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| RESUMEN

Se carece de estrategias eficaces para generar tolerancia oral a las proteinas de la leche en los casos
de alergia y evitar la leche bovina en la dieta sigue siendo el manejo primario de este trastorno. Esto
afecta la calidad de vida de las personas alérgicas a la leche ya que deben vivir con el temor de las
exposiciones accidentales al alérgeno, las cuales son comunes, y llevar una dieta socialmente
restrictiva. A nivel global se estima que la alergia a la leche bovina afecta alrededor del 2% de la
poblacion pediatrica y que entre 5% y 10% de estos casos seguiran siendo alérgicos hasta la edad
adulta. Sin embargo, antes de que se realizara el presente estudio, no habia datos publicados sobre
la prevalencia de alergia a la leche bovina u otros alimentos en poblacién abierta Mexicana.
Ciertamente, los estudios realizados en poblacién alérgica Mexicana destacan que las proteinas de
la leche son las causantes de la mayoria de los casos de alergia alimentaria (28%), pero se debe tener
en cuenta que las tasas de prevalencia de alergia a la leche bovina pueden variar segun la edad de la
poblacién estudiada. Aunque los casos de alergia a la leche bovina son de buen pronéstico clinico,
aquellos casos que no se resuelven para la edad de 4 afos (alergia persistente) suelen presentar
reacciones alérgicas severas (anafilaxis) sobre la exposicion a las proteinas de la leche, sobre todo
tras la exposicion a a-caseinas. Notablemente, el tratamiento térmico de la leche (calentado excesivo
u horneado) disminuye su capacidad para desencadenar sitomas en algunos casos de alergia y su
consumo podria acelerar la adquisicion de tolerancia inmunolégica, pero la mayoria de los casos de
alérgia persistente a la leche bovina dejan el tratamiento debido a la recaida sintomética. De este
modo, el desarrollo de alternativas terapéuticas efectivas para tratar los casos de alergia persistente
a la leche bovina mejoraria la calidad de vida de las personas afectadas.

El presente proyecto de tesis estuvo dirigido a evaluar por primera vez en poblacién abierta Mexicana
la prevalencia reportada por los padres de alergia persistente a la leche bovina en escolares. Ademas,
considerando que el tratamiento térmico de proteinas podria disminuir su alergenicidad, se planted
evaluar el potencial de sensibilizacion de las a-caseinas bovinas tratadas térmicamente en un modelo
murino. Finalmente, los ratones sensibilizados a caseinas recibirian de forma intragéstrica una mezcla
de probidticos, la cual ha mostrado capacidad para modular la respuesta inmune, y serian retados de
forma intragastrica con caseinas tratadas termicamente y con un potencial de sensibilizacién o

alergénico reducido. En este contexto, se planteraon dos hipétesis. Primeramente, se hipotetizd que



la prevalencia a la alergia persistente a la leche bovina era similar a la reportada glovalmente
(alrededor del 0.2%) entre los escolares de Culiacan, Sinaloa. Segundo, se hipotetiz6 que es posible
que un principio combinado basado en la administracion oral de probioticos y el tratamiento térmico
de proteinas es una alternativa efectiva para controlar o prevenir la respuesta inmune alérgica a
caseinas debido a un potencial de sensibilizacion o alergénico reducido de las caseinas tratadas
térmicamente y a una despolarizacién de la respuesta alérgica e induccion de células T reguladoras.
El objetivo general de esta propuesta fue estimar la prevalencia de alergia persistente a la leche bovina
reportada por los padres en escolares de Culiacan, Sinaloa y desarrollar un método (probado en un
modelo murino) basado en el tratamiento térmico de proteinas y la administracién oral de probiéticos
para controlar o prevenir la respuesta alérgica a caseinas. Para cumplir con dicho objetivo se
contemplaron 5 fases: 1) se estimé la prevalencia reportada por los padres de alergia persistente a la
leche bovina en escolares de Culiacan, Sinaloa; 2) se evaluaron por calorimetria de barrido los
cambios estructurales irreversibles inducidos por tratamiento térmico a las a-caseinas; 3) se
establecieron las condiciones para sensibilizar a a-caseinas de forma oral e intraperitoneal ratones
BALB/c; 4) se evaluaron los potenciales de sensibilizacion y de sensibilizacion residual de las a-
caseinas nativas y tratadas térmicamente; y 5) ratones BALB/c serian sensibilizados de forma oral o
intraperitoneal a caseinas, suplementados con probidticos y posteriormente retados de forma oral con
a-caseinas tratadas térmicamente y con potencial de sensibilizacién o alergénico reducido.

Los resultados muestran que la prevalencia de alérgia persistente a la leche bovina en escolares de
Culiacan, Sinaloa es de 0.29%. De los tres casos identificados, dos reportaron sintomas de anafilaxis
y ninguno de estos contaba con algun tratamiento de emergencia. Otros resultados muestran que el
tratamiento térmico en seco de a-caseinas bovinas no efecta su digestivilidad in vitro con pepsina.
Consecuentemente, se descartaba la posibiliad de que las a-caseinas tratadas termicamente
incrementaran su potencial de sensibilizacion debido a la resistencia a la digestion. Para evaluar dicho
potencial in vivo, ratones BALB/c fueron sensibilizados con a-caseinas nativas de acuerdo a
protocolos se sensibilizacién oral e intraperitoneal. Desafortunadamente, el protocolo de
sensibilizacion oral propuesto no fue reproducible siendo sensibilizados solo cuatro de treinta y cinco
ratones. Asi, se evaluaron dos protocolos de sensibilizacién intraperitoneal sin adyuvantes. Un

protocolo de 14 dias con dos inmunizaciones y otro de 28 dias con 5 inmunizaciones. Los resultados



muestran que el protocolo de 28 dias desencadena una respuesta de anticuerpos IgE mas intensa y
reproducible que el protocolo de 14 dias (P < 0.05). Una vez establecido el modelo de sensibilizacion,
se evaluaron los potenciales de sensibilizacién y de sensibilizacién residual de las a-caseinas tratadas
térmicamente. Sin embargo, las caseinas tratadas térmicamente mostraron potenciales de
sensibilizacion y de sensibilizacién residual mas altos que las a-caseinas nativas (P < 0.05). En
conjunto, las evaluaciones in vivo muestran que el uso de a-caseinas tratadas térmicamente en un
pricipio combinado dirigido a inducir tolerancia inmunolégica a estas proteinas en individuos alérgicos

a la leche bovina no es conveniente.

ABSTRACT



There is a lack of efficient strategies to achieve oral tolerance to milk proteins in allergic patients and
dietary avoidance of cow’s milk is still the mainstay of management in this condition. This affects the
quality of life of milk allergic patients since they have to live afraid of accidental exposures to milk
proteins, which are common, and to follow a socially restricted diet. It has been estimated that cow’s
milk allergy affects around 2% of the pediatric population globally and that between 5% and 10% of the
cases will remain being allergic to milk until the adult age. However, before the present study was
undertook, there were no published data about the prevalence of cow’s milk allergy or any other food
in Mexican open population. Certainly, studies conducted in Mexican allergic population highlight that
milk proteins are the triggers of most of the food allergy cases (28%), but it should be taken in to
account that milk allergy prevalence rates are influenced by the age of the studied population. Although
the prognosis of cow’s milk allergy is good, some milk allergic patients are unable to outgrow the
condition by the age of 4 years (persistent allergy) and these cases usually develop severe allergic
reactions under milk proteins exposure, predominantly under the exposure to a-caseins. Notably, the
thermal treatment of milk (extensively heated or baked) decreases its ability to trigger symptoms in
some milk allergic patients and its intake could accelerate immunological tolerance acquisition, but
most of the persistent cow’s milk allergic cases quit the interventions due to symptomatic relapse.
Therefore, the development of efficient therapeutic approches to treat persistent cow’s milk allergy

would improve the quality of life of the affected individuals.

The present thesis project was conducted to evaluate for the first time in an open Mexican population
the parent-reported prevalence of persistent cow’s milk allergy in schoolchildren. Furthermore, taking
into account that the thermal treatment of proteins could decrease its allergenicity, it was proposed to
evaluate the sensitizing potential of thermally treated a-caseins in a murine model. Finally, the mice
sensitized to a-caseins would be supplemented per orally with a mix of probiotics, which has shown
potential to modulate the immune response, and would be challenged per orally with thermally treated
caseins with decreased sensitizing or allergenic potential. In this context, two hypothesis were drafted.
Firstly, it was hypothesized that the prevalence of persistent cow’s milk allergy among the
schoolchildren from Culiacan, Sinaloa was comparable to the prevalence rate reported globally (around

2%). Secondly, it was hypothesized that a combined approach based on the oral administration of



probiotics and the thermal treatment of proteins is an effective approach to control or prevent the
allergic response to a-caseins due to a decresed sensitizing or allergenic potential of thermally treated

a-caseins and to a depolarization of the allergic response and development of regulatory T cells.

The main objective of the present thesis was to estimate the parent-reported prevalence of persistent
cow’s milk allergy in schoolchildren from Culiacan, Sinaloa and to develop an approach (tested in a
murine model) based on the thermal treatment of proteins and the per oral administration of probiotics
to control or prevent the allergic response to a-caseins. To meet the objectives, five phases were
planned: 1) it was estimated the parent-reported prevalence of persistent cow’s milk allergy in
schoolchildren from Culiacan, Sinaloa; 2) There were evaluated by Differential Scanning Calorimetry
the irreversible structural changes induced by the thermal treatment of a-caseins; 3) there were
established the conditions to sensitize orally and intraperitoneally to a-caseins BALB/c mice; 4) there
were evaluated the sensitizing and residual sensitizing potentials of native and thermally treated a-
caseins; and 5) BALB/c mice would be sensitized orally or intraperitoneally to caseins, supplemented
with probiotics and later orally challenged with thermally treated a-caseins with reduced sensitizing or

allergenic potential.

The results shown that the prevalence rate of persistent cow’s milk allergy in schoolchildren from
Culiacan, Sinaloa is 0.29%. Among the three cases identified, two reported symptoms of anaphylaxis,
but none was advised to acquire rescue medication to treat anaphylaxis. Other results show that the
dry heating of a-caseins does not affect its in vitro digestibility with pepsin. Consequently, it was
discarded the possibility that the thermal treatment increased the sensitizing potential of a-caseins due
to digestion resistance. Unfortunately, the proposed approach to sensitize orally BALB/c mice was not
reproducible being sensitized only four out of thirty five mice. Thus, there were evaluated two adjuvant-
free protocols of intraperitoneal sensitization. One of these was a fourteen days protocol, which include
two immunizations, and the other one was a twenty eight days protocol, which include five
immunizations. The results show that the twenty eight days protocol triggers a more vigorous and
reproducible IgE response than the fourteen days protocol (P < 0.05). Once the sensitization model
was established, there were evaluated the sensitizing and residual sensitizing potentials of thermally

treated a-caseins. However, the thermally treated a-caseins showed higher sensitizing and residual



sensitizing potentials than the native a-caseins (P < 0.05). Taken together, the in vivo assessments
show that the incorporation of thermally treated a-caseins in a combined approach focused to promote

immunological tolerance to these proteins in milk allergic patients is not convenient.

Il INTRODUCCION



La alergia a los alimentos se define como una reacciéon inmune adversa y reproducibe a estos la cual
es mediada por mecanismos inmunoldgicos (Ontiveros y cols, 2014). Se estima que 1-2% de la
poblacion adulta presenta reacciones alérgicas alimentarias principalmente al cacahuate, mariscos, y
nueces (Sicherery col. 1999; Ontiveros y col, 2014). En cuanto a nifios de 0-4 afios de edad, se estima
que alrededor del 3% presentan algln tipo de alergia alimentaria sobre todo a la leche, huevo y
cacahuate (Rona y col, 2007). Particularmente, la alergia a la leche bovina mediada por IgE es
desarrollada en los primeros afios de vida y puede persistir hasta la edad adulta (Lam y col, 2008). A
nivel global se estima que la alergia a la leche bovina afecta alrededor del 2% de la poblacidn pediatrica
y que entre 5-10% de estos casos desarrollaran alergia persistente (Skripak y col, 2007; Sackesen y
col, 2011). En México, se han realizado estudios en poblacién alérgica los cuales muestran que las
proteinas de la leche son las causantes de la mayoria de los casos (28%) de alergia alimentaria
diagnosticada (Rodriguez-ortiz y col, 2009). Sin embargo, no habia datos publicados sobre la
prevalencia de alergia alimentaria en poblacién abierta mexicana al momento de iniciar el presente

estudio.

Aunque se ha logrado avanzar en el conocimiento sobre la respuesta alérgica a los alimentos mediada
por IgE, los mecanismos que subyacen a esta no han sido elucidados en detalle (Berin, 2016).
Esencialmente hay dos fases involucradas en la respuesta alérgica mediada por IgE. La primera fase
o fase de sensibilizacién ocurre con la primera exposicion al alérgeno alimentario, sin desencadenar
sintomas caracteristicos del padecimiento. Aqui, la interaccién entre células inmunes llamadas
presentadoras de antigeno, células T cooperadoras y células B, conduce a la produccién de
anticuerpos del isotipo IgE. Estos anticuerpos pueden ligarse a un receptor especifico presente en la
supercie de células mastocitos dando lugar a la sensibilizacién (Oettgen y Burton, 2015). El cambio
de isotipo de anticuerpo de IgM a IgE se induce por una serie de sefiales quimicas (citocinas) entre
las células T y las células B (que eventualmente liberan el anticuerpo IgE) e involucra principalmente

a las citocinas interleucina (IL) -4 e IL-13 (Waserman y Watson, 2011).

La segunda fase de la respuesta alérgica o fase efectora ocurre cuando existe una reexposicion al
alérgeno dietario. El alérgeno es reconocido por los anticuerpos IgE ligados a los mastocitos causando

su degranulacion y desencadenando los sintomas tipicos de las alergias alimentarias (Shao y col,



2013). Adicionalmente, tanto las células T cooperadoras como los mastocitos liberan IL-5 que a su vez
promueve la activacion y acumulacién de células basdfilos y eosindfilos que potencian la respuesta

alérgica aguda (Fulkerson y col, 2010).

Actualmente no hay una terapia definida para tratar de forma universal los casos de alergia a los
alimentos y su manejo primario consiste en evitar la exposicion al alérgeno relevante. En el caso de
las alergias alimentarias mediadas por anticuerpos IgE, los epitopes que son reconocidos por estos
anticuerpos puede ser lineales (secuencia peptidica continua) o conformacionales (secuencia que
debido a su arreglo espacial tiene sitios de unién a la IgE alejados unos de otros) (Pomes 2010). De
esta forma, los epitopes lineales solo pueden dejar de desencadenar la respuesta inmune cuando son
degradados con métodos drasticos (e. g. por medio de hidrolisis). Contrariamente, los epitopes
conformacionales pueden desaparecer si la proteina que los contiene cambia su arreglo espacial de
forma irreversible (Golias y col, 2012). Asi, el tratamiento térmico de proteinas podria reducir su
potencial alergénico debido a los cambios conformacionales irreversibles inducidos por calor, lo cual
podria ocasionar la perdida de epitopes conformacionales (Bu y col, 2013). Por otro lado, existe el
riesgo de incrementar el potencial alergénico de la proteina al quedar expuestos epitopes enterrados
en la molécula nativa debido al desdoblamiento de la estructura conformacional durante la

desnaturalizacion por calor (Bu y col, 2013).

De las proteinas de la leche bovina las a-caseinas s1y s2 suman alrededor del 70% de la proteina
total y son consideradas los alérgenos principales (Natale y col, 2004). De hecho, los pacientes con
alergia persistente a la leche bovina desarrollan anticuerpos principalmente contra epitopes lineales y
conformacionales de estas proteinas (Chatchatee y col, 2001). A pesar de la relevancia de los epitopes
lineales, se ha demostrado que el tratamiento térmico de la leche reduce la respuesta alérgica en
algunos pacientes (Nowak y col, 2008; Kim y col, 2011) y esto podria asociarse a un potencial
alergénico reducido de las caseinas tratadas térmicamente. Estos estudios solo han considerado las
condiciones térmicas convencionalmente usadas para elaborar alimentos que contienen leche, pero
no se han evaluado las caracteristicas calorimétricas de las proteinas involucradas en la respuesta
alérgica a la leche, es decir, la cantidad de calor que estas requieren para que cambien de forma

irreversible su conformacién espacial. Sin embargo, cuando se tratan térmicamente proteinas



alergénicas aisladas, es necesario evaluar en modelos in vivo los potenciales de sensibilizacion y/o

alergénico debido a la posibilidad de incrementar dichos potenciales (Bu y col, 2013).

De manera alterna al tratamiento térmico de proteinas, los probidticos podrian modular la respuesta
alérgica a los alimentos y promover el desarrollo de tolerancia inmunolégica. Aunque no se cuenta con
informacion precisa acerca de los mediadores inmunolégicos (células y citocinas) involucrados en este
evento, se ha demostrado que la adicion del probiético Lactobacillus rhamnosus (LGG) a una férmula
de caseina exhaustivamente hidrolizada puede reducir la respuesta alérgica y acelerar la adquisicion
de tolerancia en nifios afectados con alergia a la leche bovina (Berni y col, 2012; Berni y col, 2013;
Berni y col, 2016). Otros probiéticos comercialmente disponibles como el VSL#3 han mostrado en
estudios clinicos efectividad para tratar trastornos relacionados al intestino tales como sindrome de
intestino irritable (Kim y col, 2003; Kim y col, 2005) y colitis ulcerativa (Venturi y col, 1999; Tursi y col,
2004; Bibiloni y col, 2005). Otros estudios en modelos murinos de alergia alimentaria a camarén y
cacahuate han evaluado el potencial del VSL#3 para controlar la respuesta alérgica. Basado en estos
modelos murinos de alergia, se puede inferir que la reduccion de la respuesta alérgica a las proteinas
de los alimentos mediante el uso de probidticos se da a través de mecanismos que promueven una
respuesta inmune reguladora la cual podria ser dependiente del factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B) y de una respuesta inflamatoria mediada por el interferén gamma (IFN-y) (Schiavi y col,

2011; Barletta y col, 2013).

En el presente estudio se plante¢ estimar en poblacion abierta de Culiacan, Sinaloa la prevalencia
reportada por los padres de alergia persistente a la leche bovina en escolares. Tambien se planteé
estudiar el efecto del tratamiento térmico de o-caseinas sobre su potencial de sensibilizacion y de
sensibilizacion residual, asi como el efecto de la suplementacion con probiéticos aunada a la
adminstracion oral de a-caseinas tratadas térmicamente y con potencial de sensibilizacion reducido
sobre el desarrollo de células T reguladoras en un modelo murino de alergia a a.-caseinas bovinas .

