citoquinas pro-inflamatorias.

Ensayos posteriores nos permitiran evaluar si el efecto es ejercido en forma local sobre los
colonocitos o si se logra generar una modulaciéon a nivel de intestino delgado que induzca un

estado modulatorio a nivel sistémico, revirtiendo el proceso inflamatorio en colon.

151



Parte Il, Capitulo 3

Maria Lucia Orsini Delgado

11.3.3 DiscusiON

En esta etapa del trabajo logramos optimizar dos modelos de colitis, estableciendo las
dosis y frecuencias éptimas en nuestras condiciones experimentales de trabajo. En el modelo de
colitis aguda concluimos que la administracidn de una Unica dosis i.r. de 5mg de TNBS induce un
proceso inflamatorio que se ajusta a lo observado en pacientes con EC: descenso del peso
corporal, signos de diarrea, y presencia de sangre en materia fecal. A nivel histolégico se observé
un incremento del infiltrado mononuclear transmural, pérdida de células caliciformes y criptas,
probablemente aumento de neutréfilos por el incremento marcado de la MPO, y presencia de
edema. A nivel molecular detectamos un incremento significativo en el transcripto de TNF-a, con
una tendencia al incremento de los niveles de mRNA de IL-6; al evaluar la respuesta inmune
adaptativa evidenciamos una respuesta de perfil Thl, con un incremento significativo de los
niveles de mRNA de T-bet e IFN-y. Todos estos datos mostraron que tanto histolégicamente como
a nivel molecular, la patologia inducida es similar a lo observado en pacientes con EC, y difiere de

la observada en pacientes con CU.

Por otro lado optimizamos la dosis y frecuencia de administracién de TNBS, necesarias para
el desarrollo de un modelo crénico de colitis. El protocolo aplicado, indujo el desarrollo de un
tejido cicatrizal que termind derivando en fibrosis intestinal, con engrosamiento y pérdida de
elasticidad y presencia de engrosamiento de la capa muscular. Ademas observamos un
incremento de produccion de matriz extracelular y presencia de fibroblastos. Siendo la fibrosis
intestinal una de las complicaciones mdas comunes y severas en los pacientes con EC, y sin que se
haya logrado reducir el nimero de paciente que derivan en estenosis y cirugia, a pesar de los
avances en los tratamientos anti-inflamatorios e inmunosupresores y su temprana
implementacion (Cosnes et al. 2005; Bettenworth & Rieder 2014), hemos logrado establecer este
modelo de fibrosis intestinal, que nos permitird contar con una herramienta biolégica para evaluar

tratamientos anti-fibrogénicos.

En esta seccidn nos propusimos ademads, modular la inflamacién establecida en el modelo
de colitis aguda inducida por TNBS. Es sabido que en este modelo el factor de transcripcién NFkB
es fuertemente activado (Neurath et al 1996), y en varios trabajos se ha planteado como
estrategia terapéutica bloquear la traslocacién al nucleo de componentes de esta via (Segain et al.
2000; Lahat et al. 2007; Hanai & Sugimoto 2009; Sohub et al. 2015). Es por esto que, sabiendo por

datos previos que el péptido derivado de Amaranto de secuencia SSEDIKE logra modular esta via
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de transcripcidon en ensayos in vitro e in vivo (Moronta et al. 2016), planteamos el empleo del
mismo para modular la colitis en los ratones. Como pudimos evidenciar, la administracién ig del P2
de Amaranto a ratones previamente instilados con TNBS permitié que recuperaran el peso en
forma mas rapida que los animales no tratados, reducir la relacion peso/longitud del colon, el DAI
y el HAI. Observamos que los animales tratados presentan una disminucién en el infiltrado celular
en el colon y una disminucién del edema, con una disminucidn en la actividad de la enzima MPO.
Finalmente a nivel molecular, el tratamiento con P2 indujo una disminucién, aunque no
significativa, en la expresién génica de TNF-a, Ccl20 y GATA-3, y a nivel proteico detectamos una
disminucion significativa de IL-1B e IFN-y, en comparacidn con los animales no tratados. Con estos
resultados podemos concluir que el tratamiento oral con P2 logré modular la inflamacién aguda
del colon. Estos resultados junto con los obtenidos previamente por el grupo, alientan al empleo
de este péptido o de hidrolizados de Amaranto, como un alimento funcional para prevenir o

revertir un proceso inflamatorio en el intestino delgado o en el colon.
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Como mencionamos anteriormente, los factores ambientales como la alimentacion, el
estrés, los medicamentos, el tabaco y la contaminacién ambiental contribuyen como factores
disparadores de las Ell en individuos genéticamente predispuestos. Todos estos factores pueden
actuar directamente sobre las células epiteliales intestinales, o modificar la microbiota intestinal,
alterando en forma indirecta la regulacion del sistema inmune local y sistémico (Rogler & Vavricka

2015).

La exposicion del intestino a material particulado proveniente de la contaminacion
ambiental, o a microparticulas de aditivos presentes en alimentos, pasta dental, medicamentos,
etc., puede generar dafio a nivel intestinal (Lerner 2012). El efecto puede ser directo sobre células
epiteliales intestinales causando dafio mecanico, o activando células de la inmunidad innata como
macroéfagos, lo que desencadena una respuesta inmune inflamatoria. Asimismo el MP puede
generar una disbiosis (Beamish et al. 2011). Mutlu y col. demostraron que el MP de la
contaminacién ambiental de Washington produce en animales un incremento en la permeabilidad

intestinal por estrés oxidativo (Mutlu et al. 2011).