Il REVISION DE LITERATURA

A. ALERGIA A LOS ALIMENTOS



Las reacciones adversas a los alimentos son definidas como cualquier respuesta anormal observada
tras la ingestion del alimento (Untersmayr y Jensen-Jarolim, 2006; Ontiveros y col, 2015). Dichas
reacciones pueden dividirse en toxicas y no toxicas. Estas ultimas dependen de la susceptibilidad
individual y se basan en mecanismos inmunes mediados o no por anticuerpos IgE (alergia o
hipersensibilidad) o mecanismos no inmunes (intolerancia) (Untersmayr y Jensen-Jarolim, 2006).
Particularmente, la alergia a los alimentos se define como una reaccion adversa a los estos la cual es
reproducible y mediada por mecanismos inmunoldgicos y abarca trastornos como la anafilaxis
mediada por IgE asi como enterocolitis y trastornos eosinofilicos inducidos por proteinas de los

alimentos (Berin y Sicherer, 2011).

B. ALERGIA A LA LECHE BOVINA

La leche es un fluido bioldgico que contiene todos los requerimientos nutricionales del recién nacido.
Conforme el nifio se desarrolla sus necesidades de alimento incrementan y por lo general la leche
bovina se utiliza como un sustituto de la leche humana. Esta sustitucién puede acompafiarse de
padecimientos de orden inmunolégico, como la alergia a las proteinas de la leche bovina mediada por
IgE. De hecho, la leche bovina contiene mas de 25 proteinas diferentes de las cuales algunas
proteinas del suero de leche asi como las caseinas han sido identificadas como alérgenos (Wal y col,
1998, Natale y col, 2004). En general, |a alergia a la leche puede definirse como una reaccién inmune
adversa y reproducible a las proteinas de este alimento la cual conlleva a las manifestaciones clinicas
de la hipersensibilidad inmediata (Ontiveros y col, 2014). Este trastorno es de buen pronéstico clinico
ya que entre el 80-90% de los casos se resuelven naturalmente para la edad de 5 afios (Wood y col,
2003; Wood y col, 2013). Si el desorden perdura, entonces es considerado como una alergia
persistente a la leche bovina (Chatchatee y col, 2001). En particular, la fraccion de caseina de laleche
bovina esta compuesta por las subunidades alfa S1y S2, beta y Kappa caseinas. De estas, la caseina
alfa S1 es considerada uno de los alérgenos principales de la leche y su reconociemiento por los
anticuerpos IgE de pacientes alérgicos se asocia a los casos de alergia persistente a la leche bovina
(Cocco y col, 2003).

Las féormulas hipoalergénicas usadas para remplazar la leche bovina se basan principalmente en
formulas con aminoé&cidos o aislados de proteina de soya asi como caseina o proteina de suero de

leche extensivamente hidrolizadas (Giovannini y cols, 2014). Aunque las formulas basadas en

10



aminoacidos no son alergénicas (Hill y col, 2007), su uso es limitado por el alto costo y el mal sabor.
En cuanto a los aislados de proteina de soya, estos provocan reacciones alérgicas mas
frecuentemente en nifios menores de 6 meses que las formulas de caseina o suero de leche
extensivamente hidrolizadas (Klemola y col, 2002). En general, no hay diferencia clinica marcada en
la eficiencia entre la proteina extensivamente hidrolizada de suero de leche o caseina aunque en
algunos casos los nifios que no toleran el hidrolizado de suero de leche podrian tolerar el hidrolizado
de caseina y viceversa (Kneepkens y Meijer, 2009). La formula basada en aminoacidos es apropiada
para nifios con alergia a la leche bovina que no toleran ninguno de los hidrolizados de proteina de
leche (suero de leche o caseina) y debe ser limitada a este subgrupo de pacientes (Kneepkens y
Meijer, 2009). Lo anterior es de relevancia clinica ya que la proporcién de nifios que adquieren
tolerancia oral a la leche bovina es significativamente mayor en aquellos que consumen formula
basada en caseina (43.6%) en lugar de formula de aminoé&cidos (18.2%) (Berni y col, 2013). Ademas,
el desarrollo de tolerancia a las caseinas minimiza la posibilidad de desarrollar alergia persistente a la

leche bovina (Cocco y col, 2003).

Se estima que la alergia a leche bovina mediada por IgE afecta alrededor del 2% de la poblacion
pediatrica (Sackesen y col, 2011) aunque esta cifra podria alcanzar hasta 7.5% si nos restrigimos
solamente al primer afio de vida y no solamente a la alergia a la leche mediada por IgE (Mousan y
Kamat, 2016). Aunque las formulas hipoalergénicas comerciales para sustituir la leche bovina son de
ayuda sobre todo en el primer afio de vida, hasta el momento no se encuentra disponible un
tratamiento para la alergia a la leche bovina y su manejo primario consiste en evitar el alérgeno
relevante. Esto es de particular interés ya que las exposiciones accidentales a proteinas de leche son
comunes en nifios (Boyano-Martinez y col, 2009; Fleischer y col, 2012) y adultos y las reacciones
alérgicas suelen ser severas (Storger y Wuthrich, 1993; Lam y cols, 2008; Fleischer y col, 2012; Turner
2012). De esta forma, existe interés en desarrollar tratamientos efectivos para inducir tolerancia
inmunoldgica a las proteinas de la leche bovina en pacientes con alergia a estas proteinas.

Hasta el momento, entre los ensayos clinicos registrados en el sitio web clinicaltrials.gov hay 18
ensayos que tienen como objetivo desarrollar tolerancia inmunoldgica a las proteinas de la leche
bovina en pacientes alérgicos a estas proteinas (consultado el 05/Feb/2017; palabras clave “milk” AND

“allergy”; un total de 200 estudios fueron encontrados, pero solo 18 tuvieron como objetivo inducir
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tolerancia inmunoldgica). Los principios propuestos incluyen la inmunoterapia oral (sublingual o
epicutanea), el uso de leche extensivamente calentada, el uso de anticuerpos anti-IgE, asi como el
uso de probidticos. De los 18 ensayos clinicos, ocho han sido completados, principalmente en Estados
Unidos, vy el resto se encuentran en diferentes fases (figura 1). Notablemente, solo uno de estos
ensayos clinicos fue basado en un principio combinado (ID del estudio NCT01157117). Dicho principio
incluy6 el uso de un anticuerpo anti-IgE (Omalizumab) en combinacion con la inmunoterapia oral. Este
ensayo clinico termino recientemente y los resultados muestran una mejora en las evaluaciones de
seguridad de la intervencién oral, pero no en la eficacia de los resultados, es decir, no se logré
desensibilizar por completo a los sujetos de estudio (Wood y col, 2016). Resultados similares han sido
reportados en otros estudios enfocados en la inmunoterapia oral (Nurmatov y col, 2017). De esta
forma, el manejo primario de la alergia a la leche bovina sigue siendo evitar el contacto con las

proteinas de este alimento, como se menciond anteriormente.

C. PREVALENCIA DE ALERGIA ALIMENTARIA

Exceptuando aquellos casos donde la causa de una reaccidén severa a los alimentos puede ser
claramente identificada, el diagndstico de alergia alimentaria debe ser confirmado con la prueba del
reto con el alimento, “el estandar de oro”, idealmente realizado como una prueba de reto con el
alimento en condiciones de doble ciego. Sin embargo, solo unos pocos estudios han basado sus datos
de prevalencia en esta practica clinica que es laboriosa y tardada. Como una alternativa, algunos
estudios de prevalencia de alergia alimentaria se basan en cuestionarios/entrevistas (prevalencia
autopercibida) o en menor proporcion en pruebas seroldgicas de anticuerpos IgE especificos al

alérgeno y/o pruebas de puncion cutanea.
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Figura 1. Ensayos clinicos registrados en https:/clinicaltrials.gov dirigidos a desarrollar tolerancia
inmunoldgica a las proteinas de la leche bovina en pacientes alérgicos a este alimento. Los paises de
América que han registrado ensayos clinicos son: Estados Unidos (4 completados, 1 en fase 2y 1 en fase
1) y Brazil (1 completado). Los paises Europeos y Asiaticos son: Italia (1 completado y 3 en fase 1),
Finlandia (2 en fase 2), Espafia (1 completado), Francia (1 en fase 1), Israel (1 completadoy 1 en fase 1) e
Iran (1 en fase 2), respectivamente. El sitio web fue accesado el 05/feb/2017.

Debe tenerse en cuenta que los estudios de prevalencia de alergia alimentaria estimada con encuestas
pueden ser influenciados por otras enfermedades relacionadas y esto podria impactar en las
estimaciones de prevalencia de alergia alimentaria (Nakamura y col, 2008). Aunque la evaluacion de
sintomas convincentes de hipersensibilidad inmediata (estornudos, problemas para respirar, ronchas
en la piel, y diarrea) podrian mejorar el rendimiento de estos estudios, (Sicherery col, 1998, Sicherer
y col, 2010, Silva y col, 2016) el principal valor de los estudios de alergia basados en encuestas es
servir de base para investigaciones posteriores basadas en criterios diagnésticos objetivos (IgE
especifica, prueba de puncién cutanea, y prueba de reto con el alimento). Con respecto a los valores
de IgE en sangre, estudios clinicos han demostrado que los niveles altos de IgE especifica indican
una probabilidad alta de alergia alimentaria clinica (Sampson y Ho, 1997, Sampson, 2001) y esto

puede ser de ayuda para estimar de mejor forma la prevalencia de alergia alimentaria (Liu y col, 2010).
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En europa, bajo los crierios de alergia autopercibida de alergia alimentaria, combinacion de sintomas
mas sensibilizacion, y alergia alimentaria demostrada con reto con alimento, las estimaciones de
prevalencia de alergia a alimentos especificos fueron como sigue, respectivamente: alergia a la leche
(3.5%, 0.6%, 0.9%), huevo de gallina (1%, 0.9%, 0.3%), cacahuate (0.75%, 0.75%, no disponible),
pescado (0.6%, 0.2%, 0.3%), y mariscos (1.1%, 0.6%, no disponible) (Rona y col, 2007). La
prevalencia de alergia alimentaria autopercibida vari6 ampliamente (de 3% a 35%) mostrando
heterogeneidad entre los estudios (Rona y col, 2007). En cuanto a la prevalencia de alergia a plantas
comestibles, las estimaciones de prevalencia de alergia alimentaria autopercibida, prueba de puncién
cutanea, y alergia alimentaria probada con reto con alimento fueron como sigue, respectivamente:
frutas (0.03% a 11.5%, 0.03% a 4.2%, 0.1% a 4.3%), vegetales/legumbres (0.01% a 13.7%, 0.01% a
2.7%, 0.1% a 1.4%), nueces (0% a 7.3%, 0.025 a 4.5%, 0.15 a 4.35), trigo (0.25 a 1.3%, 0.03% a
0.2%, 0% a 0.5%), soya (0.03% a 1.3%, 0.03% a 0.2%, 0% a 0.7%), y otros alimentos (<1.3%, <1%,
<0.1% solo un estudio) (Zuidmeer y col, 2008). Estimados de sensibilizacion (anticuerpos IgE) al trigo

y soya fueron <3.7% y <3% respectivamente (Zuidmeer y col, 2008).

Un meta-andlisis reciente que incluy6é 30 estudios publicados en el periodo de enero del 2000 a
septiembre del 2012 también evalu6 la prevalencia de alergia alimentaria en Europa (Nwaru y col,
2014). Se encontrd una prevalencia de alergia alimentaria autopercibida a cualquier alimento de 6.8%
en nifios y 5% en adultos. La prevalencia de sensibilizacion fue de 10% y 2.7% basado en niveles de
IgE en sangre y prueba de puncion cutdnea respectivamente. Cuando este andlisis se realiz6
incluyendo sintomas (alergia alimentaria clinica), la prevalencia de sensibilizaciéon fue de 2.7% (5
estudios) y 1.5% (4 estudios) respectivamente. Con respecto a la alergia alimentaria probada con reto

con el alimento (12 estudios), su prevalencia fue de 0.99% en nifios y 0.89% en adultos.

En una revision sistematica publicada en 2010 se determino que la alergia alimentaria afecta a mas
del 1% o 2% pero menos del 10% de la poblacién de los Estados Unidos (Chafen y col, 2010). En
linea con estos datos, la encuesta nacional de salud evaluacién nutricional (National Health and
Nutrition Examination Survey) reporté que la prevalencia de alergia alimentaria autopercibida en los

Estados Unidos era de 6.5% en nifios y 9.7% en adultos (McGowan y Keet, 2013). Los principales
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alérgenos reportados en este estudio fueron la leche, cacahuate y mariscos. Alternativamente, basado
en el estudio de Liu y col. (2010), la prevalencia de sensibilizacion a los alimentos o alergia alimentaria
clinica (considerando niveles séricos de IgE y criterios basados en la edad) fue de 16.8% y 2.5%
respectivamente. En este estudio representativo de la poblacion estadounidense se midieron los
niveles séricos de IgE especificos a cacahuate, leche bovina, huevo de gallina, y camarén. Otros
estudios han reportado tasas de prevalencia autopercibida de 13% y 14.9% en poblacién adulta de los

estados unidos (Verril y cols, 2015).

Las tasas de prevalencia de alergia alimentaria en Canadé, Australia, Asia, y América Latina han sido
estimadas en menor medida. Una encuesta telefénica a nivel nacional reporto que la prevalencia de
alergia alimentaria autopercibida en la poblacion canadiense era de 7.1% en nifios y 8.3% en adultos
(Soller y col, 2012; Soller y cols, 2015). Los alérgenos mas reportados fueron la leche, los mariscos,
las frutas/vegetales, las nueces de arbol, y el cacahuate. Por otro lado, en un estudio que uso el reto
con el alimento en una poblacion representativa de Melbourne (Australia), Osborne y col (2011)
reportaron que la prevalencia de alergia al cacahuate, al huevo crudo, y al ajonjoli era de 3%, 8.9%, y
0.8% respectivamente. En el mismo estudio, las estimaciones de sensibilizacién a la leche de vaca y

mariscos evaluadas por pruebas de puncion cutanea fueron de 5.6% y 0.9% respectivamente.

En Asia, algunos estudios han reportado tasas de prevalencia de alergia alimentaria basada en
encuestas o provada con reto. Los resultados varian entre 4.8% a 16.7% (autopercibida) y de 1.1% a
3.8% (provada con reto) (Hu y col, 2009; Chen y col, 2011; Ho y col, 2012; Lao-Araya y Trakultivakorn,
2012; Wu y col, 2012; Zhang y col, 2015). A diferencia de otras localizaciones geograficas, el pescado
fue uno de los alérgenos mas reportados en la poblacion asiatica y esto se ha atribuido a la abundancia
de alimentos marinos en esta region (Lee y col, 2013, Zhang y col, 2015). Con respecto a América
Latina, Marrugo y col (2008) encontraron una prevalencia de alergia alimentaria basada en encuesta
de 14.9% en una cohorte de 3099 individuos de Cartagena, Colombia con edades entre 1y 83 afios.
Los alérgenos méas reportados fueron las Frutas/vegetales, los alimentos marinos, y las carnes. En
otro estudio de prevalencia alimentaria basada en encuestas, Hoyos-Bachiloglu y col. (2014)
encontraron una prevalencia de 5.5% en una cohorte de 455 nifios Chilenos de edad escolar. En este

estudio, los sintomas tipicos de hipersensibilidad inmediata relacionados a la alergia alimentaria fueron
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evaluados en un segundo cuestionario. De esta forma, los alérgenos mas reportados fueron las
nueces, el cacahuate, el huevo, el chocolate, el aguacate, y el platano. En México, a finales del afio
2016 se publicaron los primeros datos de prevalencia de alergia alimentaria en poblacion abierta
(Ontiveros y cols, 2016). Este estudio forma parta de la presente tesis (anexo ). La tasa de prevalencia
de alergia alimentaria autopercibida en escolares fue de 3.5% y de anafilaxis de 1.2%. Los principales

alérgenos fueron camaron, otros mariscos, fresa, chocolate, y huevo (Ontiveros y cols, 2016).

Tomando en cuenta los antecedentes presentados anteriormente, se puede considerar que |as tasas
de prevalencia de alergia alimentaria son ampliamente variables e influenciadas por varios factores
tales como la exposicion dietaria, diferencias entre poblaciones (edad, raza/etnicidad), disefio de los
estudios o metodologias, entre otros. Esto hace dificil estimar con precision la alergia alimentaria. Por
lo tanto, una tasa de prevalencia general de alergia alimentaria probada con reto con alimento menor

del 5% puede considerarse un estimado apropiado [Ontiveros y col, 2014 (anexo II)].

D. PATOGENESIS DE LA ALERGIA ALIMENTARIA

Sobrepasar la tolerancia oral y generar anticuerpos IgE especificos al alérgeno con la subsecuente
sensibilizacion de células mastocitos o baséfilos son eventos centrales para desencadenar la
respuesta inmune alérgica. Estos eventos basicos son tipicamente llamados fase de sensibilizacion y
fase efectora (He y col, 2012; He y col, 2013; Berin, 2015). La primera involucra células presentadoras
de antigeno, células T, citocinas tipo Th2 como las IL-4, IL-5 e IL-13, entrecruzamiento de alérgenos
con receptores de células B, y produccion de IgE. La sensibilizacion ocurre después de que células
presentadoras de antigeno como las células dendriticas o células B reconocen segmentos alergénicos
0 “epitopes” en el componente protéico de los alimentos o en los ingredientes que contienen. Posterior
a su reconocimiento por las células presentadoras de antigeno, los alérgenos son cargados en
moléculas del antigeno leucocitario humano de clase Il y presentados a células T. Esta interaccion
activa células T especificas al alérgeno las cuales producen citocinas Th2 y promueven la produccion
de anticuerpos IgE por células B especificas (He y col, 2013). Los anticuerpos IgE pueden unirse al
receptor FCE£RI en la membrana de células mastocitos y basoéfilos generdndose células sensibilizadas

(Oettgen y Burton, 2015) (figura 2).
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antigenos alergénicos en las moléculas del MHC de clase Il y
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Los linfocitos B también pueden actuar como APC. En este
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-MHC de clase lI-

Los linfocitos T activados secretan citocinas las cuales
promueven el cambio de isotipo de anticuerpo de IgM a
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Los anticuerpos IgE especificos al alérgeno son
liberados y unidos al receptor FceRI especifico de
anticuerpos IgE, el cual esta presente en la superficie
de mastocitos y basofilos. De esta forma se generan
células sensibilizadas.

Los antigenos alergénicos entrecruzan dos IgE adyacentes unidas a
los receptors FceRI tras una re-exposicion al alérgeno. Esto activa a
los mastocitos, los cuales en respuesta liberan histamina, triptasa, y
otros mediadores proinflamatorios que originan los sintomas
clasicos de la alergia.

Fase efectora

Figura 2. Fases de sensibilizacién y efectora involucradas en el desarrollo de la alergia
alimentaria mediada por IgE.

Ademas de la ruta oral, la cual es naturalmente tolerogénica, la sensibilizacion alérgica podria tomar
lugar por otras vias. En este contexto, de acuerdo a estudios realizados en modelos murinos, la piel
puede ser una ruta importante de sensibilizacién (Brown y col, 2011; Oyoshi y col, 2009; Izadi y col,
2015). No obstante, la tolerancia puede inducirse a través de la piel (Mondoulet y col, 2011) y algunos
alérgenos no generan sensibilizacion a través de la piel sin un adyuvante (Dunkin y col, 2011). En

estos casos, las propiedades intrinsecas de los alérgenos de los alimentos podrian jugar un papel
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importante al promover la actividad del sistema inmune innato y en consecuencia inducir

sensibilizacion independiente de adyuvante a través de la piel (Berin y Sicherer, 2011).

Por otro lado, a diferencia de las proteinas resistentes a la digestion, las cuales son asociadas con la
produccion de IgE y sensibilizacion (Untersmayr y Jensen-Jarolim, 2006), se ha sugerido que las
proteinas que son facilmente digeridas no tienen la capacidad de sensibilizar y pueden promover
tolerancia (Vila y col, 2001; Untersmayr y col, 2003; Schéll y col, 2005; Barone y col, 2000). Asi, se ha
hipotetizado que el transporte de las proteinas de los alimentos y péptidos a través de la barrera
gastrointestinal es necesario para inducir sensibilizacién o iniciar una respuesta alérgica (Reitsma y
col, 2014). En conjunto, los estudios mencionados anteriormente ponen de manifiesto que la
sensibilizacion puede ocurrir por diferentes rutas y la naturaleza del alérgeno es determinante para
establecerla. Con respecto a la fase efectora, esta inicia cuando el mismo alérgeno que dio lugar a la
sensibilizacion entrecruza dos IgE adyacentes en la membrana de células mastocitos o basdfilos
sensibilizados (figura 2). Estas células activadas liberan mediadores proinflamatorios o citocinas

ocasionando las manifestaciones clinicas de la alergia (He y col, 2013).

E. CARACTERIZACION MOLECULAR DE EPIiTOPES

El conocimiento actual no es suficiente para categorizar a alguna proteina de los alimentos como
absolutamente no alergénica. Por ejemplo, Las proteinas de amaranto (Amaranthus spp.) han sido
ampliamente aceptadas como componentes no alergénicos de los alimentos, pero recientemente
Kasera y col, (2013) presentaron el primer caso de alergia inducida por Amaranthus paniculatus. Asi,
la caracterizacion molecular de epitopes de alérgenos de los alimentos primeramente involucra la
identificacion de la molécula proteica en la cual son contenidos. Sin embargo, ya que los alimentos
alergénicos generalmente contienen mas de un epitope alergénico, es necesario conocer los
componentes de la proteina completa y discriminar sus componentes alergénicos y no alergénicos
(Ciardello y col, 2013). Los pasos comunes para alcanzar este objetivo han sido descritos como sigue:
1) Observacion de los individuos que exhiben sintomas de alergia después del consumo de ciertos
alimentos; 2) Coleccién de suero de individuos con alergia desencadenada por el mismo alimento; 3)

identificacion de las proteinas reconocidas por los anticuerpos IgE en las muestras de suero de los
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pacientes alérgicos. Este ultimo punto es crucial para identificar los epitopes que entrecruzan con los

receptores de células B o las IgE acopladas a mastocitos.

Entre las herramientas para el analisis de alérgenos, la inmuno-informatica (una subdivision de la
bioinformatica) es un instrumento util para encontrar epitopes de proteinas y modelar sus
caracteristicas. Los primeros intentos para predecir las caracteristicas de epitopes fueron basados en
el desarrollo de escalas de hidrofobicidad relacionadas al perfil antigénico (Hopp y Wood, 1981; Parker
y col, 1986). Asi, otras caracteristicas moleculares (estructura secundaria, propensidades de
aminoacidos) han sido consideradas en varios algoritmos utilizados en métodos de anélisis
computacionales. La excelente revision de Salimi y col, (2010) muestra el creciente nimero de
instrumentos inmuno-informaticos los cuales hacen predicciones de epitopes de forma facil y eficiente.
En el caso particular del andlisis del porcentaje de identidad de amino&cidos para predecir el riesgo
de reactividad cruzada alergénica de nuevas proteinas es conveniente que las herramientas
bioinformaicas sean utilizadas en conjunto con mediciones estadisticas de similaridad (Herman y col,
2015). Finalmente, las herramientas inmuno-informéaticas son también utiles para predecir las
implicaciones de las modificaciones de alérgenos sobre la respuesta inmune alérgica (Somkuti y

Smeller, 2013).

F. MODIFICACION DE ALERGENOS

Las proteinas alergénicas pueden ser modificadas a nivel molecular durante el procesamiento de
alimentos y de esta forma su capacidad para interactuar con células inmune especificas al alérgeno
puede ser alterada. Estas modificaciones (principalmente cambios fisicoquimicos) pueden alterar la
digestibilidad de proteinas y también cambiar los mecanismos por los cuales las proteinas alergénicas
son transportadas de lado a lado en la mucosa intestinal. Con respecto a la interaccién con mediadores
inmune, los puntos comunes son el evitar la presentacion de los epitopes alergénicos por células
presentadoras de antigeno y/o evitar las interacciones entre los epitopes alergénicos y los anticuerpos
IgE especificos unidos a los receptores FcERI en la superficie de mastocitos. Sin embargo, los
alérgenos modificados deben ser probados para determinar su potencial de sensibilizaciéon y/o

alergénico ya que el procesamiento de alimentos puede modificar directamente las proteinas
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alergénicas ya sea enmascarando o desenmascarando epitopes especificos (Davis y Williams, 1998;
Davis y col, 2001).

1. Modificacién Térmica

Varios estudios han descrito los efectos del tratamiento térmico de alérgenos sobre la respuesta
inmune alérgica. El trabajo de Martos y col, (2011) concluye que el tratamiento térmico de ovoalbumina
y ovomucoide puede reducir la alergenicidad de estas proteinas, en parte debido a la alteracidn de
sus propiedades digestivas. También Golias y col, (2012) encontraron una reduccion de la respuesta
inmune alérgica a ovoalbumina en un modelo murino. Los autores concluyen que el tratamiento
térmico de ovoalbumina ocasioné cambios irreversibles menores en su estructura secundaria
modificando su digestibilidad y afectando la formacién de epitopes. En ambos estudios un efecto de

polarizacién Th1 inducido por el tratamiento térmico fue observado.

En otros estudios, ratones sensibilizados a ovoalbUmina fueron alimentados con ovoalbimina
calentada observandose una disminucién de la proliferacién de células T en las placas de Peyer o
ndédulos linfoides mesentéricos (en relacion a animales que consumieron ovoalbumina nativa) (Martos
y col, 2011). Esto sugiere que la absorcion de ovoalbumina calentada a nivel intestinal puede ser
afectada ya que estas proteinas en su estado nativo son normalmente capaces de generar células
efectoras. Ademas, el tratamiento térmico de alérgenos se ha utilizado para la desensibilizacion en
modelos murinos. Por ejemplo, animales sensibilizados y tratados oralmente con ovomucoide
calentado no fueron capaces de desarrollar sintomas anafilacticos (Leonard y col, 2012). Ademas, los
niveles séricos de IL-13, IL-10, e IFN-y fueron reducidos, permaneciendo este efecto durante dos
semanas posteriores al tratamiento. Este resultado fue atribuido a una reduccion del IFN-y aunque en

general se observé una supresion de la respuesta Th1/Th2.

El estudio de Nowak-Wegrzyn y col (2008) revela que la leche extensivamente calentada es tolerada
por algunos pacientes con alergia a la leche bovina mediada por IgE. Hay dos tipos de pacientes
afectados con alergia a la leche bovina: aquellos con alergia transitoria que producen anticuerpos IgE
principalmente dirigidos a epitopes conformacionales y aquellos individuos con alergia persistente que

ademas producen anticuerpos contra epitopes lineales principalmente de caseinas (los cuales no
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desaparecen con tratamiento térmico) (Oyoshi y col, 2009; Jarvinen y col, 2001). Asi, una afinidad
incrementada de anticuerpos IgE y una diversidad de epitopes han sido relacionadas a la severidad
de la alergia a la leche bovina (Wang y col, 2010). Al momento, no solo la leche bovina calentada (Kim
y col, 2011, Nowak-Wegrzyn y col, 2008) sino también el huevo (Kim y col, 2011, Konstantinou y col,
2008; Eigenmann, 2000) pueden ser tolerados por pacientes con alergia a estos alimentos. Ademas,
su inclusion en la dieta parece ser favorable para el desarrollo de tolerancia. Ciertamente, la
prescripcion de productos calentados requiere de un estudio clinico individual el cual debe ser

realizado por personal altamente capacitado.

Por otro lado, la reduccién del potencial de sensibilizacién o alergénico de proteinas tratadas
térmicamente es atribuida principalmente a la modificacion estructural de alérgenos. Esto a quedado
plenamente demostrado al menos para proteinas alergénicas del cacahuate (Zhang y col, 2016). Asi,
es necesario caracterizar primeramente las propiedades térmicas del alérgeno, es decir, determinar el

calor requerido para lograr cambios estructurales irreversibles en la proteina alergénica.

2. Hidrdlisis

La hidrélisis exhaustiva o parcial de proteinas reduce su potencial alergénico, pero no necesariamente
lo elimina. Esto ha sido especialmente estudiado en féormulas lacteas hipoalergénicas para infantes
(surrogados de leche bovina). Para considerar una formula lactea como hipoalergénica esta debe ser
tolerada por mas del 90% de la poblacion con la alergia especifica (Koletzo y col, 2012). En este
contexto, las férmulas lacteas basadas en hidrolizados exhaustivos son toleradas por
aproximadamente el 95% de los pacientes alérgicos. Las formulas lacteas de hidrolizados parciales
de proteinas de suero de leche pueden desencadenar la reaccion alérgica en 33% a 50% de los casos
y por lo tanto no son consideradas hipoalergénicas (Bahna, 2008). La reducciéon del potencial
alergénico de proteinas hidrolizadas se atribuye al rompimiento de epitopes lineales y/o
conformacionales. Para alcanzar esto, el tipo de hidrolisis es decisiva ya que algunas proteinas son
resistentes a la digestion dependiendo de la enzima utilizada. También las condiciones de hidrdlisis
son relevantes. Por ejemplo, se ha demostrado que la hidrolisis de B-lactoglobulina con
tripsina/quimiotripsina y pepsina reduce su alergenicidad y cuando la reaccién enzimatica involucra

ademas tratamiento con calor esta reduccion es méas pronunciada (Micisnki y col, 2012).
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La fermentacién es otro principio de procesamiento de alimentos que involucra indirectamente la
hidrolisis de proteinas. Dependiendo de la cepa bacteriana utilizada para la fermentacién la
alergenicidad de diferentes proteinas puede reducirse. Por ejemplo, Lactobacillus delbrueckii. Bulgaris
CRL 659 son capaces de degradar B-lactoglobulina y sus epitopes (Pescuma y col, 2011) evitando la
interaccién con anticuerpos IgE especificos de nifios afectados con alergia a la leche bovina.
Similarmente, la protedlisis hecha durante la fermentacion de leche bovina con Lactobacillus fermentus
IFO3956 y Lactobacillus helveticus A75 reduce la inmuno reactividad de anticuerpos IgE especificos

a a-caseinas (El-Gaish y col, 2011; Ahmadova y col, 2013).

Mas alla de la hidrélisis para la destruccién de epitopes, esta reaccidén puede generar péptidos con
propiedades inmunomoduladoras. De acuerdo a Pan y col. (2013) los hidrolizados de proteina de leche
bovina tienen la capacidad de reducir la respuesta inmune alérgica a ovoalbimina en ratones
sensibilizados. Bajos niveles séricos de anticuerpos IgE especificos e IL-4, asi bien como altos niveles
de factor de crecimiento transformante-$ (una citocina inhibidora producida y secretada por células
reguladoras) fueron encontrados en ratones tratados con hidrolizados de leche. Se cree que algunos
de los componentes proteicos bioactivos en extractos de diferentes fuentes pueden tener potencial

para aplicaciones en inmunoterapias.

Aunque los principios de procesamiento de alimentos basados en la hidrdlisis de proteinas pueden ser
utilizados para obtener proteinas hipoalergénicas, su aplicacién en alimentos es limitada en algunas
ocasiones. Desde el punto de vista de la ciencia y tecnologia de los alimentos, el uso de hidrolizados
hipoalergénicos en varios productos alimenticios no es viable debido a que la protedlisis afecta la
funcionalidad de las proteinas. Por ejemplo, durante el procesamiento de quesos los resultados en la
destabilizacion de las micelas proteicas y la cantidad incrementada de pequefios péptidos solubles y
amino&cidos libres compromete el rendimiento convencional del queso (Chromik y col, 2010). Del
mismo modo, los procesos de fermentaciéon son limitados a productos alimenticios que requieren

accion microbiana (como el pan fermentado) (El-Gaish y col, 2011).

3. Tratamiento a altas presiones
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El tratamiento de alimentos a altas presiones puede promover cambios estructurales en las proteinas
tales como la desnaturalizacion o agregados (lametti y col, 1997). Asi, este principio puede alterar el
potencial alergénico de proteinas. Cuando la presion es relativamente alta (200 MPa), la estructura
terciaria de las proteinas es desestabilizada (Somuti y Smeller, 2013). Un estudio reciente muestra
que la estructura terciaria, pero no la primaria o secundaria, de la B-lactoglobulina cambia
significativamente despues del tratamiento a alta presion hidrostatica y estos cambios
conformacionales contribuyen a alterar su alergenicidad (Meng y col, 2017). Lopez-Expésito y col,
(2012) evaluaron la alergenicidad de P-lactoglobulina enzimaticamente hidrolizada bajo dos
condiciones de presion. La B-lactoglobulina obtenida bajo alta presién mostrd un potencial alergénico
reducido cuando fue probada en ratones sensibilizados. La ausencia de sintomas anafilacticos se
atribuy6 a la formacién de hidrolizados de B-lactoglobulina los cuales son inmunoldgicamente inertes.
Otros estudios han reportado que la hidrolisis enzimatica bajo alta presion puede reducir el potencial
antigénico de proteinas de suero de leche (Chicon y col, 2008a; Chicon y col, 2008). Ciertamente, las
proteinas pueden desdoblarse bajo condiciones de alta presién (Silva y col, 2001; Winter y col, 2007)
y en consecuencia las regiones hidrofébicas inmunogénicas de las proteinas (inaccesibles en la forma

nativa) son expuestas quedando mas susceptibles a la hidrdlisis enzimatica (Bonomi y col, 2003).

4. Irradiacion de alérgenos alimentarios

De acuerdo a Lee y col. (2001, 2005), la irradiacion gamma es recomendada para la produccién de
alimentos procesados de huevo con potencial alergénico reducido. La irradiacibn gamma causa la
desnaturalizacion de proteinas ya que la radiolisis genera radicales hidroxil, hidrégeno, e hidroperoxil.
Ademas, la irradiacion gamma de proteinas altera las interacciones intermoleculares ocasionando la
fragmentacion o agregacion y la formacion de puentes disulfuro. En un modelo murino Seo y col (2007)
encontraron que la ovoalbumina irradiada disminuy6 la produccion de citocinas (IL-4 e IL-5) e indujo
la produccién de citocinas Th1 (IL-12 e IFN-y). Este tipo de modificaciéon también ha sido aplicada a
otros alimentos alérgenos obteniendo diferentes resultados (Lee y col, 2001; Lee y col, 2005; Kadouri
y col, 2008). Incluso, se ha reportado que bajas dosis de irradiacién gamma podrian incrementar la
alergenicidad de proteinas (Vaz y col. 2013). Otro punto a considerar es que el uso de esta tecnologia
de alimentos puede alterar la funcionalidad de proteinas en las matrices alimentarias (reduccién de su

solubilidad) (Kadouri y col 2008).

23



5. Modificacion quimica de residuos de aminoacidos

Otro tipo de modificacién de alérgenos es la derivatizacion o modificacion de residuos de aminoacidos
en los epitopes. Este principio ha sido utilizado para evadir la respuesta inmune en la enfermedad
celiaca (Gianfrani y col, 2007). Aunque esta enfermedad no es una alergia alimentaria mediada por
IgE, involucra el procesamiento y presentacion de antigenos de los alimentos. Asi, la enzima
transglutaminasa fue utilizada para unir aminoacidos libres en las secuencias inmunogénicas para
bloquear la respuesta inmune. Alternativamente, la conjugacién con azucares reductores (glicacion) u
oligosacaridos es otra alternativa para enmascarar alérgenos en los alimentos (Nakamura y col, 2008;
Hatori y col, 2004; van de Lagemaat y col, 2007). Independientemente del tipo de reactivos quimicos
0 reaccion enzimatica, todas estas modificaciones deben generar un impedimento estérico para asi

bloquear los epitopes alergénicos.

G. LA CEPA BALB/c COMO MODELO DE ALERGIA ALIMENTARIA

Los modelos animales de alergia alimentaria son una herramienta invaluable para estudiar los
mecanismos que subyacen la respuesta alérgica e investigar la seguridad y eficacia de nuevos
principios terapéuticos o preventivos para la alergia a los alimentos. Ademas, podrian ser de utilidad
para evaluar la alergenicidad de proteinas. De hecho, La Organizacién de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacién (FAO) en conjunto con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han
desarrollado directrices para evaluar la alergenicidad de proteinas derivadas de procesos
biotecnoldgicos (Codex Alimentarius, 2009). Estas directrices consideran evaluar en modelos
animales la alergenicidad potencial de dichas proteinas, por lo que existe interés en desarrollar y
validar modelos animales para tal propésito (Thomas y col, 2008). Las evaluaciones de alergenicidad
son de mayor interes cuando se trata de proteinas derivadas de fuentes de alérgenos ampliamente
conocidos, como es el caso de las o-caseinas de la leche bovina. Entre los modelos de raton de
alergia alimentaria la cepa BALB/c se destaca por favorecer el desarrollo de una respuesta inmune
tipo Th2 y la produccién de anticuerpos IgE (Kimber y col, 2003; Ladics y col, 2014). Utilizando esta
cepa es posible evaluar la calidad y vigor de la respuesta inmune a proteinas que son administradas

de forma oral o sistémica asi como definir si estas proteinas presentan un potencial de sensibilizacion
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0 inmunogénico con base en la respuesta de anticuerpos IgE o IgG especificos, respectivamente
(Kimber y col, 2003, Dearman y col, 2013). La evaluacidn del potencial de sensibilizacion de proteinas
se basa principalmente en la medicion de anticuerpos IgE especificos y para corroborar la
alergenicidad generalmente se realizan evaluaciones de sintomas de alergia y mediadores
inmunolégicos tras un reto intradérmico u oral con el alérgeno de interes. Hasta el momento, diferentes
modelos de alergia alimentaria han sido implementados con la ayuda de la cepa de ratén BALB/c
(tabla 1).