Como antecedente en nuestro pais, luego de la erupcién del volcdn Puyehue en la
Patagonia en 2011, se detectd en Buenos Aires un marcado empeoramiento de la inflamacién
intestinal en pacientes con Ell, los cuales resultaron refractarios a los tratamientos convencionales,
y muchos de ellos derivaron en cirugia. Ante esta observacidon del equipo de la doctora Alicia
Sambuelli del “Hospital de Gastroenterologia Dr. Carlos Bonorino Udaondo” (equipo con el que
trabajamos en colaboracién), y teniendo en cuenta que uno de los paises con mayor incidencia en
Ell es Islandia, que presenta una incidencia anual de 16,5 cada 100.000 habitantes para CU y de 5,5
cada 100.000 habitantes para EC (Bjornsson & Jéhannsson 2000), y decenas de volcanes activos,
nos propusimos estudiar el efecto de la administracién oral de cenizas volcdnicas sobre el intestino

de animales naive o con colitis inducida por TNBS.
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11.4.1 OBJETIVOS

R Estudiar el efecto de la administracion de cenizas volcdnicas en agua de bebida, sobre el
colon de animales naive o con inflamacién inducida por TNBS.
m  Evaluar el efecto de las cenizas volcdnicas sobre la permeabilidad intestinal y evaluar el

efecto de la instilacion de flagelina (FIiC) en animales que previamente recibieron cenizas

volcanicas.
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11.4.2 RESULTADOS

Ratones BALB/c de 6 semanas de edad recibieron cenizas volcanicas en el agua de bebida
durante 2 semanas, preparada como se explicé anteriormente (2.1). A los 7 dias de comenzada la
administracion de cenizas en el agua de bebida, se les instild por via i.r. 100ul de diferentes
estimulos inflamatorios: 3,5mg de TNBS en etanol al 50%, 1,8 mg/ml de FliC en PBS, etanol 50%
como control de TNBS o PBS como control de FliC (Esquema 5). Se empled una cantidad de TNBS
inferior a la 6ptima en el modelo de colitis dado que esperabamos un agravamiento del proceso

inflamatorio al administrarlo junto a la ceniza volcédnica.

Grupos
Cenizas 100ul PBS
Etanol 100pl Etanol 50%

Etanol+ Cenizas 100pl Etanol50%

TNBS+Cenizas 100ul TNBS 35mg/ml en etanol50%

FliC 100ul FliC 1,8mg/ml

FliC+Cenizas

TNBS | 100pl TNBS 35mg/ml en etanol50% |
| 100! FliC 1,8mg/ml |

l/ Sacrificio

[ I I I I I I I I I I [ I I ]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 dias

Esquema 8. Protocolo de induccién de colitis por administracion de cenizas volcanicas en el agua de bebida. Gris,
lotes que recibieron cenizas en el agua de bebida durante 2 semanas, blanco lotes que recibieron agua sin cenizas. El
dia 7 se administré un estimulo inflamatorio por via intra-rectal, PBS (lote cenizas), etanol 50% (lotes Etanol y
Etanol+Cenizas), 3,5mg de TNBS en etanol al 50% (lotes TNBS y TNBS+Cenizas) 6 0,18mg de FliC en PBS (lotes FliC y
FliC+Cenizas).

Dos veces por dia se homogeneizé el contenido de las botellas para asegurar que las
cenizas queden en suspensién. Los pesos de los animales fueron monitoreados diariamente, asi

como los signos clinicos, la consistencia de materia fecal y la presencia de sangrado rectal.

En la Figura 46 se muestran los pesos corporales promedio de los animales de los
diferentes lotes respecto al peso corporal registrado el dia 0, previo al inicio del ensayo. Como
puede observarse, no hubo grandes variaciones en los pesos corporales de los animales de los
diferentes lotes. Sin embargo, los animales de los lotes que recibieron TNBS mostraron un
descenso marcado del peso luego de la instilacién, aunque no llegd a ser significativo (Figura 46b),
y el lote que recibid FliC y cenizas volcanicas mostrd un leve descenso del peso corporal los

ultimos dias (Figura 46c¢). En todos los casos comparamos los pesos con el lote que recibid cenizas
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en agua de bebida y PBS por via intra-rectal, el cual fue considerado el lote control. La sola
administracion de cenizas volcanicas en el agua de bebida no produjo alteraciones en el peso

corporal, ni signos clinicos como diarrea o sangrado.
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Figura 46. Variacion de pesos corporales respecto al dia 0. Variacidn de los pesos corporales de los lotes (a) Cenizas,
Etanol y Etanol+Cenizas, (b) Cenizas, 3,5mgTNBS y 3,5mgTNBS+Cenizas, (c) Cenizas, FliCy FliC+Cenizas.

Al evaluar los demds pardametros, observamos que los animales que recibieron cenizas
volcanicas en el agua de bebida, presentaron materia fecal mas consistente que los animales que
no recibian cenizas; la excepciéon fueron los animales que ademds recibieron TNBS. Este lote

mostré ademas de un mayor descenso del peso corporal (aunque no significativo) y sangrado.

En la Figura 47 se muestran los valores de DAI asignados, y podemos observar que, si bien

existen diferencias en el DAI de los diferentes lotes, las mismas no son significativas.