A pesar de que se cuenta con multiples modelos de alergia alimentaria, ninguno de los modelos
propuestos contempla un protocolo de sensibilizacion a las caseinas bovinas en un formato libre de
adyuvantes (Liu y col, 2016). De hecho, incluso con la ayuda de adyuvantes como la toxina colérica la
cepa de ratdbn BALB/c se ha reportado como resistente a la induccion del desarrollo de
hipersensibilidad a las proteinas de la leche, al menos cuando se pretende realizar la sensibilizacion
por la via oral (Morafo y col, 2003). Sin embargo, estudios posteriores mostraron que ratones BALB/c
pueden ser sensibilizados a proteina de suero de leche por la via oral y con la ayuda de la toxina
colérica (Adel-Patient y col, 2005). Por otro lado, debido a que el tracto digestivo es tolerogénico por
naturaleza, la via sistémica representa una alternativa de sensibilizacion libre de adyuvantes la cual
podria generar resultados reproducibles cuando se quiere sensibilizar a las proteinas de la leche
bovina sobre todo a las caseinas. Estudios en ratones BALB/c muestran que es posible la
sensibilizacion libre de adyuvantes a proteinas del suero de leche ya sea mediante la administracién
intraperitoneal o transdérmica del alérgeno (Morin y col, 2011; Gonipeta y col, 2009). La sensibilizacién
a las caseinas bovinas en una forma libre de adyuvantes no ha sido posible incluso en ratones libres
de gérmenes (los cuales se suponen son mas predispuestos a desarrollar la respuesta lérgica) (Morin
y col, 2011). Esto fue atribuido a la ausencia de componentes de la leche bovina los cuales podrian
favorecer el desarrollo de la respuesta alérgica a las caseinas (van Wijk y col, 2005) o a la necesidad
de un protocolo de sensibilizacién diferente ya que la frecuencia de exposicion al alérgeno es

fundamental para lograr la sensibilizacion (Ladics y col, 2010). Asi, el
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Tabla 1. Modelos de alergia alimentaria que utilizan el ratén BALB/c y las vias intraperitoneal o
intragastrica para sensibilizar.

Genero Edad Esquema de Alérgeno (dosis) | Adyuvante o Ref.
(semanas) | inmunizaciones (dias) solvente
0 OVA 10ug Alum .
Hembra 8-12 16 OVA 2009 PBS Hsieh y col, 2003
0 OVA 2ug Alum van Halterena y
Hembra 812 14 OVA 1ug PBS col, 1997
Hembra 610 | 0,14 OVA 50ug Alum SomEyes,
Macho 0, 14 OVA 504g Alum gg;“zak' VeI,
Hembra 8-12 0,14 OVA 60ug Alum Golias y col, 2012
Hembray
Macho 6-8 0,3,6,9,12 OVA 50ug Chen y col. 2013
Hembra 67 0, 14 OVA 10g Alum gg?gbe esh
. Krishnamurthy y
Hembra 6-8 0,14 Caseina 100ug Alum ool, 2012
Hembra 78 0,18 g:agcmg"’b““”a Morin y col, 2011
Hembra 6 0,25 Cacahuate 100ug | Alum ggggPatlent e
Hembra 8 0,56 Extracto de caviar Alum Untersmayr y col,
2mg 2003
Sardina cruda o van der Ventel y
Hembra 5-6 0,7,14 cocida 50yg Alum col, 2011
Extracto de larva Kirstein y col,
Hembra 68 |07 de Anisakis 2010
Hembra 8-12 0,7 Actinidina de kiwi | - ZDgfgma” y col,
Macho 6-8 0,7,14,21,28 OVA 0.2mg Toxina colérica | Liuy col, 2013
Hembra 4-8 297 i 2, B 8541 OVA 100ug Toxina colérica S(?(?; Sl e
0,7,14, 21, 28, 35, 42, Brunner y col,
Hembra 6-8 49 OVA 0.2mg Sucralfato 2009
Hembra 6-8 Do €)IB) SN (267 Ovomucoide 1mg | Toxina colérica | Rupay Mine,2012
semanas
Hembra 3 0,7,14,21,28 ﬁ’&t}ema Ceferle Toxina colérica | Morafo y col, 2003
Hembra 3 0,6, 12, 18, 24, 30 PIOSIACSIERS | o i || CESHENEITIYCE)
5mg 2005
Hembra 3 0,6,12,18, 24, 30 Cacahuate 5mg Toxina colérica g‘ggls Pty e
Hembra 8 0,56 Extracto de caviar Sucralfato Untersmayr y col,
6mg 2003

En gris 0 azul se muestran los modelos sensibilizados por las vias intraperitoneal o intragastrica respectivamente. OVA:
ovoalbimina; Alum: es el nombre comercial de una solucidn acuosa que contiene hidroxido de aluminio (40mg/mL) e
hidréxido de magnesio (40mg/mL) ademas de estabilizadores inactivos.
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modelo de raton BALB/c no ha sido explotado para evaluar la respuesta inmune alérgica a las caseinas
bovinas, ni en su forma nativa ni modificadas estructuralmente, y menos aun para evaluar el efecto de
la administracién de compuestos u organismos inmunomoduladores sobre la respuesta inmune

alérgica a estas proteinas.

Sin duda, los modelos de alergia basados en adyuvantes son muy Utiles para estudiar la respuesta
inmune a las proteinas de la leche. Sin embargo, debido al riesgo incrementado de obtener resultados
falsos positivos, se debe tener en cuenta que el uso de adyuvantes puede interferir con las
evaluaciones de los potenciales de sensibilizacidn y/o alergénico de proteinas nuevas o modificadas
por procesos biotecnologicos (Buehler y col, 1996). De esta forma, los modelos de alergia alimentaria
libres de adyuvantes son los mas indicados para evaluar los potenciales de sensibilizacién y/o
alergénico de proteinas y la cepa de raton BALB/c, por su capacidad para desarrollar una respuesta

de anticuerpos IgE, es un modelo animal apropiado para evaluar dichos potenciales.

H. PROBIOTICOS Y ALERGIA A LA LECHE BOVINA

Los probidticos se han definido como microorganismos vivos que consumidos en cantidades
adecuadas como parte del alimento o como suplemento oral confieren un beneficio a la salud del
hospedero. Los mecanismos por los cuales los probidticos confieren beneficios a la salud del
hospedero son diversos. Entre ellos podemos contar la hidrélisis de péptidos antigénicos, la
modulacion de la permeabilidad intestinal y la reduccion de la penetracién sistémica de antigenos, el
incremento en la produccién local de IgA, modulacion de la inflamacién local, asi como la estimulacién
del crecimiento y diferenciaciéon de células epiteliales (Sutas y col, 1996; Fukushima y col, 1998;
Rosenfeldt y col, 2004; Ozdemir, 2010). En la respuesta inmune alérgica se ha observado que los
probidticos promueven el desvio de la respuesta Th2 hacia Th1 asi como la activacion de células
dendriticas tolerantes y produccién de células reguladoras (Rousseaux y col, 2007; Yan y col, 2007;
Kim y col, 2013).

Los efectos de los probidticos podrian depender tanto de la especie y cepa del microorganismo

utilizado (Klaenhammer, 2012) asi como de las diferentes preparaciones de la misma cepa (Van

Baarlen y col, 2009) o mezclas de cepas. Estudios in vitro han mostrado que los probidticos L reuteri
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and L casei, pero no L plantarum pueden interaccionar con células dendriticas a través de la molécula
de adhesidn intercelular lectina tipo C (DC-SING) (Smits y col, 2005). Este reconocimiento activa a las
células dendriticas las cuales dirigen el desarrollo de células reguladoras productoras de IL-10. Por
otro lado, la respuesta molecular a nivel de mucosa duodenal en humanos tras la suplementacién con
probioticos Lactobacillus spp varia con la especie lo que supone una especificidad de la respuesta del

hospedero a cepas o especies de bacterias probiéticas (Van Baarlen y col, 2011).

Uno de los probidticos méas estudiado en formulas hipoalergénicas basadas en caseina o suero de
leche extensivamente hidrolizadas y en general como una estrategia para prevenir o tratar la alergia
alimentaria en nifios es L rhamnosus (LGG) (Cosenza y col, 2015; Berni y col, 2016). LGG se ha
utilizado por casi 25 afios y se ha demostrado que las férmulas de caseina extensivamente
hidrolizadas permanecen hipoalergénicas después de la adicion de LGG (Muraro y col, 2012; Berni y
col. 2016). La adiciéon de LGG a hidrolizados de caseina mejora significativamente la inflamacién de
la mucosa en nifios en comparacion con los que consumen caseina hidrolizada sin LGG (Baldassarre
y col, 2010). Otros estudios han demostrado que las férmulas de caseina hidrolizada que contienen
LGG son capaces de acelerar el desarrollo de la tolerancia adquirida en nifios afectados con alergia a
la leche bovina (Cananiy col, 2012, Canani, 2013). Por el contrario, la suplementacién de una féormula
extensivamente hidrolizada con una combinacion de L casei CRL431 y B lactis Bb-12 fall6 para inducir
o acelerar la tolerancia a la leche bovina en un grupo de nifios con las mismas caracteristicas (Hol y

col, 2008).

Un problema a considerar es que algunos probiéticos comercialmente disponibles pueden contener
alérgenos de leche bovina (Lee y col, 2007). Algunos estudios han reportado reacciones adversas en
pacientes con alergia a la leche bovina tras la suplementacion oral con probidticos (Moneret-Vautrin y
col, 2006; Martin-Mufioz y col, 2012) o al realizar pruebas cutaneas con el producto (Bruniy col, 2009).
En este contexto, recientemente se ha sugerido un nivel de accion de 1 ppm como un punto de
referencia para el etiquetado de alérgeno alimentario, ya que limites inferiores dificilmente
reaccionarian con personas afectadas con alergia a la leche bovina (Allen y col, 2013). Sin embargo,
este nivel de alérgeno esté por debajo del limite de deteccion de la mayoria de los ensayos comerciales

para evaluar la contaminacién cruzada con proteinas de leche, por lo que puede ser técnicamente no
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viable. De esta forma, las pruebas cutaneas con el producto terminado son una alternativa viable para
evaluar la seguridad de los probidticos en personas afectadas con alergia a la leche bovina (Bruni y
col, 2009).

IV JUSTIFICACION
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Se estima que la alergia a la leche bovina afecta alrededor del 2% de la poblaciéon mundial. Sin
embargo, hay una marcada heterogeneidad en las tasas de prevalencia entre diferentes poblaciones.
En México, no se contaba con datos epidemioldgicos publicados sobre la prevalencia de alergia a la
leche bovina u otros alimentos en poblacion abierta. Consecuentemente, no se tenia un precedente
para establecer la magnitud y distribucion de este problema de salud potencial. Aunque la alergia a la
leche bovina es de buen prondstico clinico, se estima que entre 10 y 20% de los casos desarrollan
alergia persistente a la leche bovina. Estos casos desarrollan anticuerpos IgE dirigidos principalmente
a las a-caseinas de la leche bovina y tienden a desarrollar reacciones alérgicas severas como la
anafilaxis inducida por alimentos. Esta Ultima condicién atenta contra la vida si no se cuenta con el
tratamiento médico de emergencia adecuado. Actualmente, no hay una terapia disponible para tratar
la alergia persistente a la leche bovina y su manejo primario consiste en evitar el contacto con las
proteinas de la leche. Esto afecto la calidad de vida de las personas afectadas ya que deben llevar
una dieta restricitiva y vivir con el temor de las exposiciones accidentales al alérgeno. Asi, en la
presente tesis se planted estimar en poblacion abierta de Culiacan, Sinaloa la prevalencia reportada
por los padres de alergia persistente a la leche bovina en escolares. Tambien se plante6 establecer
un modelo murino adecuado de sensibilizacidn alérgica a a-caseinas bovinas para después probar

un principio combinado dirigido a promover la tolerancia inmunolégica a las o.-caseinas bovinas.

V HIPOTESIS
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a) La alergia persistente a la leche bovina es similar a la reportada globalmente (alrededor del 0.2%)

entre los escolares de Culiacan, Sinaloa.

b) Un principio combinado basado en la administracion oral de probidticos y el tratamiento térmico de
proteinas es una alternativa efectiva para controlar o prevenir la respuesta inmune alérgica a o-
caseinas debido a un potencial de sensibilizacion o alergénico reducido de las caseinas tratadas

térmicamente y a una despolarizacion de la respuesta alérgica e induccién de células T reguladoras.

VI OBJETIVOS
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A. OBJETIVO GENERAL

Estimar la prevalencia reportada por los padres de alergia persistente a leche bovina en escolares de
Culiacan, Sinaloa y evaluar el efecto de la suplementacion con probidticos sobre la respuesta inmune
alérgica en ratones BALB/c sensibilizados con caseina bovina tras un reto con esta proteina en su

estado nativo y tratada térmicamente.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la prevalencia reportada por los padres de alergia persistente a la leche bovina en escolares
de la ciudad de Culiacan, Sinaloa.

2. Determinar las condiciones de tiempo/temperatura para inducir cambios estructurales irreversibles
a a.-caseinas bovinas.

3. Establecer las condiciones para sensibilizar a a-caseinas de forma oral o intraperitoneal y sin
adjuvantes ratones BALB/c.

4. Evaluar en ratones BALB/c los potenciales de sensibilizaciéon y de sensibilizacion residual de .-
caseinas bovinas tratadas térmicamente.

5. Evaluar los efectos de la suplementacién con probidticos sobre la respuesta inmune alérgica a a-
caseinas nativas y a.-caseinas con portencial de sensibilizacion reducido por calor en ratones BALB/c

sensibilizados con caseinas nativas.

VIl MATERIALES Y METODOS
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A. ASPECTOS ETICOS Y ANIMALES DE ESTUDIO
1. Prevalencia de alergia persistente a la leche bovina
El comité de ética de la Facultad de Medicina asi como el de la Unidad Académica de Ciencias de la
Nutricién y Gastrnomia de la Universidad Auténoma de Sinaloa aprobaron este estudio. Todos los

padres que participaron en el estudio dieron su consentimiento informado.

2. Ensayos en ratones BALB/c

Todos los experimentos en animales fueron aprobados por el comité de ética de la Unidad Académica
de Ciencias de la Nutricion y Gastronomia de la Universidad Auténoma de Sinaloa. A menos que se
especifique, se utilizaron ratones hembra BALB/c libres de patégenos de 6 a 8 semanas de edad,
criadas y alimentadas con una dieta libre de proteina de leche bovina por al menos dos generaciones.
Agua y alimento estuvieron disponibles ad libitum. La temperatura ambiente se mantuvo entre 24°C y

27°C con una humedad relativa entre 45 y 55% con un ciclo de 12 horas luz/oscuridad.

B. PREVALENCIA DE ALERGIA PERSISTENTE A LA LECHE BOVINA

1. Encuesta poblacional

Se realiz6 una encuesta poblacional transversal en Culiacan, Sinaloa. Los datos fueron colectados en
el periodo de Septimebre del 2014 a Agosto del 2015. El muestreo fue por conveniencia en 10
primarias (escuelas publicas y privadas) que geograficamente cubren cinco zonas de de la ciudad de
Culiacan, Sinaloa (dos escuelas en cada una de las siguientes areas: Norte, Sur, Este, Sudeste, y
centro). Al menos 20 escolares por grado se incluyeron en el estudio excepto en dos escuelas privadas
que reportaron un numero reducido de estudiantes (< 100), pero estuvieron de acuerdo en participar.
El cuestionario y los consentimientos informados fueron entregados a los maestros quienes a su vez
los adjuntaron a las libretas de tareas de los estudiantes. Este proceso se realiz6 en una sola ocasion.
Si el cuestionario o el consentimiento informado no fueron regresados después de tres dias laborables,

esto se considerd como una respuesta negativa por los padres.
2. Cuestionario

La version en espafiol de un cuestionario estructurado y validado disefiado para estimar la prevalencia

de alergia alimentaria reportada por los padres en escolares fue adaptado para este estudio (Hoyos-
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Bachiloglu y col, 2014), pero los pardmetros para medir las variables de interés no fueron modificados.
Al final, el instrumento utilizado (anexo Ill) estuvo compuesto de preguntas tomadas de un cuestionario
validado en espafiol, el cual fue adaptado para propositos de crivado (Marrugo y col, 2008), y
preguntas de un cuestionario a profundidad, el cual fue validado en Ingles (Sheck y col, 2010) y en

Espafiol (Hoyos-Bachiloglu y col, 2014).

Los encuestados contestaron primeramente preguntas sobre caracteristicas demograficas basicas e
informacidn clinica sobre los nifios. Todos aquellos que reportaron sintomas recurrentes relacionados
al consumo de alimentos completaron la segunda parte del cuestionario. Esta seccién incluy6
preguntas estandarizadas sobre sintomas sugestivos de alergia alimentaria mediada por IgE, tiempo
en el que aparecen los sintomas tras la ingestion del alimento, los alimentos involucrados en las

reacciones adversas, y el tratamiento recetado durante la reaccén alérgica.

3. Definiciones

Las reacciones adversas a los alimentos y la alergia persistente a la leche bovina se difinieron de
acuerdo al algoritmo mostrado en la figura 3. Un nifio fue categorizado con “alergia auto-percibida,
alguna vez” si los padres declararon que el nifio habia tenido reacciones alérgicas a la leche bovina
(Park y col, 2014). Las reacciones adversas a los alimentos se definieron como cualquier reaccion
adversa recurrente a un alimento especifico potencialmente mediada o no por mecanismos
inmunoldgicos (Ontiveros y col, 2015). La “alergia a la leche bovina de tipo inmediato, alguna vez” se
defini6 como los casos que presentaron reacciones adversas sintomaticas recurrentes a la leche
bovina, las cuales eran convincentes de reacciones alérgicas de hipersensibilidad de tipo inmediato y
que ocurrian dentro de dos horas posteriores a la ingesta del alimento (Sicherer y col, 1998; Sicherer
y col 2010; Shek y col, 2010; Hoyos-Bachiloglu y col, 2014). Esto incluye piel con ronchas,
angioedema, problemas para respirar, estornudos o garganta cerrada, entre otros sintomas tipicos de
las reacciones de hipersensibilidad inmediata. La “alergia a la leche bovina de tipo inmediato, actual’

se definié como aquellos casos que reunieron los criterios para “alergia a la leche bovina de
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Total de nifhos (n=1049)

L 7

Ha tenido su hijo alergia a

. i ?
Si los alimentos? No

A 4
Alergia percibida, alguna vez

v

Alguna vez el doctor le ha dicho que su hijo tiene alguna de las siguientes?
(enfermedades alérgicas diferentes de la alergia a los alimentos)

v

Su hijo sufre malestar o reacciones adversas
repetidamente después de comer algin alimento?

Si

No

Alto, sin riesgo de
alergia alimentaria

Reacciones adversas a los
alimentos

h 4

Sintomas convincentes de alergia
alimentaria que ocurren <2h

Sii

ALB de tipo inmediato, alguna vez

Y

Y

Alguna vez un doctor le ha dicho que
su hijo tiene alergia a los alimentos?

Sil

ALB diagnosticada por un médico,
alguna vez

Actualmente puede su hijo comer el alimento que le
ocasionaba la alergia sin tener ninguna reaccioén?

No

\ 4

Reunen criterios de anafilaxis
| ALB de tipo inmediato, actual |—>

inducida por alimentos

Figura 3. Algoritmo utilizado para definir las reacciones adversas a los alimentos
y alergia a la leche bovina. ALB; Alergia a la leche bovina.

tipo inmediato, alguna vez”, pero que contestaron de forma negativa a la pregunta “ya puede su hijo

consumir el alimento que le daba alergia sin que presente reacciones?” (Shek y col, 2010).