4-
V7] Cenizas
@ Etanol
3+ ZZ Etanol+Cenizas
_ EE TNBS
g 2- EE TNBS+Cenizas
HEm FiC
1- ; _l_ }_ FliC+Cenizas
J L

Figura 47. indice de actividad de la enfermedad (DAI). Valores de DAl asignados a los
animales de los diferentes lotes
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Una semana después de la instilacion i.r., los animales fueron sacrificados. Se analizé en
forma macroscdpica el colon de los animales pertenecientes a los distintos lotes. Se midid su
longitud vy, luego de limpiarlos con PBS estéril, se los pesé. En la Figura 48 se muestra la relacion
peso/longitud de colon de los animales de los diferentes lotes. Se observd una tendencia de los
animales de los lotes que recibieron cenizas en el agua de bebida a mostrar una relacién

peso/longitud mayor respecto de los lotes que recibieron agua sin cenizas.

T 7 Cenizas

g @ Etanol

g’ 301 - T Etanol+Cenizas
§ 20- ? // : ¥mg§+0enizas
= / % . FiC

s | % % FiiC+Cenizas
i 77

& //

Figura 48. Evaluacién macroscépica del colon. Relacién peso/longitud del colon de
. .. . -1
los animales de los distintos lotes. Los datos estan expresados en mg.cm ™.

Este leve aumento podria deberse a un proceso inflamatorio, por lo cual tomamos
muestras de colon para realizar diferentes ensayos. En primer lugar evaluamos el colon a nivel
microscopico. Cortes tefiidos con H&E mostraron que los animales que recibieron agua con
cenizas tenian edema, infiltrado mononuclear leve, y abundantes hematies (Figura 49a)
probablemente debido a hemorragias en la pared intestinal. El lote de animales que recibiéo TNBS
mostré un marcado infiltrado y edema, con pérdida de células caliciformes, pero en el lote
TNBS+Cenizas el infiltrado fue mas marcado, afectando todo el espesor de la pared, con pérdida
de estructura, y presencia de hematies, siendo mas severa la inflamacién que la observada en los
animales que sélo recibieron TNBS. Por otro lado, el lote que recibid FliC mostrd un leve infiltrado,
y en algunos casos edema, pero el lote que recibié FliC+Cenizas, mostrd un infiltrado marcado,
edema y presencia de hematies, siendo nuevamente la inflamacion mds marcada que en el lote
FIiC (Figura 49a). Dada la alta carga bacteriana del colon, no es esperable que la administracion de
FliC produzca inflamacién, sin embargo, la administracion de cenizas desde una semana antes de
la instilacion con FliC, puede haber producido cierto dafio en la mucosa que llevara a una

respuesta inflamatoria al administrar FliC por via intra-rectal.
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Figura 49. Evaluacion histoldgica del colon y de la actividad MPO. (a) Imagenes representativas de los diferentes
lotes (400X) con flechas indicamos los hematies. (b) Grafico de los valores de HAI asignados a los diferentes lotes
segun la Tabla 3. (c) Determinacion de la actividad de la enzima MPO en tejido coldnico, en referencia a peroxidasa
comercial *p<0,05, **p<0,01 ANOVA de simple entrada.

En el grafico de la Figura 49b podemos observar un marcado incremento del HAI en los
animales que recibieron Cenizas respecto a los que sélo recibieron agua, siendo la diferencia
significativa entre los lotes TNBS vs TNBS+Cenizas, y FliC vs FliC+Cenizas. En cuanto a la actividad
de la enzima MPO (Figura 49c), si bien no se vieron diferencias significativas entre los diferentes
lotes, hay una tendencia a que los animales de los lotes que recibieron cenizas y un estimulo
inflamatorio muestren una actividad de MPO mayor que los animales que sélo recibieron el

estimulo correspondiente.

A continuacién evaluamos los niveles de transcriptos de citoquinas y factores de
transcripcion para caracterizar la respuesta inmunoldgica establecida en cada caso. Se evaluaron
genes asociados a la respuesta inmune innata (IL-1B, IL-6, TNFa y Ccl20), y a la inmunidad
adaptativa de perfil Th1 (IFN-y y T-bet). En la Figura 50 se muestran los graficos de los incrementos

relativos a ratones naive para cada gen.

En el caso de los genes asociados a la inmunidad innata, observamos en los lotes que
recibieron cenizas un leve aumento en la expresion génica de IL-1B e IL-6, aunque no significativo,

respecto a los lotes que recibieron el mismo estimulo inflamatorio, pero agua sin cenizas. Al
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evaluar los niveles de TNF-a detectamos un incremento significativo en el lote TNBS+Cenizas
respecto al lote TNBS, y en el lote FliC+Cenizas respecto al lote FliC, siendo en ambos casos 20
veces mayor que lo observado en los animales naive. También detectamos un incremento
significativo en los niveles del transcripto de Ccl20 en las muestras de los animales de los lotes
TNBS+Cenizas y FliC+Cenizas en comparaciéon con TNBS y FliC respectivamente, siendo 40 veces
mayor que en los animales naive en el primer caso y 60 veces mayor en el segundo. Estos datos
muestran que la administracion de cenizas volcanicas en el agua de bebida junto con un estimulo
inflamatorio por via i.r. genera una respuesta inmune innata mucho mas marcada que la sola
administracion del estimulo inflamatorio. Ademas detectamos niveles incrementados del
transcripto de T-bet en los lotes TNBS+Cenizas y FliC+Cenizas en comparacion con los lotes TNBS y
FliC respectivamente, siendo en ambos casos casi 100 veces mayor que los niveles de mRNA de T-
bet de los animales naive. En cuanto a los niveles de IFN-y, lo observado fue coherente con lo visto
para T-bet, los niveles del transcripto fueron significativamente mayores en los lotes TNBS+Cenizas
y FliC+Cenizas comparados con los lotes TNBS y FliC respectivamente, y casi 100 veces mayor que

en los animales naive.
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Figura 50. Cuantificacidn de transcriptos correspondientes a citoquinas, quimoquinas y factores de transcripcion en
colon por qPCR. Niveles de mRNA de citoquinas asociadas a una respuesta inmune innata (IL-18, IL-6, TNF-a  y Ccl20),
y Thl (T-bet e IFN-y). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. ANOVA de simple entrada.

Los resultados obtenidos hasta el momento muestran un marcado incremento del estado
inflamatorio en los animales que recibieron cenizas en el agua de bebida junto a un estimulo
inflamatorio (TNBS o FliC), en relacién a los lotes que recibieron Unicamente el estimulo

inflamatorio.
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El dafio generado por las cenizas en el agua de bebida puede deberse a un dafio mecanico
causado por el material particulado, o a un efecto directo sobre las células epiteliales intestinales
que lleve al desencadenamiento de la respuesta inmune. Para determinar el tamafio de las
particulas presentes en la ceniza y su composicion analizamos muestras de cenizas por

microscopia electrénica de barrido y microandlisis, como fue descripto anteriormente.

Como podemos ver en la Figura 51, a nivel microscopico las cenizas estan conformadas
por material particulado de tamafio cercano a los 10um, con bordes filosos, con lo cual podriamos
sostener que ejercen un dafio mecdnico sobre el epitelio intestinal. Por otro lado se detecté que
los elementos principales son Si y Al, los cuales se ha descripto que activan el inflamasoma, en

particular NLRP3 (Willingham & Ting 2008).

W\Support-d897 3\shareddatal20154150526\Lucia Orsini\CenizaSecaE2.spc
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K Ca Ti

3.00 3.60 0 480 5.40 6.00 keV

Figura 51. Evaluacion microscdpica de las cenizas volcanicas. Microscopia electrdénica de barrido para evaluacién de
tamafio, forma y composicion elemental de las cenizas volcanicas.

Por lo tanto sostenemos que el MP presente en la ceniza volcanica ejerce una doble
funcién sobre la mucosa intestinal: por un lado tiene una funcidon mecdnica de dano de la barrera
epitelial, alterando la permeabilidad intestinal, y por otro, activaria el inflamasoma agravando el
proceso inflamatorio. Para poder confirmar nuestra hipdtesis se requieren profundizar los

estudios y repetir el modelo de colitis en ratones deficientes en NLRP3.

164



Parte Il, Capitulo 4

Maria Lucia Orsini Delgado

11.4.3 DISCcUSION

Los resultados aqui mostrados, permiten concluir que la administracién oral de cenizas
volcanicas tiene un efecto pro-inflamatorio, produciendo un marcado incremento del infiltrado en
mucosa y submucosa, asi como edema y presencia de hematies posiblemente por hemorragia. Lo
mismo se observd en las porciones del colon que se extirpd de los pacientes con una Ell agravada
como consecuencia a la exposicion en Buenos Aires al material particulado conteniendo cenizas
presentes en el aire. Al evaluar la respuesta a nivel molecular evidenciamos un incremento
significativo en los niveles de mRNA de varias citoquinas, quimoquinas y factores de transcripcién
asociados a la inmunidad innata (TNF-a), a la activacién de la via de NFkB (Ccl20) y a una respuesta
inmune Th1l (T-bet e IFN-y). El dafio observado puede deberse tanto a un dafio mecanico como a
un proceso inflamatorio, es por eso que quisimos evaluar la composicidon quimica de las cenizas,
asi como el tamafio del material particulado. El andlisis mostré que predominan las particulas
menores a 10um, y que el silicio y el aluminio son los elementos principales, aunque también
contienen hierro, titanio, calcio, magnesio, sodio y potasio. Diferentes trabajos muestran que sales
de Al y de Si activan la via de inflamasoma NLRP3 (Dostert et al. 2008; Hornung et al. 2008) y
también inducen la produccién de PGE, en forma independiente de NLRP3 (Kuroda et al. 2011),
con lo cual podemos sospechar que estos mecanismos pueden estar implicados en el incremento

del dafio e inflamacién observados en los animales que recibieron cenizas volcanicas.

Estudios realizados con muestras de pacientes con EC han revelado que existe una
correlacién entre la gravedad de los signos de los pacientes con EC y la exposicion a
microparticulas ambientales (Powell et al. 2007). También se ha visto que, dada la capacidad
adsortiva de las microparticulas, pueden generar complejos con Ca y bacterias comensales,
simulando la patogenicidad de los microrganismos (Ashwood et al. 2007). Sin embargo, no se ha
visto un incremento en la incidencia de las Ell, con lo cual se postula que, en pacientes con
predisposicion genética para el desarrollo de estas patologias, la ingesta de microparticulas
ambientales actuaria como un disparador (Lerner 2012). Estos resultados concuerdan con lo
observado en nuestro modelo, en el cual se vio un incremento del dafo en animales expuestos a
un estimulo inflamatorio, asi como lo observado en pacientes que estuvieron expuestos a cenizas

volcénicas, en los cuales se observd una agudizacién del proceso inflamatorio intestinal.