Adicionalmente, la “alergia a la leche bovina diagnosticada por un médico, alguna vez” se definié como
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aquellos casos que presentaron reacciones adversas recurrentes al leche bovina y que contestaron

positivamente a la pregunta “le ha dicho un doctor alguna vez que su hijo tiene alergia alimentaria?”.

La anafilaxis inducida por alimentos se definid6 como aquellos casos que reunieron los criterios para
“alergia a la leche de tipo inmediato, actual” y de acuerdo a los siguientes criterios: 1) inicio agudo de
la enfermedad involucrando la piel, tejido de mucosas o ambos y respiracién comprometida o presién
sanguinea reducida; 2) dos a mas de los siguientes que ocurren rapidamente después de consumir el
alimento: a) involucramiento de la piel 0 mucosa, b) respiracién comprometida, c) presién sanguinea
reducida, d) sintomas gastrointestinales persistentes; y 3) presion sanguinea reducida después de la

exposicion al alérgeno (Simons y col, 2011; Simons y col, 2012) .

C. PROTEINAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO

Se utilizaron a-caseinas bovinas comercialmente disponibles con un grado de pureza reportado por el
fabricante = 98% (MP Biomedicals; cat. 0219509605-5). Adicional a las caseinas, se utiliz6
ovoalbumina (OVA) = 98% (SIGMA, Cat. A5503-10G) y proteina de papa (SIGMA, Cat. P3752-1G)
como controles positivo y negativo de sensibilizacion intraperitoneal a proteinas de los alimentos

(Dearman y Kimber, 2007).

D. CALORIMETRIA DE BARRIDO

El tratamiento térmico de proteinas puede inducir cambios estructurales irreversibles. Estos cambios
podrian asociarse a un incremento en la susceptibilidad a la digestiéon y/o a una disminucion del
potencial alérgenico de los alimentos tratados térmicamente. Muestras de 2mg de a.-caseinas bovinas
comerciales se sometieron a analisis por calorimetria de barrido diferencial (DSC 200 F3 Maia®) para
determinar la temperatura de desnaturalizacion con cambios irreversibles (caseina tratada). Para
verificar esto ultimo las muestras de o-caseina fueron reanalizadas por esta misma técnica

esperandose cambios menores o imperceptibles en el pico de calor previamente registrado.

E. TRATAMIENTO TERMICO DE o-CASEINAS BOVINAS
Las caseinas bovinas utilizadas en el presente estudio fueron maceradas finamente y muestras

individuales de 25 mg aproximadamente fueron esparcidas en el fondo de recipientes de aluminio
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hasta lograr una capa muy fina. Posteriormente las muestras fueron tratadas térmicamente en seco a
140°C por 30 y 60 min en una estufa con recirculacion de aire. La temperatura en el interior de la

estufa fue monitoriada constantemente con la ayuda de un termometro de mercurio calibrado.

F. CUANTIFICACION DE PROTEINA

Las cuantificaciones de proteina se hicieron con el método del &cido bicinconinico (BCA) utilizando un
kit comercial (Pierce™ BCA, Cat. 23227). Este método colorimétrico es utilizado para la cuantificacién
de proteina total en muestras con proteina solubilizada. El método se basa en la reduccion de Cu*? a
Cu*' por la proteina en un medio alcalino (la reaccion de biuret) con la selectividad y sensibilidad de
la deteccion colorimétrica del cation Cu*! utilizando el BCA (Smith et al 1985 Anal Biochem). El
desarrollo del color es influenciado por la estructura molecular de la proteina, el nimero de enlaces
peptidicos y la presencia de cuatro aminoacido (cisteina, cistina, triptéfano, y tirosina) (Wiechelman y
col, 1988 Anal Biochem). El método del BCA no es un método de punto final, pero después de la
incubacion a 37 °C el color purpura se desarrolla lentamente y esto permite la cuantificaciéon de

multiples muestras a la vez.

En todos los casos se siguid el protocolo descrito por el fabricante, el cual se describe a continuacion:
se prepararon curvas estandar de albimina sérica bovina (stock a 2 mg/ml, suministrado con el kit)
como se muestra en la tabla 2. Todos los puntos de la curva asi como las muestras a analizar fueron
evaluados por duplicado en microplaca. El rango de trabajo cuando se utiliza microplaca es de 5-250
Mg/ml. Las proteinas de prueba fueron disueltas en PBS pH 7.4 (SIGMA; Cat. P-5368) y se prepararon
diluciones seriadas de dichas proteinas para asegurar que las concentraciones evaluadas cayeran en
el rango de trabajo. La preparacion del reactivo de trabajo del BCA se hizo mezclando 50:1 los
reactivos A:B suministrados por el fabricante. Esto genera un reactivo verde claro que al interactuar
con la proteina vira a un color purpura. Una vez preparada la solucion de trabajo de BCA asi como los
estandares y las muestras a analizar, se transfirieron 25 pl de los estandares y las muestras a pozos
de una microplaca. La solucion utilizada para solubilizar las caseinas y los estandares (PBS pH 7.4)
se considero el blanco de la reaccion. Posteriormente, se agregaron 200 pl de solucién de trabajo de
BCA y se mezcld por 30 seg. La microplaca se cubrid con papel aluminio y se incubé a 37 °C por 30

min en una estufa. Transcurrido este tiempo, la microplaca se dejé a temperatura ambiente por 5 min
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y depués se midi6 la absorbancia a 560 nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific. Cat.
51119000).

Tabla 2. Dilucones para la preparacion de la curva estandar para cuantificar proteina con el método
del &cido bicinconinico (Pierce™ BCA, Cat. 23227)

Vial | Volumen del diluyente (uL) | Volumen de BSA (uL) | Concentracion final de BSA (ug/mL)
1 700 100 del stock a 2 mg/ml 250
2 400 400 del vial 1 125
3 450 300 del vial 2 50
4 400 400 del vial 3 25
5 400 100 del vial 4 5
400 No requerido 0 (blanco)

Las concentraciones fueron determinadas utilizando la ecuacion de la curva generada tras sustraer la
absorbancia del blanco y posteriormente graficando las unidades de absorbancia (eje de las X) versus

la concentracion de los estandares utilizados (eje de las Y).

G. ELECTROFORESIS SDS-PAGE DE PROTEINAS TRATADAS TERMICAMENTE

Seutilizaron geles SDS-PAGE comerciales de gradiente (10-20%) de 15 pozos y 0.75 mm de espesor
(BIO-RAD, Cat. 456-3116) y geles SDS-PAGE al 12% preparados en nuestro laboratorio de acuerdo
a lo descrito en las tablas 3 y 4. En todos los casos las muestras fueron tratadas con buffer Laemmli
(BIO-RAD, Cat. 161-0747) y se calentaron a 95 °C por 5 min. Diferentes concentraciones de proteina
fueron cargadas a travez de todos los experimentos, pero los volimenes de carga siempre fueron
ajustados a 15 0 20 pl por pozo con buffer Laemmli 1X. En estos ensayos se utilizaron marcadores
de peso molecular de amplio (SIGMA, Cat. S8445-1VL) y muy bajo (SIGMA, Cat. M3546) rango los
cuales contienen 12 proteinas con un rango de pesos moleculares de 200 a 6.5 kDa y (1,062 a 26,600

Da) respectivamente. La electroforesis se corrié a un voltaje constante de 100 Volts por 180 min en el
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caso de los geles con gradiente y por 120 min en el caso de los geles al 12%. Se utilizé un buffer de
corrida comercial (BIO-RAD, Cat. 161-0732).

Tabla 3. Reactivos y volumenes para preparar el gel separador en condiciones desnaturalizantes (2

geles de 0.75 mm).

. % de acrilamida
Reactivo*
10 12 15 18 20

H20 (ml) 4 3.3 2.3 1.3 0.7
Acrilamida/Bisacrilamida 30% wiv (ml) 3.3 4 5 6 6.6
Buffer separador pH 8.8

. 25 25 25 25 25
(1.5 M tris-HCI) (ml)
10% SDS (pl) 100 100 100 100 100
10% APS (pl) 100 100 100 100 100
TEMED (pl) 4 4 4 4 4

Tabla 4. Reactivos y volumenes para preparar el gel concentrador en condiciones desnaturalizantes.

Volumen de reactivos para
Reactivo

1 gel 2 geles
H20 desionizada (ml) 1.823 3.646
Acrilamida/Bisacrilamida 30% wiv (ml) 415 830
Buffer concentrador pH 6.87

210 420
(tris-HCI 0.5 M) (ml)
10% SDS (pl) 25 50
10% APS (pl) 25 50
TEMED (ul) 25 5

H. FIJACION, TINCION Y DESTENIDO DE GELES SDS-PAGE

Los geles fueron primeramente lavados con H20 destilada por 30-60 seg y posteriormente fijados por
30 min o toda la noche en un soluciéon de metanol (50%) / acido acético (10%) / agua desionizada
(40%) con ajitacion suave. La tincion se realizdé con coomassie utilizando una solucién comercial la
cual contiene acido fosférico < 5% (BIO-RAD, Bio-Safe™ Coomassie G-250 Stain, Cat. 161-0786). El
acido es necesario para que el coomassie se una mejor a los residuos basicos e hidrofébicos de las

proteinas. Como regla general, el coomassie detecta bandas de proteina de 25 ng 0 més. Los geles
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fueron tefidos por un periodo de 3-4 h o toda la noche con ajitacion suave. El destefido de los geles

se realiz6 con una solucion de metanol (30%) / acido acético (5%) / agua desionizada (65%).

I. ANALISIS DE DIGESTIBILIDAD DE CASEINAS CON PEPSINA EN FLUIDO GASTRICO
SIMULADO

Este ensayo se baso en una metodologia previamente evaluada en multiples laboratorios (Thomas y
col, 2004). Debido a la baja solubilidad de las caseinas tratadas térmicamente, se debieron realizar
algunas modificaciones a dicha metodologia. Muestras de aproximadamente 1.0 mg de caseinas
nativas y tratadas térmicamente por 30 min fueron disueltas en 1.0 ml de fluido géstrico simulado sin
pepsina (0.084 N HCI, 35 mM NaCl, pH 1.2). Posteriormente, las muestras fueron calentadas a 55°C
por 2 h con agitacion constante. Esto con el propdsito de mejorar la solubilidad de las caseinas tratadas
térmicamente por 30 min. Después de este tratamiento, las muestras fueron centrifugadas por 5 min
a 13’000 RPM y se colectaron los sobrenadantes. La cuantificacién de proteina se hizo como descrito
anteriormente. Con base en la concentracion de proteina determinada en cada una de las muestras,
se realizaron los calculos para tener un volumen final de 0.8 ml de fluido géastrico simulado con 2000
U de pepsina (SIGMA, Cat. P7000 con actividad =250 U/mg) y una concentracion de proteina de 0.25
mg/ml. Para esto se prepard una solucion de pepsina en fluido gastrico simulado a una concentracion
de 6,410.2 U/mL. Un volumen de 0.312 mL de esta solucién (2,000 U) fue agregada a cada uno de los
viales que contenian 0.25 mg de caseinas en un volumen de 0.488 mL de fluido gastrico simulado
(volumen final de 0.8mL). Todas las soluciones fueron precalentadas a 37 °C antes de mezclar las
soluciones de caseinas con la enzima. Posteriormente, los tubos fueron mezclados e inmediatamente
colocados en un bloque térmico a 37 °C. Se colectaron muestras de 100 pL de hidrolizado a los 0.5,
2, 5,10, 20, 30, y 60 min después de iniciada la incubacién. La reaccion en las muestras de 100 pL
se detuvo agregando 35 pL de una soluciéon tampon que contenia 200 mM de NaHCOs, pH 11,y 35
ML de buffer Laemmli 5X (40% glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 10% SDS, 0.33 M Tris, 0.05% azul de
bromofenol, pH 6.8) (Laemmli, 1970). Las muestras con buffer Laemmli fueron inmediatamente
calentadas a 95°C por 10 min y almacenadas a -20 °C hasta su analisis en SDS-PAGE comerciales

con gradiente de 10-20%.
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Las muestras de digestion a tiempo cero fueron preparadas inactivando la enzima pepsina con la
solucion tampdn a pH 11 y buffer Laemmli 5X antes de afiadir la proteina de prueba. Las muestras
control de autodigestion (pepsina sin proteina de prueba) y control de estabilidad proteica (solucion de
reaccién con la proteina de prueba pero sin pepsina) fueron incluidas en los analisis. Estas reacciones
control fueron tratadas exactamente igual que las reacciones de prueba, pero las muestras fueron

preparadas solo para los tiempos 0 y 60 min.

J. SENSIBILIZACION ORAL CON a-CASEINAS

Para establecer la concentracion adecuada de a-caseina capaz de inducir una sensibilizacién
reproducible en ratones BALBI/c, grupos de 6 animales fueron sensibilizados de forma intragastrica
con diferentes concentraciones de a-caseinas disueltas en 0.3 mL de una solucién que contenia 2 mg
del antiacido sucralfato en PBS (figura 4). Como fuente de sucralfato se utilizé el antiacido comercial
Unival® (Exea®/Senosian®, Sucralfato 1mg/5mL). La administracion intragastrica de esta solucion se
realizo los dias 0, 4, 14, 21 y 28 (Bruner y col, 2009). Se utilizaron sondas intragastricas comerciales
de caucho. Los animales no sensibilizados (controles) recibieron solamente PBS o PBS mas
sucralfato. Se colectaron muestras de sangre al inicio de los experimentos (muestras preinmune), 16
dias posteriores al inicio de los tratamientos y una semana posterior a la ultima administracion de los

tratamientos.

K. TOMA DE MUESTRA DE SANGRE, SACRIFICIO DE ANIMALES Y MUESTREO DE TEJIDO

Un volumen de sangre de 100-150 pL fueron obtenidos de la vena de la cola de los animales. Las
muestras se dejaron coagular toda la noche a 4°C y posteriormente fueron centrifugadas a 1500 g por
10 min a 4°C. Las muestras de suero fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso. El sacrificio de
animales fue por dislocacion cervical. Se extirpo el intestino completo y se obtuvieron muestras de

yeyuno de 1 cm aproximadamente.

L. EVALUACION DE FUENTES DE PROTEINA PARA REALIZAR LOS ENSAYOS
INMUNOADSORBENTE LIGADO A ENZIMAS (ELISA)
Para desarrollar los reacciones de ELISA se probaron como fuentes de proteina suero fetal bovino

(Gibco, Cat. 10100147) y gelatina de pescado (BIO-RAD, Cat. 170-6537). Se evalu6 la
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inmunoreactividad de anticuerpos IgG del suero de ratones inmunizados ip con caseinas a las
proteinas del suero fetal bovino o la gelatina de pescado. Para este propdsito los ratones fueron
inmunizados ip en 2 ocasiones (dias 0 y 14) con 0.05mg de caseinas nativas adsorvidas a 2mg de
hidroxido de aluminio (100uL; Imject® Alum, Thermo Scientific). Los sueros preinmune se utilizaron
como control negativo. Para estas evaluaciones se utilizo OVA (SIGMA, Cat. A5503-10G) al 1% como
la fuente de proteina para desarrollar las reacciones de ELISA. Para estos ensayos se agregaron 40 ug
de proteina por pozo disueltos en buffer de cubierta pH 9.5 (BioLegend, Cat. 421701). Las muestras
de suero se diluyeron 1-500 con OVA al 1%. A excepcién de la concentracion de antigeno y la dilucién
del suero antes mencionadas, las reacciones de ELISA se desarrollaron como se describe a

continuacion.

Sensibilizacion intragastrica

Grupo a: PBS + Sucralfato + 0.2 mg Caseinas
Grupo b: PBS + Sucralfato + 0.4 mg Caseinas
Grupo c¢: PBS + Sucralfato + 1 mg Caseinas
Grupo d: PBS + Sucralfato + 2.5 mg Caseinas
Grupo e: PBS + Sucralfato + 4 mg Caseinas
Control: PBS + Sucralfato

Control: PBS
Sangre (+)
Ratones Sangre (+) Sangre (+)
T R A
n=49 I I I [ ] | | I
Dia | | | 11 1
-1 0 7 14 16 21 28 35

(+) Obtener muestras de sangre para la evaluacion de anticuerpos IgE especificos
a a-caseinas bovinas

Figura 4. Protocolo de 35 dias para sensibilizar a a-caseinas bovinas de forma
intragastrica y con sucralfato ratones BALB/c.

M. EVALUACION DE ANTICUERPOS IgE e IgG POR ELISA
Los anticuerpos IgE fueron determinados por ELISA apegandose al protocolo que se describe a

continuacion: microplacas de 96 pozos (Nuck Maxisorb) fueron cubiertas con 20 ug de caseinas en
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100 pL de buffer de cubierta pH 9.5 (BioLegend. Cat. 421701) e incubadas por 18 h a 4°C. Las placas
fueron lavadas (200u/pozo) con una solucién de PBS pH 7.4 (SIGMA. Cat. P-5368) / Tween 20
(FagalLab, Cat. 2377) al 0.05% y bloqueadas por 2 h con una solucion de suero fetal bovino al 10% en
PBS pH 7.4. Las muestras de suero fueron diluidas 1:10 con solucion diluyente de ELISA (BioLegend.
Cat. 421203) o solucién de bloqueo (suero fetal bovino al 10% en PBS pH 7.4). Volimenes de 100 pl
de las muestras diluidas 1:10 fueron colocados en los pozos de las microplacas y se dejé incubar toda
la noche a 4°C. Posteriormente, las placas fueron lavadas (3 veces) y se agregaron 100 ul de
anticuerpo anti IgE2 de raton acoplado a biotina (BioLegend. Cat. 408804) diluido 1:250 en solucién
de bloqueo (concentracion final de 2 pg/mL). Las placas fueron incubadas por una hora a temperatura
ambiente y posteriormente lavadas (3 veces). Después de esto, se agregaron 100 ul por pozo de un
conjugado estreptavidina/peroxidasa de rabano (BioLegend. Cat. 405210) diluido 1:1000 en solucion
de bloqueo. Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente por 30 min y después lavadas (6
veces) para posteriormente agregar 100 pl de sustrato TMB (Thermo Scientific, Cat. 34028). El color
se dejo desarrollar por 30 min y la reaccién se detuvo agregando 50 pL de H2SO4 2M. La densidad
dptica se medio a 450 nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific. Cat. 51119000). Los
anticuerpos IgG fueron determinados como se describi6 anteriormente solo que las muestras de suero
fueron diluidas 1-1000 o 1:100, se utilizd un anticuerpo anti-lgG de ratén acoplado a biotina
[BioLegend. Cat. 405303; dilucion 1:250 (2.0 pg/ml)], y la reaccion con el sustrato TMB (Thermo
Scientific, Cat. 34028) se detuvo a los 5 min de iniciada la reaccién. Todos los sueros fueron analizados

en triplicado.

N. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL DE LA DIETA PARA ROEDORES LABDIET® 5013

Para esté proposito se utilizé un kit comercial de extraccion de proteina total de fuentes de origen
vegetal (SIGMA-ALDRICH, Cat. PE0230) previo desgrasado de las muestras. El desgrasado se llevé
a cabo a4 °C por 16 h con agitacion constante. Para esto, una muestra de 10 gramos de dieta fué
macerada hasta lograr un polvo muy fino y posteriormente mezclada con acetona en relacién 1:10
(p/vol). Después de la incubacion a 4 °C se retir6 la acetona y la muestra se dejo secar toda la noche
a temperatura ambiente. La extracion de proteina con el kit antes mencionado se hizo segun las
indicaciones del fabricante. Todos los procedimientos se realizaron manteniendo todos los reactivos

en hielo molido a menos que se indique lo contrario. Esto es importante para evitar precipitados. 100
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mg de muestra desgrasada se transfirieron a un vial previamente pesado y se agregarén 1.5 mL de
metanol. Las muestras fueron agitadas e incubadas por 5 min a -20°C para después ser centrifugadas
a 16’000 g por 5 min a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se repitié el paso anterior, pero utilizando
1.5 ml de acetona en lugar de metanol. Se retir6 el sobrenadante y el vial se dejé secar por 10 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se peso el vial y se calcul6 la masa de la muestra tomando en
cuenta el peso del vial previamente registrado. Por cada mg de muestra recuperada se agregaréon 4
uL de reactivo 4 (suministrado con el kit), el cual es un reactivo caotrépico que incrementa la
solubilidad de la muestra y mejora el rendimiento. Las muestras se dejaron en ajitacién constante por
15 min a temperatura ambiente y después fueron centrifugadas a 16’000g por 30 min. Se colectaron
los sobrenadantes, los cuales contienen la proteina total, y la cuantificacion de proteina se realiz6 con

el método del &cido bicinconinico (BCA) como se describi6 previamente.

N. SENSIBILIZACION IP CON a-CASEINAS

Para este propésito se desarrollaron dos protocolos. Protocolo de 14 dias: tres grupos de 6 ratones
cada uno recibieron ip 0.25, 0.05 0 0.025 mg de caseinas nativas en 250 yL de PBS pH 7.4. Siete
dias después el tratamiento fue repetido (Hilton y col, 1997). Previo a la exposicion al alérgeno y
catorce dias después de la exposicion inicial a este se obtuvieron muestras de sangre de la vena de
la cola de los animales (Hilton y col, 1997). Un cuarto grupo de 6 ratones recibié solamente la solucién

vehiculo (PBS pH 7.4) (figura 5).

Protocolo de 28 dias: tres grupos de 6 ratones cada uno recibieron ip 0.25, 0.05 0 0.025 mg de
caseinas nativas en 250 ul de PBS pH 7.4 (Chen y col, 2013). El tratamiento fue repetido los dias 3,
6, 9,y 12 posteriores a la primera exposicidn al alérgeno. Previo a la exposicidn al alérgeno y 28 dias
después de la exposicion inicial a este se obtuvieron muestras de sangre de la vena de cola de los
animales (Cheny col, 2013). Un cuarto grupo de 6 ratones recibié solamente la solucién vehiculo (PBS

pH 7.4) (figura 6).
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Sensibilizacion intraperitoneal

Grupo a: PBS pH 7.4 + Caseinas 0.25 mg
Grupo b: PBS pH 7.4 + Caseinas 0.05 mg
Grupo c: PBS pH 7.4 + Caseinas 0.025 mg
Grupo d: PBSpH 7.4

Ratones Sangre (+) Sangre (+)
BALB/c \b .], yb J,
n=24 I I I I
Dia | | | |
0 1 7 14

(+) Obtener muestras de sangre para la evaluacion de anticuerpos IgE especificos
a o-caseinas

Figura 5. Protocolo de 14 dias para sensibilizar a a-caseinas bovinas de forma intraperitoneal.

Sensibilizacion intraperitoneal

Grupo a: PBS pH 7.4 + Caseinas 0.25 mg
Grupo b: PBS pH 7.4 + Caseinas 0.05 mg
Grupo c: PBS pH 7.4 + Caseinas 0.025 mg
Grupod: PBSpH 7.4

Ratones Sangre (+) Sangre (+)
BALBJc v vV v v ¥ ¥
n=24 | | | | | | |
Dia | | | | | | |
0 1 3 6 9 12 28

(+) Obtener muestras de sangre para la evaluacién de anticuerpos IgE especificos
a g-caseinas

Figura 6. Protocolo de 28 dias para sensibilizar a a-caseinas bovinas de forma intraperitoneal.

Una vez establecida la dosis y el mejor protocolo para sensibilizar de forma ip a a-caseinas bovinas,

se procedid a evaluar los potenciales de sensibilizaciéon y sensibilizacién residual de a-caseinas

tratadas térmicamente. En esta ocasion 3 grupos de 6 ratones cada uno fueron sensibilizados con la
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dosis de a-caseinas establecida. La sensibilizacién fue como sigue: un primer grupo recibié caseinas
nativas y un segundo y tercer grupo recibieron caseinas tratadas térmicamente por 30 min 0 60 min
respectivamente. Como controles positivo y negativo dos grupos adicionales de ratones de 6 animales
cada uno fuerén inmunizados con OVA 0.05mg (p/vol) en volumen final de 250 uL de PBS (Cheny
col, 2013) y proteina de papa respectivamente (Dearman y col 2001a; Dearman y col, 2001b; Dearman
y col, 2002). Para propositos de nuestro estudio, se inmuniz6 con 0.5 mg de proteina de papa (p/vol)

en 250 pL de PBS. Un sexto grupo de 6 ratones recibio la solucion vehiculo solamente (PBS pH 7.4).

0. RETO INTRADERMICO

El area del peritonéo de los animales sensibilizados con caseinas fué razurada 24-48 h antes de
realizar el reto intradérmico. Los animales fueron retados en el lado izquierdo del peritonéo con 10 ug
de caseinas disueltas en 10 yL de PBS utilizando una jeringa para insulina de 0.3 mL. Como control
negativo, en el lado izquierdo se administraron 10 pL de la solucién vehiculo (PBS pH 7.4). Una hora
posterior al reto intradérmico se evalud la respuesta alérgica aguda en la piel. Como control positivo,
un grupo de 6 ratones fue sensibilizado ip con OVA (0.05 mg en 250 pL de PBS) de acuerdo al
protocolo de 28 dias descrito previamente y retados en el &rea del peritonéo con 10 ug de OVA
disueltas en 10 yL de PBS. Como control negativo, un segundo grupo de 6 ratones no sensibilizados

fueron retados con 10 pg de OVA disueltas en 10 pL de PBS.

P. RETO ORAL

El reto oral se realizo seis dias posteriores a la finalizacion del protocolo de sensibilizacién, es decir,
posterior a la toma de muestra de sangre para evaluar la presencia de anticuerpos IgE anticaseinas.
El reto consisti6 en la administracion intragastrica de 2.5 mg de caseinas disueltas en 250 uL de PBS.
Basado en estudios previos (van Esch y col, 2013), las muestras de sangre se colectaron 30 min
después de realizado en reto. Las muestras se procesaron como descrito previamente. El analisis de

proteasa 1 de mastocitos (MMCP-1) en suero se realizé como se describe a continuacion.

Q. EVALUACION DE mMCP-1 EN SUERO
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La concentracion sérica de mMCP-1 fué determinada con un kit de ELISA comercialmente disponible
(BioLegend, Cat. 432702) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El anticuerpo de captura
(incluido en el kit) se diluyd 1-200 con buffer de cubierta. Volumenes de 100 uL fueron agregados a
microplacas de ELISA y se incubd toda la noche a 4°C. Despues de 4 lavados con PBS/Tween 20
0.05% los pozos fueron bloqueados con suero fetal bovina al 10% por 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavaron los pozos en 4 ocasiones y se agregaron en duplicado los estandares de
mMCP-1 (de 62.5 a 4000 pg/mL) y las muestras a analizar (diferentes diluciones). Se incubé por 2 h
a temperatura ambiente y se hicieron 4 lavados. Se agregaron 100 uL de anticuerpo de deteccion 1X
acoplado a biotina (proporcionado con el kit) y se incubd de nuevo 1 h a temperatura ambiente. Se
lavé nuevamente en 4 ocasiones y se agregaron 100 pL del complejo Avidina-HRP 1X. Se incub6 a
temperatura ambiente por 30 min y se realizaron 5 lavados en esta ocasion. Se agregaron 100 pL de
sustrato TMB y se incubd en la oscuridad por 30 min. La reaccién se detuvo agregando 100 pL de

H2S04 2N. La absorbancia se ley6 a 450 nm después de 5 min de detenida la reaccion.

R. OBTENCION DE MUESTRAS DE SUERO REDUCIDAS EN IgG.

Para este propdsito se utilizd un kit de perlas magnéticas tradicionalmente utilizado para
inmunoprecipitacion (BIO-RAD, SureBeads™. Cat. 161-4823). Las muestras de suero fueron diluidas
1:10 con suero fetal bovino al 10% antes de ser procesadas. Se sigui6 el protocolo sugerido por el
fabricante: Las perlas fueron resuspendidas y se agregaron 100 ulL de estas a tubos cénicos de 1.5
mL. Se centrifugd por un minuto y se magnetizé para descartar el sobrenadante. Posteriormente se
hicieron 3 lavados con 1 mL de PBS/Tween 0.1%. Posteriormente se agregaron 350 pL de muestras
de suero diluidas 1:10 con suero fetal bovino al 10% y se dejé incubar por 10 min a temperatura
ambiente con rotacién constante. Tras la incubacién las perlas fueron magnetizadas y se recuper6 el
suero el cual ya se encontrava reducido en IgG. En algunos ensayos las perlas fueron lavadas con
PBS-Tween en 3 ocasiones para para posteriormente eluir la IgG total unida a las perlas magnéticas.
Para la elucion se agregaron 20 ulL de glicina 20 mM pH 2.0 y se incub6 5 min a temperatura ambiente.
Las perlas se magnetizaron y se recuper6 el sobrenadante (aproximadamente 20 ulL) el cual se llevo

a un volumen de 350 pL con suero fetal bovino al 10% en PBS.
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S. PROBIOTICO VSL#3

Se utilizé la mezcla de probiéticos comercialmente disponible. Esta mezcla contiene 112.5 billones de
8 diferentes microorganismos Gram positivos por capsula (Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaris, L. casei, L. plantarum, Bifidobacterium longum, B. infantis, B. breve, Streptococcus
salivaris subsp. thermophilus). La concentracién de cada cepa es desconocida y patentada. La
viabilidad de los microorganismos, la ausencia de microorganismos Gram negativos en la muestra, la
presencia de lactobacilos en las muestras de heces de los ratones, asi como las pruebas de reto de

crecimiento se realizaron por medios microbioldgicos como se describe abajo.

T. ANALISIS MICROBIOLOGICOS Y OBTENCION DE MUESTRAS DE BIOTA INTESTINAL.

Se realizaron analisis microbiologicos para evaluar la viabilidad de los probioticos y para realizar una
evaluacion general de la biota intestinal del modelo animal usado. Los andlisis microbiolégicos se
realizaron con los siguientes medios: Agar Lactobacilli MRS (Difco™, Cat. 288210), agar azul de
metileno eosina (EMB) (Merck, Cat. 101347), agar tripticasa de soya (Merck, Cat. 105458). El agar
MRS es especifico para lactobacilos y el EMB es utilizado para el aislamiento y deteccion de
enterobacterias patdgenas. El agar tripticasa de soya es un medio que permite el crecimiento

abundante de microorganismos.

Para realizar la siembra de microorganismos primeramente se disolvié el contenido de una capsula
del probidtico VSL#3 en 10 mL de solucion salina esteril. Posteriormente, se realizaron 6 diluciones
seriadas 1:10 y de la Ultima dilucién (1:1E6) se sembararon 20 uL en agar MRS. Adicionalmente, 20
uL de la diluciéon 4 (1:1E4) fueron sembrados en medio EMB. En otros ensayos, un grupo de 3
animales fueron sacrificados y se extrajo un fragmento de yeyuno, el cual fue cortado
longitudinalmenta para dejar expuesta la parte apical. De aqui se tomaron muestras con asa
microbioldgica las cuales fueron sembradas en agar MRS y agar tripticasa de soya. Veinticuatro horas
depués se tomd una colonia de cada uno de los medios y se cultivaron en linea en agar TSA.
Posteriormente se tomaron colonias de la mezcla de probidticos VSL#3 a diferentes diluciones y se
cultivaron de manera opuesta (90°) a la linea previamente sembrada (biota del yeyuno) formando asi

una interseccion donde se midio el desplazo y/o inhibicion.
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U. ANALISIS ESTADISTICO

1. Prevalencia de alergia alimentaria

Las variables categéricas fueron resumidas por estadistica descriptiva incluyendo los nimeros totéles
y porcentajes. Las asociaciones fueron analizadas con la prueba exacta de Fisher. Las variables
continuas fueron resumidas en media y rango. Para lo anterior se utilizé el programa estadistico PASW
18.0 (SPSS Inc., IL, USA). Las tasas de prevalencia fueron calculadas con el programa OpenEpi

software version 3.02 (www.OpenEpi.com, actualizado 04/05/2015, y accesado 28/08/2015). Las tasas

de prevalencia fueron reportadas como la tasa (95% Intervalo de confianza) por 100 habitantes.
Basado en la prevalencia de alergia alimentaria esperada en escolares (5.5%), un nivel de confianza
del 95%, y una precision del 2%, el total de cuestionarios colectados fue representativo de los 160°038

niflos que acuden a las primarias en Culiacan, Sinaloa.

2. Ensayos de sensibilizacion a a-caseinas

Grupos de 5 o 6 ratones por tratamiento fueron evaluados durante todo el estudio. Los datos se
presentaron como la media de las mediciones con desviacion estandar. Los datos fueron analizados
usando el paquete estadistico GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). La
prueba de Kruskal-Wallis en conjunto con la prueba de comparacién multiple de Dunn fue utilizada
para calcular las diferencias entre mas de dos grupos. La prueba de Mann-Whitney fue utilizada para

comparaciones entre dos grupos. Un valor de P < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

VIl RESULTADOS Y DISCUSION

A. PREVALENCIA DE ALERGIA PERSISTENTE A LA LECHE BOVINA
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Se enviaron cuestionarios a 1248 padres de familia. De estos, 1049 fueron regresados con respuestas
validas (tasa de respuesta del 84.0%). Las carcateristicas demogréficas de los participantes se
muestran en la tabla 5. La proporcién de nifias y nifios que participaron en el estudio no difirié
significativamente (p > 0.05). Las enfermedades alérgicas fueron reportadas por el 17.1% de los
participantes y 4.6% reportd6 mas de una enfermedad alérgica. Se observé una asociacion signticativa
de la alergia alimentaria con dermatitis atopica y rinitis alérgica, pero no con asma, la cual es
comunmente asociada con la alergia alimentaria. Esta falta de asociacion puede explicarse por la baja
tasa de prevalencia de asma reportada por los padres en nuestro estudio (2.7%), la cual es mucho
mas baja que las tasas de prevalencia reportadas en otras regiones de México (tasas entre 5.8-12%)
utilizando la metodologia del Estudio Internacional de Asma y Alergias en Infantes (ISAAC, por sus

siglas en Ingles) (Tatto-Cano y col, 1997, Rio-Navarro y col, 2009).

En cuanto a las reacciones alérgicas recurrentes a los alimentos, las mas reportadas fueron las
desencadenadas por el consumo de leche y sus derivados (21 casos; 2.0%). De estos casos, 14
(1.33%; 95% CI:7.9-2.2) y 5 (0.47%; 95% CI:0.2-1.1) cumplieron con los criterios de “alergia a la leche
bovina de tipo inmediato, alguna vez” o “diagnosticada por un médico, alguna vez’, respectivamente.
La prevalencia de “alergia a la leche bovina de tipo inmediato, actual’, la cual refleja la tasa de
prevalencia de alergia persistente a la leche bovina, fue de 0.29% (n=3; 95% CI: 0.09-0.83). Nuestros
datos de prevalencia de “alergia a la leche bovina de tipo inmediato, alguna vez” (1.33%) estan en
linea con varios estudios previos, en los cuales se estima que la alergia a la leche bovina afecta
alrededor del 2% de la poblacién pediatrica (Host y col, 1990; Saarinen y col, 1999; Garcia-Ara y col,
2003, Sackesen y col, 2011). El hecho de que solo un 0.29% (n=3) de la poblacion estudiada reunié
los criterios de alergia persistente a la leche bovina, puede explicarse por el curso transitorio de la
enfermedad, la cual se resuelve naturalmente (entre 80-90% de los casos) en los primeros 4 afios de
vida (Wood y col, 2003; Skripak y col, 2007; Wood y col, 2013) y nuestra poblacién comprendi6

escolares con un rango de edad de 5-13 afios (tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion estudiada.

Variable
Media de edad en afos (rango) 8.6 (5-13)
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Genero n (%)
Mujer 541 (51.6)
Hombre 508 (48.4)
Enfermedades alérgicas conocidas

Alergia alimentaria 58 (5.5)
Rinitis alérgica 75(7.1)
Dermatitis atopica 33(3.1)
Alergia a la picadura de insectos 32 (3.0
Asma 28 (2.7)
Urticaria 12 (1.1)
Alergyia a los medicamentos 10 (1.0)
Conjuntivitis 8 (0.8)
Anafilaxis 2 (0.2

De los 3 casos que presentaron alergia persistente a la leche bovina en el presente estudio, 2
reunieron los criterios de anaphilaxis inducida por alimentos. Ambos casos reportaron dificultad para
respirary otros sintomas como garganta apretada y angioedema, entre otros. Sin embargo, en ninguno
de estos casos de anafilaxis se recomendé el uso de un autoinyector de epinefrina, el tratamiento de
emergencia preferido para tratar la anafilaxis (Simons, 2009). Como reportado por otros (Stérger y
Wauthrich, 1993; Lam y col, 2008), nuestros datos en poblacién escolar de Sinaloa, México destacan
que las reacciones alérgicas suelen ser severas en los casos de alergia persistente a la leche bovina
y como en otras regiones del mundo (Shek y col. 2010; Hoyos-Bachiloglu y col, 2014), los
autoinyectores de epinefrina no son recomendados por el personal de salud o no estan disponibles.
Aunado a esto, esta el riesgo de las exposiciones accidentales a las proteinas de la leche (Lam y cols,
2008; Boyano-Martinez y col, 2009; Fleischer y col, 2012, Turner 2012) y que no se encuentra
disponible un tratamiento para generar tolerancia inmunoldgica a dichas proteinas. En general, lo
anterior pone de manifiesto que hay necesidad de desarrollar estrategias que eviten de forma efectiva
la respuesta alérgica a las proteinas de la leche bovina, sobre todo en los casos de alergia persistente

ya que las reacciones anafilacticas potenciales pueden no ser tratadas adecuadamente.