Con los resultados obtenidos, podemos proponer que la administraciéon de cenizas

volcanicas en el agua de bebida en animales con colitis es capaz de agravar la inflamacién
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intestinal. Sin embargo, la sola administracién del agua con cenizas volcdnicas, no logrd inducir
colitis. Esto nos lleva a postular que este componente ambiental sélo agrava el proceso
inflamatorio en el colon cuando otro factor lo ha inducido. Para poder confirmar nuestra hipdtesis,
seria conveniente probar el efecto de las cenizas en animales que desarrollan colitis en forma
espontdnea, para observar si efectivamente generan un proceso inflamatorio mas severo, y
finalmente, confirmar si el efecto es via inflamasoma por la presencia de Al, Si y Ti, en
concordancia con lo descripto en bibliografia, mediante el empleo de animales deficientes en

diferentes componentes del mismo.
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En esta etapa del trabajo se lograron optimizar dos modelos de colitis por administracion
i.r. de TNBS. Un modelo agudo de inflamacion con una Unica administracién de TNBS (50mg/ml)
gue permite reproducir un cuadro similar al observado en pacientes con EC. En este modelo se
indujo un marcado descenso del peso corporal, signos de diarrea, sangrado e incluso proctitis. Se
observé ademads un acortamiento y aumento del peso del colon, que lo pudimos correlacionar con
los resultados microscopicos, en los cuales se evidencié un marcado infiltrado, edema y alteracion
de la estructura epitelial, asociado a un incremento de la actividad de la enzima MPO,
probablemente causado por un infiltrado de neutréfilos. A nivel molecular observamos un
marcado incremento en los transcriptos correspondientes a marcadores de inflamacion (TNF-a, T-
bet e IFN-y) en la mucosa coldnica. Los resultados observados son similares a los descriptos en
bibliografia para este modelo de colitis (Alex et al. 2009) y paciente con EC (Strober et al. 2002; Di
Sabatino et al. 2013).

Por otro lado optimizamos un modelo crénico de colitis, logrando el desarrollo de fibrosis
intestinal. En bibliografia existen diferentes esquemas de administracion de TNBS para el
desarrollo del modelo crénico de colitis inducido por TNBS, que consisten en la administracion de
la misma dosis de TNBS una vez por semana durante 5 semanas (Alex et al. 2009), o de dosis
crecientes una vez por semana durante 6 semanas (Wu & Chakravarti 2007); en nuestras
condiciones experimentales, luego de probar diferentes dosis y frecuencias de administracion,
logramos optimizar este modelo al administrar 6 dosis de concentraciones variables de TNBS, una
vez cada 15 dias. Luego de la primera instilacidn se vio un marcado descenso de peso corporal en
el lote que recibi6 TNBS respecto del lote control y posteriormente los animales fueron
recuperando su peso en forma progresiva; sin embargo, en estos animales, fueron evidentes los
signos de diarrea e incluso de sangrado. Al evaluar el colon en forma macroscdpica, evidenciamos
una relacién peso/longitud aumentada, con engrosamiento y rigidez de la pared intestinal en los
animales del lote TNBS. Estas observaciones tuvieron su contraparte a nivel microscdpico ya que
observamos un marcado engrosamiento de la pared intestinal, con pérdida de la estructura,
probablemente asociado a una pérdida de funcién, y mayor nimero de fibroblastos y fibrosis
intestinal. En este modelo se observé ademds un incremento de la actividad de la enzima MPO, y
en la produccion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1B e IFN-y. Lo mas importante es que
logramos reproducir lo que se observa en pacientes con fibrosis, que es el marcado incremento en

los niveles de TGF-B, factor de crecimiento de fibroblastos (Rieder & Fiocchi 2009; Biancheri,
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Giuffrida et al. 2013). Como explicamos anteriormente, dado que en la actualidad la fibrosis
intestinal sigue siendo una de las complicaciones mas frecuentes de las Ell, a pesar del avance en
las terapias anti-inflamatorias y en la temprana implementacion de las mismas (Bettenworth &
Rieder 2014), disponer de este modelo de fibrosis intestinal es de utilidad para el estudio de

estrategias que permitan prevenir el desarrollo de fibrosis o revertirla una vez establecida.

Posteriormente procedimos a evaluar el efecto anti-inflamatorio del péptido derivado de
amaranto de secuencia SSEDIKE (P2) en nuestro modelo de colitis aguda. Previamente, en
colaboracién con el grupo de la Dra. Cristina Afién (CIDCA, CONICET/UNLP), describimos la
presencia de péptidos encriptados con propiedades anti-inflamatorias en proteinas presentes en
la semillas de Amaranto, con capacidad de inhibir la vias de sefalizacién intracelular NF-KB
(Trabajo de Tesis Moronta 2015; Moronta et al. 2016). Dado que esta via de sefializacion estd
implicada en el proceso inflamatorio inducido por TNBS y en la inflamacion colénica en pacientes
con EC (Neurath et al. 1996), decidimos evaluar el efecto de la administracién ig de P2 en nuestro
modelo de colitis aguda. Los resultados hallados reflejaron una pronta recuperacién del peso
corporal de los animales, signos cinicos mas leves en comparacién con el lote que no recibié el
péptido, y ausencia de sangrado. Al evaluar el colon en forma macroscopica, observamos un
acortamiento menor en los animales tratados con P2 en comparacidon con los animales no
tratados, asi como una relacién peso/longitud de colon menor, acompafiado de una disminucion
del infiltrado celular, un descenso significativo de la actividad de la enzima MPO, y menor pérdida
de la estructura epitelial, aunque aun con presencia de edema. A nivel molecular detectamos una
menor expresion génica de marcadores de inflamacion. Por lo tanto concluimos que este péptido

sintético mostré ser efectivo en la modulacidn de la colitis experimental.