B. TRATAMIENTO TERMICO DE a-CASEINAS BOVINAS
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A dieferencia de otros métodos fisicos como la hidrélisis exaustiva de proteinas, la cual es
comunmente utilizada para desorrollar formulas lacteas hipoalergénicas, con el tratamiento térmico
las proteinas siguen siendo reconocidas por el sistema inmune si se mantienen las temperaturas
adecuadas. Esto parece ser efectivo para reducir el potencial alérgénico de las proteinas de la leche
ya que algunos alérgicos a este alimento pueden tolerar la leche extensivamente calentado u horneada
(Konstantinou y Kim, 2012; Feldmann y Bird, 2014). Nuestros resultados de calorimetria diferencial de
barrido de a-caseinas bovinas mostraron un pico endotérmico a los 186.9 °C con una entalpia (A H)
de -108.7 J/g (figura 7). Este pico inici6 a los 155.5 °C y terminé a los 214 °C. En estudios posteriores
las a-caseinas fueron calentadas de 30 a 220 °C y el reanalisis de la muestra mostré que los cambios
registrados eran irreversibles, es decir, no se observo el pico de calor. Sin embargo, las muestras
calentadas a dichas temperaturas no pudieron ser solubilizadas en PBS pH7.4 o en buffer de cubierta
para las reacciones de ELISA (pH 9.5) por lo que no fue posible evaluar la respuesta inmune a estas

proteinas.

Alternativamente, la a-caseina fue calentada a 140 °C por 30 o 60 min ya que estas condiciones
pueden no tener un efecto drastico sobre la digestibilidad de caseinas cuando estas son calentadas
en seco (Eldred y Rodney, 1946; Pader y col, 1948). Con dichas condiciones es posible la formacion
de enlaces péptidicos entre el grupo e-amino del aminoacido Lisina y los grupos carboxilo libres de los
acidos dicarboxilicos de las caseinas (Eldred y Rodney, 1946; Pader y col, 1948), lo cual podria
asociarse a un cambio conformacional de la proteina. Ademas, a dichas temperaturas la caseina
permanece estable en atmosfera de aire con solo pequefias perdidas de mono y diéxido de carbono
y acido isocianico (Mocanu y col, 2012). Adicionalmente, bajo los tratamientos descritos, las a-
caseinas matuvieron suficiente solubilidad en PBS pH 7.4 para los propdsitos de sensibilizacion del
presente estudio. Asi, este material fue utilizado en experimentos posteriores como fuente de caseinas

tratadas térmicamente.
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Figura 7. Calorimetria diferencial de barrido de a-caseinas bovinas. La corrida fue de 30 a 290 °C con una
velocidad de 5 °C/min. La muestra fue de 2.873 mg de a-caseinas.

La resistencia a la digeston gastrica se asocia a la capacidad alergénica de las proteinas de los
alimentos aunque dicha asociacion es inconsistente encontrandose alérgenos muy suceptibles a la
accion de la pepsina y proteinas no alergénicas que son resistentes a esta (Foster y col, 2013). No
obstante, el analisis de digestibilidad con pepsina es uno de los pardmetros a evaluar cuando se
estudia la alergenicidad de proteinas derivadas de procesos biotecnolégicos (Codex Alimentarius,
2009). Para corroborar que el tratamiento térmico no afectd la digestivilidad de las a-caseinas, se
realizaron ensayos de digestion con pepsina en fluido gastrico simulado. Para esto, las muestras de
a-caseina debieron ser disueltas directamente en el fluido gastrico simulado y posteriormente
calentadas a 55 °C por 2 h con agitacién constante. Como se muestra en la figura 8, este proceso no

afectd el patrén electroforético de las a-caseinas.
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Figura 8. Perfil electroforético de ovoalbumina, proteina de
papay a-caseinas. Ovoalbumina (5 ug; carril 2), Proteina de papa
(15 pg; carril 3), Caseinas nativas (10 pg) en PBS (carriles 4 y 5),
caseinas nativas en FGS (carriles 6y 7), TT30 en PBS (carriles 8 y
9,), TT30 en FGS (carril 9). FGS; fluido gastrico simulado, TT30;
caseinas tratadas térmicamente por 30 min a 140 °C. SDS-PAGE
12%.

Posteriormente, las a-caseinas nativas y calentadas a 140 °C por 30 min fueron digeridas con pepsina.
La digestion de las a-caseinas tratadas térmicamente a 140 °C por 60 min no pudo realizarse debido
a la baja solubilidad de estas proteinas. Los resultados muestran que las a-caseinas son totalmente
digeridas después de 0.5 min de digestion con pepsina y esto fue independiente del tratamiento
térmico a 140 °C por 30 min (figura 9). Sin embargo, se debe tener en cuenta que los geles utilizados
alcanzaron a resolver marcadores con un peso molécular minimo de 6.5 kDa y es posible que
fragmentos proteicos de 3.5 kDa tengan la capacidad de entrecruzar las IgE presentes en la superficie
de mastocitos y desencadenar la respuesta alérgica o en su caso generar sensibilizacion (FAO/WHO,
2001; Bannon y col, 2002; Thomas y col, 2004).
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Figura 9. Caseinas digeridas con pepsina a diferentes tiempos. a) caseinas
nativas, b) caseinas tratadas térmicamente por 30 min. Carriles 4 al 11; caseinas
digeridas a diferentes tiempos (0-60 min). Carril 1; marcadores de peso molecular,
carriles 2y 3; pepsina, en a) carril 13; caseina nativa, en b) carril 12 caseina tratada
térmicamente por 30 min. SDS-PAGE (gradiente de poliacrilamida de 10-20%)

C. SENSIBILIZACION DE RATONES BALBI/c A a-CASEINAS BOVINAS

1. Evaluacion de la fuente de proteina para desarrollar las reacciones de ELISA

La sensibilizacién es dependiente de la produccién de anticuerpos IgE especificos al alérgeno. Asi, es
necesaria la detecciéon de estos anticuepos para establecer formalmente que un organismo esta
sensibilizado aunque esto no implique el desarrollo de los sintomas de alergia. En este estudio los
anticuerpos IgE anti-a-caseinas bovinas fueron detectados por ELISA ya que este tipo de ensayo es
util para evaluar el potencial de sensibilizacién de proteinas y permite la comparisién de alimentos
antes y después de un procesamiento (Thomas y col, 2007). Ademas, se evalu6 la respuesta de
anticuerpos IgG anti-a-caseinas para demostrar lainmunogenicidad de las proteinas estudiadas. Para
esto, fue necesario evaluar que la fuente de proteina utilizada para realizar las reacciones de ELISA
no fuera reconocida por los anticuerpos presentes en el suero de los animales inmunizados con a-

caseinas.
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La albumina sérica bovina y las caseinas bovinas son fuentes de proteina comunmete utilizadas para
desarrollarinmunoensayos en fase sélida, pero estas no podian utilizarse en el presente estudio. Otras
fuentes de proteina utilizadas en inmunoensayos en fase sélida son el suero fetal bovino y la gelatina
de pescado. Asi, estas proteinas fueron evaluados para propositos de nuestro estudio. En esta
evaluacion se utilizé OVA al 1% como la fuente de proteina para desarrollar las reacciones de ELISA.
Esto ya que las dietas para roedores comercialmente disponibles carecen de esta proteina y la
sensibilizacién de roedores a OVA raramente resulta negativa debido a la falta de exposicion a este
alérgeno por generaciones. Como se observa en la figura 10, la sefial de fondo obtenida utilizando
gelatina de pescado como antigeno fue mas alta que obtenida utilizando suero fetal bovino o caseina,
aunque esto fue significativo (P > 0.05). En cuanto a la inmunoreactividad de IgG utilizando sueros
inmune, la gelatina de pescado mostrd una mayor inmunoreactividad que el suero fetal bovino (figura
10; P > 0.05), incluso, esta fue significativa comparada a la inmunoreactividad al suero fetal bovino
utilizando muestras preinmune (P < 0.01). Notablemente, utilizando el suero fetal bovino como
antigeno la sefial de fondo fue similar a la obtenida en los pozos donde se utiliz6 caseina como
antigeno y suero preinmune para la deteccion (figura 10). Esto indica que a pesar de que las fuentes
proteicas de origen bovino no son la primera eleccion para desarrollar reacciones de ELISA cuando
se evaluan proteinas de leche bovina, el suero fetal bovino parce ser a propiado al menos en los casos
del estudio de las a-caseinas bovinas. De este modo, se utilizé suero fetal bovino como fuente de

proteina para desarrollar las reacciones de ELISA en estudios posteriores.
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Figura 10. Evaluacion de la fuente de proteina para detectar por ELISA anticuerpos anti-
a-caseinas bovinas. Se detectaron anticuerpos IgG anti-caseinas. Se pegaron 40 ug de
antigeno por pozo. Las muestras de suero de ratones inmunizados ip en dos ocasiones con
Alum (2 mg) fueron diluidas 1:10 con OVA al 1% (solucién de bloqueo). Cada punto
representa un animal y el promedio de evaluaciones por triplicado. SFB; suero fetal bovino,
Gelatina; gelatina de pescado, Caseina; a-caseinas bovinas. ** P < 0.01, ** P < 0.001 por la
prueba de Kruskal-Wallis.

2. Sensibilizacion de ratones por la via oral con el uso de sucralfato

Debido a que en los humanos la sensibilizacion y la respuesta alérgica a las proteinas de los alimentos
son eventos tipicamente iniciados por la via oral, las rutas oral o intragéstrica parecen ser las mas
relevantes para evaluar la alergenicidad de proteinas. Sin embargo, el sistema inmune de mucésas
es tolerogénico por naturaleza y se debe romper dicha tolerancia para lograr la sensibilizacién a las
proteinas que ingresan por la via oral. Ademas, como prerequisito, los alérgenos deben llegar a la
mucosa intestinal en forma intacta o parcialmente digeridos, lo cual implica que deben resistir la
digestdn gastrica (Astwood y col, 1996). Notablemente, algunos antiacidos como el sucralfato podrian
lograr tales efectos. El sucralfato es un complejo aluminio-sacarosa-sulfato utilizado para el

tratamiento de ulcera gastrica (Garnett, 1982; Untersmayr y col, 2003) y tiene la capacidad de
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incrementar el pH estomacal (Bruner y col, 2009), ademas de inhibir a la enzima digestiva pepsina y
adsorber sales biliares (Garnett, 1982). Asi, la administracion oral de sucralfato puede influenciar una
digestidn lenta de proteinas e incrementar la posibilidad de que algunas de ellas lleguen parcialmente
digeridas a la mucosa intestinal. Adicionalmente, el sucralfato tambien es una fuente de aluminio, el
cual es un adjuvante que promueve una respuesta inmune tipo Th2 y la produccion de anticuerpos

IgE (Brunnery col, 2007; Brunner y col, 2009; Brunner y col, 2010).

Ciertamente, los modelos de alergia a los alimentos libres de adyuvantes son los mas recomendados
ya que se reduce la posibilidad de obtener resultados falsos positivos (Pilegaard y Madsen, 2004;
Ladics y col, 2010). Debido a la presencia de aluminio, el modelo de alergia alimentaria basado en la
administracion oral de sucralfato no puede ser considerado extrictamente libre de adyuvantes. Sin
embargo, se ha demostrado que el consumo de sucralfato no solo promueve la sensibilizacion e
hipersensibilidad a las proteinas de los limentos en ratones, si no tambien en humanos (Schél y col,
2005). Ademas, la respuesta alérgica asociada al consumo de sucralfato en el ratén conduce a
cambios morfoldgicos intestinales e inmunolégicos similares a la respuesta alérgica humana (Pali-
Schdl y col, 2008). De este modo, el uso de sucralfato para sensiblizar de forma oral ratones BALB/c
es una opcion viable que permitiria evaluar los potenciales de sensibilizacion y alergénico de proteinas
de los alimentos en un modelo murino de alergia alimentaria con caracteristicas similares a la

respuesta alérgica humana.

En nuestro estudio primeramente fueron evaluadas diferentes concentraciones del alérgeno (a-
caseinas; dosis: 0.2, 0.4, 1.0, 2.5, y 4.0 mg) utilizando 2 mg de sucralfato, como reportado previamente
(Schél y col, 2005; Pali-Schél y col, 2008; Brunner y col, 2007; Brunner y col, 2009). Los resultados
muestran que en el modelo de sensibilizacion oral con sucralfato 3 de 6 ratones a los que se les
administraron 0.2 mg de a-caseinas fueron sensibilizados (figura 11a). De estos tres ratones solo uno
desarrollé una respuesta alta de anticuerpos IgE especificos a a-caseinas, la cual fue facilmente
detectada incluso después de solo 3 de 5 dosis administradas (figura 11a). Otro ratén al cual se le
administraron 2.5 mg de caseinas tambien fue sensibilizado (figura 11b) y al igual que los otros
animales sensibilizados (figura 11a) la respuesta de anticuerpos IgE especificos a a-caseinas tendi6

a incrementarse conforme incrementd el numero de dosis administradas (figura 11). El resto
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de los grupos de estudio, los cuales incluyen aquellos que recibieron 0.4, 1.0, y 4.0 mg de caseinas,
no mostrarén niveles detectables de anticuerpos IgE anti-a-caseinas por ELISA. Lo mismo ocurri6

para aquellos que solo recibieron PBS mas sucralfato o solo PBS.

En general, solo 4 de 30 ratones a los cuales se les administraron a-caseinas méas sucralfato fueron
sensibilizados. Nosotros asociamos la falta de sensibilizacién a la alta capacidad tolerogénica del
sistema inmune de mucosas, la cual podria fomentarse si existen complicaciones técnicas durante la
adminisracién intragastrica del alérgeno. Es posible que el contacto del alérgeno en estudio con la
cavidad bucal del animal fomentada por una inapropiada administracion intragastrica de la proteina
alergénica incremente el riesgo de generar tolerancia. Otros (Morafo y col, 2003) han atribuido la
ausencia de sensibilizacion oral a las proteinas de la leche en ratones BALB/c a una falta de
suceptibilidad genética ligada a la produccién de IFN-y, incluso, no se logro sensibilizar a los animales
en la presencia de toxina colérica. Nosotros diferimos de ese punto de vista ya que en el presente
estudio observamos respuestas de anticuerpos IgE anti-a-caseinas facilmente detectables por ELISA

después de la administracion oral de estas proteinas con sucralfato (figura 11).
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Figura 11. Sensibilizacién de ratones BALBI/c a a-caseinas bovinas por la via oral y con
sucralfato. a) Ratones sensibilizados con 0.2 mg de a-caseinas; b) ratones sensibilizados
con 2.5 mg de a-caseinas. Se detectaron en suero los anticuerpos IgE anti-a-caseinas. Se
pegaron 20 ug de antigeno por pozo en la microplaca. Las muestras de suero de los ratones
en estudio se obtuvieron después de tres (circulos cerrados) y cinco (circulos abiertos)
administraciones de a-caseinas con sucralfato (2 mg). Las muestras fueron diluidas 1:10 con
suero fetal bovino al 10% para su analisis. Se muestran los resultados individuales de 6
ratones por grupo evaluados por triplicado después de sustraer el fondo de reaccion. Se
consider6 como fondo de reaccion la absorbancia obtenida del analisis de las muestras
preinmune. No se detectaron respuestas positivas en los animales que recibieron PBS +
sucralfato o solamente PBS.
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3. Sensibilizacion ip a a-caseinas libre de adyuvantes

A diferencia de la ruta oral, la sensibilizacion ip no presenta los inconvenientes de la capacidad
tolerogénica del sistema inmune de mucosas. Su desventaja es que los animales de estudio no son
sensibilizados por la via tipica de sensibilizacién y no es posible evaluar el efecto de las matrices
alimentarias, las cuales podrian jugar un papel importante en la sensibilizacion y respuesta alérgica a
los alimentos (van Wijk y col, 2005; Wavrin y col, 2015). Sin embargo, no se contaba con un modelo
de sensibilizacién ip a caseinas bovinas que fuera libre de adyuvantes, sin importar la via de
administracion del antigeno (Liu y col, 2016). Asi, se evaluaron dos protocolos de sensibilizacion los
cuales difieren en el numero de inmunizaciones, pero que han mostrado ser efectivos al menos para
sensibilizar a OVA (Dearman y col, 2013; Chen y col, 2013). Los resultados muestran que un protocolo
de 28 dias con 5 inmunizaciones es apropiado para sensibilizar a caseinas y sin la ayuda de
adyuvantes ratones de la cepa BALB/c (figura 12). De las 3 concentraciones evaluadas, dos de ellas
(0.05 y 0.025 mg) fueron éptimas para inducir respuestas reproducibles de anticuerpos utilizando el
protoclo de 28 dias (figura 12). Estas respuestas fueron significativas comparadas a cualquiera de las

respuestas de IgE anti-a-caseinas desencadenadas utilizando el protocolo de 14 dias (P < 0.01y P <

0.001) (figura 12). Aunque no se observaron respuestas de anticuerpos IgE anti-a-caseinas en 4 (0.05
mg) y 3 (0.025 mg) de los animales imunizados con el protocolo de 14 dias (figura 12), estas
respuestas no pueden descartarse por completo ya que la competencia con la IgG por los epitopes
podria enmascarar la respuesta de anticuerpos IgE (Birminghamy col, 2003; Adel-Patient y col, 2005).
Ademas, solo si se presenta una respuesta negativa de anticuerpos IgE en la presencia de una buena
respuesta de anticuerpos IgG se podria considerar una verdadera falta de anticuepos IgE (Dearman
y col, 2007; Dearman y col, 2009). Lo anterior significaria que el sistema inmune del animal es capaz
de reconocer como extrafia a la proteina de prueba y que la exposicion a esta ha sido lo

suficientemente efectiva para desencadenar una respuesta inmune (presencia de anticuerpos 1gG).
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Figura 12. Evaluacién de dos protocolos para sensibilizar ip y sin adyuvantes a a-
caseinas ratones BALB/c. Los ratones fueron inmunizados en dos (protocolo de 14 dias) y
cinco ocasiones (protocolo de 28 dias) con las concentraciones indicadas de a-caseinas. Se
detectaron en suero los anticuerpos IgE anti-a-caseinas. Se pegaron 20 g de antigeno por
pozo en la microplaca. Las muestras de suero de los ratones en estudio fueron diluidas 1:10
con suero fetal bovino al 10%. Se incluyeron 6 ratones por grupo. Cada punto representa un
animal y el promedio de evaluaciones por triplicado después de sustraer el fondo de reaccion.
Se consideré como fondo de reaccion la absorbancia obtenida del anélisis de las muestras
preinmune. * P <0.05, ** P < 0.01, ** P < 0.001 por la prueba de Kruskal-Wallis.