En trabajos previos se demostrd que el tripéptido de secuencia KPV, porcidon carboxilo
terminal de la hormona a-melanocito estimulante (a-MSH), tiene efecto antiinflamatorio in vitro,
al inhibir las vias de sefializacién NFkB y MAP kinasa sobre cultivos de las lineas celulares Caco2 y
Jurkat, y que ademas la administracion ig de este péptido logra modular la respuesta inmune
inflamatoria en los modelos de colitis aguda inducidos por TNBS o por DSS (Dalmasso et al. 2008).
Este tripéptido ingresa a las células epiteliales intestinales a través del co-transportador H'-
oligopéptido, PepT1, ubicado en la cara apical de las mismas, e inhibe la activacién de NFkB y su
traslocacion al nucleo (Dalmasso et al 2008); si bien |la expresidn del transportador PepT1 es baja

en células epiteliales de colon, en procesos inflamatorios crénicos, como las Ell, su expresion se ha
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visto incrementada (Merlin et al. 2001); este receptor también es expresado por células del
sistema inmune como macréfagos intestinales o en la linea de células T humanas, Jurkat
(Dalmasso et al. 2008). Por otro lado nuestros resultados previos mostraron que el péptido
SSEDIKE compite co el péptido KPV por su receptor (Moronta et al. 2016). Considerando nuestros
resultados previos y los del péptido KPV en el modelo de colitis, proponemos que el P2 de
amaranto podria ejercer su efecto anti-inflamatorio de manera similar a KPV, ingresando a las
células epiteliales coldnicas a través del transportador PepT1 para inhibir la activacién de NFkB.
Para confirmar estos resultados es necesario profundizar los estudios mecanisticos y otros blancos
celulares (macréfagos, LT de intestino delgado, etc.). Estos estudios nos permitiran definir si un
hidrolizado de Amaranto o el péptido sintético SSEDIKE podrian ser empleados como un alimento

funcional o un suplemento alimenticio para modular procesos inflamatorios intestinales.

Por ultimo, evaluamos el efecto de la administraciéon de cenizas volcdnicas en el agua de
bebida de animales a los que se les administré un estimulo inflamatorio por via i.r. Siendo que los
pacientes con EC desarrollan una respuesta inmune especifica contra antigenos de la microbiota
comensal (Macpherson et al. 1996; Strober et al. 2007), administramos ademds por via intra-rectal
flagelina de Salmonella (FIiC). Ademas a otro lote de animales se les administr6 TNBS y cenizas
volcanicas. Observamos que si bien las cenizas no fueron capaces de inducir la inflamacién
mucosal, se produjo un agravamiento de los signos clinicos, macroscépicos y microscopicos junto a
un incremento de los marcadores inmunolégicos de un proceso inflamatorio en los animales que
recibieron un estimulo inflamatorio adicional. Estos hallazgos, junto a los del analisis morfoldgico y
de la composicion del material particulado, nos permitié concluir que los mismos inducirian un
dafio fisico en el compartimento epitelial con el cual la FliC o el TNBS dispararian la respuesta
inmunoldgica, probablemente junto a la microbiota, que finalmente producira la inflamacién en el
colon. La presencia de hematies en la submucosa y muscular de todos los animales que recibieron
agua con cenizas permiten confirmar el dafio con hemorragia del tejido. Por lo tanto podemos
concluir que la administraciéon de cenizas volcanicas efectivamente agravo el proceso inflamatorio
generado por los diferentes estimulos, proceso que reproduce lo ocurrido en la ciudad de Buenos
Aires en pacientes con EC que se volvieron activos y no respondieron al tratamiento convencional,
ni a los bioldgicos (Infliximab o a-TNF). Restarian realizar estudios en animales deficientes en
NRLP3 para confirmar el efecto adyuvante de los componentes individuales de la ceniza (Si y Al

principalmente). A pesar de haberse visto una clara relacién entre la contaminaciéon ambiental y el
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incremento de las Ell en paises con intensa actividad volcanica no existen trabajos en la literatura
que muestren en forma directa esta asociacion. Un Unico trabajo muestra el efecto de la
contaminacién ambiental a nivel intestinal empleando MP atmosférico, en el cual observaron un
incremento de la permeabilidad intestinal y en la apoptosis de células epiteliales intestinales, un
aumento de la secrecidn de IL-6, y un incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Mutlu et al. 2011). Por el contrario, existen multiples trabajos que estudian el efecto del MP a
nivel pulmonar; en estos trabajos se ha visto que la forma en que el MP activa el sistema inmune
es via inflamasoma, en particular activando NLRP3 de macrdéfagos con cristales de silicio, y sales de
aluminio (Hornung et al. 2008); algo similar se ha observado en modelos de inflamacién pulmonar
por inhalacién de asbesto y silicatos en ratones, viéndose una disminucién del infiltrado en
pulmones de ratones deficientes en NLRP3 expuestos a asbesto y silicato (Dostert et al. 2008).
Asimismo se ha descripto la participacién de especies reactivas de oxigeno en la activacion de

NLRP3 por cristales de silicato (Cassel et al. 2008; Dostert et al. 2008; Hornung et al. 2008).

La exposicidon a MP no sélo proviene de la contaminacidn ambiental, sino también de
aditivos y colorantes presentes en diferentes productos que ingerimos diariamente. En biopsias de
intestino de pacientes sanos y de pacientes con Ell se ha visto la presencia de microparticulas de
Si, Al y Ti en los macréfagos intestinales (Powell et al. 1996; Powell et al. 2007). Teniendo en
cuenta lo observado en diferentes trabajos, tanto a nivel pulmonar como a nivel intestinal, y
considerando que los componentes principales de las cenizas ejercen un efecto pro-inflamatorio,
proponemos que la inhalaciéon o ingesta de cenizas volcanicas en pacientes con Ell agravaria el
proceso inflamatorio, probablemente por fagocitosis del MP por los macréfagos intestinales y la
posterior activacion de inflamasoma, lo cual explicaria el mayor dafio observado en pacientes con
Ell y el incremento en los casos que requirieron intervencion quirdrgica en Argentina luego de la

erupcion del volcan Puyehue en 2011.
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En este trabajo de Tesis Doctoral se estudiaron dos patologias intestinales, alergias
alimentarias y enfermedades inflamatorias intestinales, ambas asociadas a una desregulacion del
sistema inmune, que desencadena una respuesta inadecuada frente a Ag no-propios inocuos,
como son los Ag de la dieta y los Ag de la microbiota respectivamente (MacDonald & Monteleone
2005; Pabst & Mowat 2012). Para ello utilizamos dos modelos animales: uno de alergia
experimental basado en la administracion ig del alergeno (en nuestro caso leche de vaca) y TC
como adyuvante mucosal pro-Th2, y otro de colitis, que consistié en la administracion i.r. de acido
2,4,6 trinitrobencensulfénico (TNBS), ambos ampliamente descriptos en bibliografia (Li et al. 1999;

Neurath et al. 2000; Smaldini et al. 2012).

En la primera parte del trabajo de tesis doctoral, se evaluaron dos estrategias terapéuticas
para la inmunomodulacion especifica de AA. Las mismas estdn siendo ampliamente estudiadas
como opciones terapéuticas experimentales en humanos, y apuntan al restablecimiento de la

tolerancia hacia antigenos de la dieta.

La primera estrategia consistio en la administracion de bajas dosis de PLV por via oral, a fin
de restablecer la tolerancia, lo que se conoce como inmunoterapia oral. Como demostramos
anteriormente, la administracion de bajas dosis de PLV (10ug), durante 8 semanas, permitié
reducir los signos clinicos luego del DO con dosis 10° veces mas altas de PLV que las utilizadas
durante el tratamiento. La PC se negativizd y los niveles de IgE sérico especifico a PLV, asi como la
secrecion de IL-5 e IL-13 por esplenocitos en respuesta al estimulo con PLV disminuyeron, incluso
observandose en algunos casos valores similares al lote control. Ademas, luego de la ITO
observamos un incremento en LP de los porcentajes de células CD4*CD25'FoxP3" productoras de
IL-10, sugiriendo que estas células serian las responsables de la supresién de la respuesta inmune,
y para alcanzar manifestaciones clinicas comparables a lo observado en los grupos sensibilizados
expuestos a 5mg de PLV, fue necesario aumentar la dosis del DO 8 veces en los ratones tratados.
Para evaluar si el restablecimiento de las Treg podia generar en entorno tolerogénico capaz de
prevenir el desarrollo de alergia en nuestro modelo, transferimos células Treg generadas in vitro e
in vivo, y luego les administramos PLV y TC por via ig. Como mostramos en el Capitulo 1, los
ratones que recibieron células Treg, ya sea generadas in vivo o in vitro, no desarrollaron alergia
luego de la sensibilizacion con PLV+TC, como si lo hicieron los ratones que recibieron una

suspension celular a la cual previamente se le depletaron las Treg. De esta manera estamos en
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condiciones de confirmar que el incremento de la poblacién de células Treg, luego de la ITO,

permite reestablecer la tolerancia hacia los antigenos de la dieta.

Por otro lado, la segunda estrategia consistié en evaluar la capacidad inmunomoduladora
de una proteina recombinante de membrana externa de Brucella abortus (Omp16) con capacidad
adyuvante e inmunomodulatoria mucosal sobre el proceso de sensibilizaciéon (Ibafiez et al. 2012;
Smaldini et al. 2013). Dado que se ha descripto que la ITSL presenta menor eficiencia que la ITO en
la restauracion de la tolerancia decidimos estudiar esta estrategia de adicionar un adyuvante pro-
Th1 en la ITSL en el modelo murino de alergia. Como se mostré en el Capitulo 2, la administraciéon
sl de Omp16 junto con PLV luego de la sensibilizacion logré modular la respuesta Th2 induciendo
una respuesta de perfil Th1 (CD4'IFN-y'asB;’), lo que muestra una recuperacién del balance
Th1/Th2. Ademas, y dado que se ha descripto en las AA una disminucién de las células Treg, en
este modelo logramos reproducir lo que se observa en los pacientes dado que los animales
sensibilizados mostraron una menor frecuencia de Treg, que se incrementé en el lote de ratones
tratados con PLV+Ompl6. Inclusive estas células observamos que son productoras de IL-10
(CD4"FoxP3*IL-10%). Los resultados obtenidos muestran la eficacia del empleo de la via sl para
modular al sistema inmune activado en la mucosa intestinal. En cuanto a las poblaciones de DCs,
detectamos en LP un incremento significativo de la poblacién de pDC CD11c'CD11b’CD8a" en el
lote PLV+Omp16 respecto a los demds grupos, poblacién asociada a un perfil tolerogénico (Kang
2012). El conjunto de estos resultados, y los observados previamente en el grupo, permiten
concluir que la Ompl6 presenta propiedades adyuvantes mucosales capaces de modular la
respuesta Th2 establecida, induciendo una respuesta inmune especifica de perfil Thl, al ser

administrada por diferentes vias mucosales, que revierte la reaccién alérgica local y sistémica.

Tanto la ITO como la ITSL permitieron revertir la respuesta inmune alérgica, sin embargo,
consideramos que la estrategia terapéutica indicada, a fin de evitar reacciones adversas durante el
tratamiento, es la ITSL por administracion conjunta de PLV y Omp16, ya que las dosis de alergeno
utilizadas son mucho menores y que el uso de Ompl6 permitio optimizar la ITSL, mostrando

resultados comparables a los de la ITO.

En el Capitulo 3 (segunda parte) optimizamos dos modelos de colitis por administracién i.r.
de TNBS. Un modelo de inflamacién aguda inducida por una Unica administracién de TNBS
(50mg/ml), que reproduce bastante ajustadamente lo observado en pacientes con EC, y un

modelo de colitis cronica con desarrollo de fibrosis intestinal.
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Posteriormente, para modular la respuesta inflamatoria intestinal establecida, evaluamos
el efecto anti-inflamatorio de un péptido de Amaranto y hallamos que la administracion ig del
péptido en animales previamente instilados con TNBS permitié una pronta recuperacién del peso
corporal, signos cinicos y ausencia de sangrado. Concordantemente el proceso inflamatorio se
redujo en el colon y la respuesta inmune fue inhibida. Estos resultados resultan sumamente
alentadores para plantear el empleo de este péptido como suplemento de un alimento funcional
para controlar la inflamacién intestinal. Previamente hemos confirmado que es capaz de inhibir la
sensibilizacidn alérgica en ratones (Trabajo de Tesis Moronta 2015), y aqui hemos evidenciado su
accion protectora a nivel de colon. Finalmente, en el Capitulo 4 evaluamos el efecto de cenizas
volcdnicas como factor ambiental agravante del proceso inflamatorio intestinal. Su administracién
oral produjo un agravamiento sustancial de la inflamacién coldnica probablemente por un efecto
de daifo mecdnico del MP junto a un afecto adyuvante de los componentes individuales de la

misma. Sin embargo por si sola no fue capaz de inducir colitis.

Evaluamos asi el efecto de dos factores ambientales en el desarrollo de la colitis
experimental: el efecto protector y anti-inflamatorio de un péptido derivado de un alimento, lo cual
resalta la importancia de la dieta como factor externo modulador del proceso inflamatorio; y por
otro el efecto pro-inflamatorio de las cenizas volcdnicas como contaminante ambiental, que
promueve los procesos de dafio inducidos. Si bien existen trabajos que estudian en efecto de
microparticulas presentes en alimentos sobre el dafio en colon (Powell et al. 1996, Powell et al.
2007), y un trabajo que estudia el efecto de la administracion ig de MP de la atmdsfera de
Washington en la induccion de colitis (Mutlu et al. 2011), no hay trabajos que evalien el efecto
pro-inflamatorio de las cenizas volcdnicas como contaminante ambiental, con lo cual nuestros
resultados son relevantes para el estudio de los factores externos disparadores o potenciadores de

las Ell.

Como perspectivas a futuro, resta:

R Continuar evaluando los mecanismos celulares por los cuales se logra inducir tolerancia en
el modelo de alergia por administracién sublingual conjunta de PLV y Omp16, evaluar las
poblaciones de DCs presentes en la mucosa sublingual y las poblaciones linfocitarias
presentes en LP, como su migracién entre las mucosas para una mejor comprensién del

mecanismo protector instaurado.
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R Evaluar si el efecto de anti-inflamatorio P2 es ejercido a nivel local o sistémico y confirmar
si actla Unicamente sobre células epiteliales intestinales o sobre otros blancos celulares,

como asi también si su ingreso a la célula es a través de PepT1.

Evaluar si la administracidon de cenizas volcanicas a animales deficientes en alguna de las
vias de inflamasoma reduce el efecto pro-inflamatorio de las mismas, de manera de poder

confirmar el efecto adyuvante de los componentes naturales del material particulado.
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A partir de los resultados presentados en este trabajo de Tesis doctoral, se desprenden las

siguientes conclusiones finales:

n

n

n

n

n

La ITO en el modelo murino de alergia a las PLV, logro revertir la respuesta inmune alérgica
de perfil Th2, a nivel local y sistémico, induciendo tolerancia oral a través de la induccién
de células Treg productoras de IL-10.

La ITSL con PLV resultdé menos efectiva que la ITO en la induccién de tolerancia. Sin
embargo la administracién del alergeno en simultaneo con el adyuvante mucosal Omp16
mostré una eficiencia similar a la ITO, logrando reducir los signos clinicos de
hipersensibilidad, al generar una respuesta Thl especifica, e incremento en la frecuencia
de células Treg.

La administracién intra-rectal de TNBS a ratones BALB/c indujo inflamacién intestinal con
infiltrado transmural y una respuesta inmune de perfil Th1, y las sucesivas exposiciones
indujeron el desarrollo de fibrosis intestinal, compatible con EC.

La administracion ig del péptido P2 de Amaranto, fue capaz de modular la respuesta
inflamatoria intestinal inducida por la administracién intra-rectal de TNBS, reduciendo los
niveles de citoquinas pro-inflamatorias.

La administracién oral de cenizas volcanicas en el agua de bebida, empeoraron el proceso
inflamatorio inducido por TNBS, y desencadenaron una respuesta inflamatoria en animales
expuestos a concentraciones intra-rectales elevadas de FliC, probablemente por activacién

del inflamasoma.

Por lo tanto, consideramos que los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente

trabajo de Tesis serdan de utilidad para comprender las bases inmunolégicas de diferentes

estrategia inmunomodulatorias que permiten restaurar la homeostasis intestinal a través de la

induccion de tolerancia mucosal hacia antigenos dietarios y microbianos, asi como para resaltar la

importancia de los factores ambientales como disparadores o potenciadores de patologias

inflamatorias intestinales.
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