Tomando en cuenta lo anterior, las muestras de suero de los ratones inmunizados en dos ocasiones
(protocolo de 14 dias) fueron tratadas para reducirles la IgG total y posteriormente evaluarlas por
ELISA para la deteccion de anticuerpos IgE anti-a-caseinas. Para mostrar el posible
enmascaramiento de IgE anti-a-caseinas por la 19G, se evaluaron las muestras de suero de los
ratones inmunizados en 5 ocasiénes con 0.05 mg de a-caseinas. Ademas, se recupero la 1gG total

que fue retirada de las muestras de suero y de estas muestras se detect6é por ELISA la IgG anti-a.-
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caseinas. Como se observa en la figura 13, la inmunoreactividad de la IgE anti-a-caseinas fue
incrementada después de reducir la cantidad de IgG total lo cual pone de manifiesto el
enmascaramiento de la respuesta de anticuerpos IgE por competencia de epitopes con la IgG.
Tambien se observa que al menos dos de los sueros de los ratones inmunizados con 0.05 0 0.025 mg
de a-caseinas permanecieron con niveles indetectables de IgE anti-a-caseinas despues de reducir la
IgG total. Esto ultimo pone de manifiesto que es muy poco probable que la falta de inmunoreactividad
de anticuerpos IgE anti-a-caseinas en el suero de algunos ratones inmunizados se deba a resultados

falsos negativos.
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Figura 13. Evaluacion de la disminucién de la lgG total sobre la respuesta de anticuerpos
IgE anti-a-caseinas en muestras de suero obtenidas de ratones inmunizados ip. Los ratones
fueron inmunizados en dos (protocolo de 14 dias) y cinco ocasiones (protocolo de 28 dias) con las
concentraciones indicadas de a-caseinas. Se detectaron en suero los anticuerpos IgE anti-a-
caseinas. Se pegaron 20 ug de antigeno por pozo en la microplaca. Las muestras de suero de los
ratones en estudio fueron diluidas 1:10 con suero fetal bovino al 10%. Se incluyeron 5 ratones por
grupo. Cada punto representa un animal y el promedio de evaluaciones por triplicado después de
sustraer el fondo de reaccion. Se considerd como fondo de reaccion la absorbancia obtenida del
analisis de una muestra preinmune. Para fines demostrativos, los datos mostrados en circulos
cerrados (antes) se retomaron de la figura 12.
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La figura 14 muestra la inmunoreactividad de anticuerpos IgG anti-a-caseinas presentes en la IgG
total que fue retirada de las muestras de suero de los ratones sensibilizados con 0.05 mg de a-
caseinas de acuerdo al protocolo de 28 dias. Como ha sido comentado por otros autores (Ladics y
col, 2010), los resultados muestran que el nimero y frecuencia de las aplicaciones ip del alérgeno son
criticas para lograr la sensibilizacion reproducible a proteinas. Asi, se mostrd que es posible
sensibilizar de forma reproducible y sin adyuvantes ratones de la cepa BALB/c y que para esto es
requerido un esquema de inmunizacién que preferencialmente involucre la admministracion del

antigeno en mas de dos ocasiones.
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Figura 14. Evaluacion de anticuerpos IgG anti-a-caseinas recuperados de muestras de
suero tratadas para disminuir la IgG total. Las muestras fueron obtenidas de ratones
inmunizados ip en cinco ocasiones (protocolo de 28 dias) con 0.05 mg de a-caseinas. Se pegaron
20 pg de antigeno por pozo en la microplaca. Las muestras de suero de los ratones en estudio
fueron diluidas 1:100 con suero fetal bovino al 10%. Se reportan los resultados de evaluaciones
individuales por triplicado después de sustraer el fondo de reaccion. Se consideré como fondo de
reaccion la absorbancia obtenida del analisis de una muestra preinmune.

Para mostrar la actividad biologica de la IgE anti-caseinas producida tras la sensibilizacién ip, se
realizd un reto intradérmico y un reto oral a los animéles. Como se muestra en la figura 15, los animales
sensibilizados a caseinas no desarrollaron una respuesta cutanea alérgica aguda (figura 15a) mientras
que animales sensibilizados con OVA (control positivo) si lo hicieron (figura 15b, 15¢ y 15d).

Alternativamente, se practico un reto oral con 2.5 mg de caseinas y 30 min después se tomaron
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muestras de sangre para medir mMCP-1 en suero como un indicador de la degranulacion de
mastocitos. Sin embargo, solo se detectaron niveles basales de mMCP en los animales retados con
a-caseinas (comparado con los controles no sensibilizados). Los mecanismos precisos que subyacen
a este fendmeno (falta de respuesta alérgica cuando existe sensibilizacion) no son conocidos y estan
fuera del alcance de la presente tesis, pero se ha reportado que la presencia de IgE evaluada in vitro
no presenta una correlacion absoluta con los sintomas de alergia (Poulsen y col, 2006; McClain y
Bannon, 2006). De hecho, en estudios poblacionales de prevalencia de alergia alimentaria es comun
encontrar un mayor numero de sujetos sensibilizados que de sujetos con alergia alimentaria clinica
(Nwaru y col, 2013). A pesar de la falta de respuesta alérgica, el modelo murino de sensibilizaciéon ip
a a-caseinas libre de adyuvantes aqui mostrado nos permite evaluar los potenciales de sensibilizacién

y sensibilizacion residual de las caseinas tratadas térmicamente.

Motivados por la posibilidad de desarrollar un modelo de alergia oral a caseinas se desarrollo un
segundo protocolo, pero esta vez se utilizé una sola concentacion de caseinas (0.2 mg) y tres
diferentes dosis de sucralfato (2.0, 4.0, y 6.0 mg). Sin embargo, no se observaron respuestas de
anticuerpos IgE anti-a-caseinas. Esta falta de respuesta puede atribuirse a que el provedor de la dieta
de los animales cambi¢ la formulacién de esta e incluyé proteina de suero de leche como ingrediente.
Aunque las caseinas no forman parte de las proteinas del suero de leche, no se descarta que el suero
de leche contenga caseinas. De hecho, utilizando anticuerpos policlonales obtenidos tras la
inmunizacion ip de ratones BALB/c con a-caseinas adsorbidas a 2 mg de Alum se mostré que la
fraccion proteica de la dieta utilizada era reconocida por los anticuerpos presentes en el suero de los
ratones inmunizados y esto fue significativo comparado con las muestras preinmune utilizando ya sea

20 ug (P <0.01) 0 40 ug (P < 0.05) de proteina de la dieta como antigeno (figuras 16a y 16b).
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Figura 15. Reto intradérmico con a-caseinas u OVA y evaluacion de anticuerpos IgE anti-
OVA. a) Ratones inmunizados ip en 5 ocasiones con 0.05 mg de a-caseinas (protocolo de 28
dias) y retados intradérmicamente en la zona del peritoneo con 10 ug de a-caseinas en 10 pL de
PBS (lado izquierdo de la fotografia). El lado derecho se utilizd como control negativo y solo se
administraron 10 uL de PBS. b) Ratones inmunizados ip en 5 ocasiones con 0.05 mg de OVA
(protocolo de 28 dias) y retados en el peritoneo con 10 ug de OVA en 10 uL de PBS. ¢) Ratones
no inmunizados retados en el peritoneo con 10 yg de OVA en 10 L de PBS. d) Evaluacion de
anticuerpos IgE anti-OVA. Las muestras fueron obtenidas de los ratones que se muestran en la
seccion b) de esta figura. Se pegaron 20 ug de antigeno por pozo en la microplaca. Las muestras
de suero de los ratones en estudio fueron diluidas 1:10 con suero fetal bovino al 10%. Se reportan
los resultados de ratones individuales evaluados por triplicado después de sustraer el fondo de
reaccion. Se considerd como fondo de reaccion la absorbancia obtenida del andlisis de las
muestras preinmune.
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Figura 16. Inmunoreactividad de anticuerpos IgG obtenidos de ratones inmunizados
con o-caseinas contra las proteinas de la dieta de los animales que no respondieron a
la sensibilizacién oral con sucralfato. a) y b); reaccion de ELISA desarrollada utilizando
como antigeno 20 ug y 40 pg de proteina respectivamente. Las muestras de suero inmune
fueron obtenidas de ratones inmunizados ip en dos ocasiones con 25 pg de a-caseinas
adsorbidas a 2 mg de Alum. Las muestras de suero de los ratones en estudio fueron diluidas
1:500 con suero fetal bovino al 10%. La reaccién se detuvo a los 5 min. Cada punto
representa el resultado de un animal evaluado por triplicado. * P < 0.05, ** P < 0.01 por la
prueba de Mann Whitney.

D. EVALUACION DE LOS POTENCIALES DE SENSIBILIZACION Y DE SENSIBILIZACION
RESIDUAL DE o-CASEINAS TRATADAS TERMICAMENTE

El potencial de sensibilizacién se puede definir como la capacidad de un material para sensibilizar y si
se demuestra que la IgE producida es biologicamente activa, es decir, se confirman las reacciones
alérgicas, entonces se define como potencial alergénico (Verhoeckx y col, 2015). La evaluacion de
estos potenciales puede realizarse mediante la administracion ip del alérgeno (Dearman y col, 2014)
y es conveniente sobre todo cuando no es posible sensibilizar sin adyuvantes por la via oral.
Actualmente este modelo no es utilizado para predecir el riesgo de que una persona sensibilizada
vaya a desencadenar la respuesta alérgica, si no que esta disefiado para comparar la capacidad de

sensibilizacion de proteinas alergénicas en diferentes condiciones (Ladics y col, 2014).
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Como se muestra en la figura 17, las a-caseinas tratadas térmicamente a 140 °C por 30 min
incrementaron significativamente su potencial de sensibilizacion con respecto a las a-caseinas nativas
(P < 0.05). En cuanto a las a-caseinas tratadas térmicamente por 60 min, estas mostraron una
tendencia a incrementar su potencial de sensibilizacion, pero tal incremento en la inmunoreactividad
no fue significativo con respecto a las a-caseinas nativas (P > 0.05) (figura 17). Como se esperaba,
la inmunizaciéon con proteina de papa no desencadend una respuesta medible por ELISA de
anticuerpos IgE, pero la respuesta de anticuerpos IgG fue facilmente medible. De hecho, la
inmunoreactividad de los anticuerpos IgG anti-proteina de papa desarrollaron densidades Opticas a
450 nm entre 2.0 y 3.2 unidades por ELISA. La OVA es un alérgeno potente bien reconocido y mostrd
un potencial de sensibilizacion mayor al de todas las proteinas probadas, aunque este potencial no
mostr6 una diferencia significativa con respecto al potencial de sensibilizacién desarrollado por las a-
caseinas tratadas térmicamente por 30 min a 140 °C (P < 0.05) (figura 17). Esto ultimo destaca la
magnitud del incremento del potencial de sensibilizacion que puede alcanzarse con el tratamiento

térmico en seco de las o.-caseinas.

Los mecanismos precisos que conducen a un incremento en el potencial de sensibilizacién cuando
las a-caseinas son tratadas térmicamente por 30 min a 140 °C y luego este se reduce casi a niveles
del potencial de sensibilizacion de las a-caseinas nativas tras un calentamiento mas prolongado estan
fuera del alcance de la presente tesis. Debido a la alta perdida de solubilidad de las a-caseinas
tratadas térmicamente, la agregacion podria ser un evento que ocurrié durante el calentamento térmico
en seco de las a-caseinas. Este evento, el cual es inducido por la formacién de puentes disulfuro
intermoleculares, ha mostrado ser efectivo para reducir el potencial alergénico de la B-lactoglobulina
(Thomas y col, 2007), pero nuestros resultados indican que esto no ocurre para las a-caseinas. En
cuanto al hecho de algunos pacientes alérgicos pueden tolerar la leche extensivamente calentada
(Nowak y col, 2008; Kim y col, 2011), esto puede atribuirse a las interacciones de las proteinas
alergénicas de la leche con otros componentes de la matriz alimentaria tales como interacciones
amino&cidos/azucares (reacciones de Maillard) o interacciones de las caseinas con otras proteinas,

por mencionar algunos.
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En base a los resultados presentados anteriormente, podria plantearse la siguiente pregunta ;es
posible que el calentamiento de las a-caseinas a mayores temperaturas o por mas de 60 min reduzca
su potencial de sensibilizacion? Por ahora es dificil abordar experimentalmente esta pregunta
basandose en la respuesta inmune de anticuerpos evaluada mediante ensayos in vivo debido en gran
parte a la perdida excesiva de la solubilidad de la proteina, lo cual compromete sustancialmente la
administracion del antigeno. Alternativamente, la evaluacién del potencial de sensibilizacion y/o
alergenicidad residual es un parametro que refleja la inmunoreactividad (in vitro o in vivo) de un
organismo sensibilizado a un alérgeno modificado, cuando dicho alérgeno dio origen a la
sensibilizacion en su estado nativo (van Esch y col, 2011; van Esch y col, 2013). A diferencia del
potencial de sensibilizacion, este parametro indica la capacidad de los anticuerpos IgE producidos por
los ratones sensibilizados con o-caseinas nativas para reconocer las o-caseinas tratadas

térmicamente.
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Figura 17. Evaluacién de los potenciales de sensibilizacion de o-caseinas tratadas
térmicamente. Las muestras fueron obtenidas de ratones inmunizados ip en cinco ocasiones
(protocolo de 28 dias) con 0.05 mg de a-caseinas. Se pegaron 20 g de antigeno por pozo en la
microplaca. Las muestras de suero de los ratones en estudio fueron diluidas 1:10 con suero fetal
bovino al 10%. Cada punto representa el resultado de un animal evaluado por triplicado después
de sustraer el fondo de reaccion. Se consideré como fondo de reaccion la absorbancia obtenida
del analisis de las muestras preinmune. Caseina; a-caseinas nativas, TT30 y TT60; a-caseinas
tratadas térmicamente por 30 y 60 min respectivamente. * P < 0.05, ** P < 0.05, *** P < 0.001 por
la prueba de Kruskal-Wallis.
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Como se muestra en la figura 18a, los anticuerpos IgE en el suero de los ratones sensibilizados con
a-caseinas nativas reconocieron con mayor inmunoreactividad a la a-caseina tratada térmicamente
por 30 min que a la a-caseina en su estado nativo (P < 0.05). De igual forma, aunque las a.-caseinas
tratadas térmicamente por 60 min no incrementaron significativamente su potencial de sensibilizacion
comparado a las a-caseinas nativas (P > 0.05) (figura 17), el suero de los ratones sensibilizados con
a-caseinas nativas mostré mayor inmunoreactividad a las o-caseinas tratadas térmicamente por 60
min que a las a-caseinas en condiciones nativas (P < 0.05) (figura 18b). Asi, debido a la afinidad
incrementada de los anticuerpos IgE anti-ai-caseina nativa por las a-caseinas tratadas térmica mente,
la administracion de estas Ultimas a organismos previamente sensibilizados a a-caseinas nativas no

es conveniente.

Ciertamente, en este punto de la presente tesis quedaba rechazada la segunda hipotesis planteada
“es posible que un principio combinado basado en la administracion oral de probiéticos y el tratamiento
térmico de proteinas es una alternativa efectiva para controlar o prevenir la respuesta inmune
alérgica a caseinas debido a un potencial de sensibilizacién reducido de las caseinas tratadas
térmicamente y a una despolarizacion de la respuesta alérgica e induccion de células T reguladoras”.
Sin embargo, los resultados obtenidos representan un avance considerable en la carrera por
desarrollar un modelo murino de alergia apto para evaluar la alergenicidad de las proteinas de la leche
bovina en diferentes condiciones, lo cual permitiria evaluar estrategias dirigidas a prevenir o tratar la

alergia a este alimento.
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Figura 18. Evaluacion de los potenciales de sensibilizacion residual de o-caseinas
tratadas térmicamente. a) y b) potenciales de sensibilizacion de o-caseinas tratadas
térmicamente por 30 o 60 min a 140 °C respectivamente. Las muestras fueron obtenidas de
ratones inmunizados ip en cinco ocasiones (protocolo de 28 dias) con 0.05 mg de a-caseinas.
Se pegaron 20 ug de antigeno por pozo en la microplaca. Las muestras de suero de los ratones
en estudio fueron diluidas 1:10 con suero fetal bovino al 10%. Cada punto representa el
resultado de un animal evaluado por triplicado después de sustraer el fondo de reaccion. Se
consideré como fondo de reaccion la absorbancia obtenida del andlisis de las muestras
preinmune. Ninguno; grupos a los que solo se les administré PBS, caseina; a-caseinas nativas,
TT30 y TT60; a-caseinas tratadas térmicamente por 30 o TT60 min respectivamente. * P < 0.05,
*P<0.01," P<0.001 por la prueba de Kruskal-Wallis.
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E. EVALUACION DE LA SUPLEMENTACION CON PROBIOTICOS SOBRE LA RESPUESTA
INMUNE ALERGICA A CASEINAS CON POTENCIAL DE SENSIBILIZACION REDUCIDO EN
RATONES BALB/c SENSIBILIZADOS CON o-CASEINAS NATIVAS.

El tratamiento térmico de a-caseinas incremento su potencial de sensibilizacion y de sensibilizacion
residual terminando asi con la posibilidad de promover tolerancia inmunologica adquirida en
organismos previamente sensibilizados con a-caseinas nativas y suplementados con probidticos.
Para fines de la presente tesis se adquirio el probidtico VSL#3 comercialmente disponible, el cual
consta de una mezcla de microorganismos Gram positivos. La viabilidad de los probiéticos adquiridos
se confirmé cultivandolos en agar MRS selectivo para lactobacilos (figura 19a) y en medio de cultivo
no selectivo como el agar tripticasa de soya (figura 19b). Para propdsitos de despolarizar la respuesta
alérgica en ratones, usualmente 7.5 X 108 microorganismos son administrados por la via oral a los
animales de estudio y se deben realizar suplementaciones diarias por periodos de al menos 20 dias
(Schiavi y col, 2010; Barletta y col, 2013). Otros esquemas de suplementacion menos exaustivos no
han sido evaluados en el modelo del raton. Como se muestra en las figuras 19c y 19d, la biota normal
del ratén es rica en lactobacilos y al menos in vitro, tanto los lactobacilos recuperados de las heces de
los animales como la biota recuperada directamente de la parte apical del yeyuno no afectan el
desarrollo de la mezcla de microorganismos probidticos contenidos en el VSL#3. Asi, es probable que
esquemas de suplementacion con VSL#3 menos exaustivos puedan tener un efecto sobre la

despolarizacién de la respuesta alérgica a las proteinas de los alimentos.

Figura 19. Cultivo de probiéticos. a) Lactobacilos contenidos en el probiético
VSL#3 cultivados en el medio selectivo MRS, b) microorganismos contenidos en el
probiético VSL#3 cultivados en agar TSA, c) lactobacilos de muestras de heces de
ratones BALB/c cultivados en medio MRS (1 mg de heces se homogenizaron en 1
mL de solucién salina), d) prueba de reto de cremiento entre la microbiota
duodenal general y solo los lactobacilos de los ratones (lado izquierdo y derecho
de la imagen respectivamente) vs los probiéticos contenidos en el VSL#3
(diferentes diluciones) en medio TSA. Se tomaron colonias de la biota duodenal de
los raténes cultivadas en medio MRS o TSA por 24 h (lineas horizontales) y se
retaron con diferentes diluciones de los probiéticos contenidos en el VSL#3. En a)
y b), para el cultivo se tomaron 20 uL de una suspensién de microorganismos
diluida 1:10,000 partiendo de una soluciéon madre de una capsula de VSL#3 en 10
mL de solucién salina fisioldgica. En c), para el cultivo se tomaron 20 pL de la parte
suerior de la suspension de heces. MRS; Agar para lactobacilos, TSA; agar
tripticasa de soya.

72



IX CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que la tasa de prevalencia de alergia persistente a la leche bovina
reportada por los padres en la poblacion escolar de Culiacan, Sinaloa es de 0.29%. Los resultados
también muestran que este trastorno inmunoldgico desencadena reacciones alérgicas severas en la
poblacién estudiada y que los individuos afectados no cuentan con el tratamiento de emergencia
adecuado para evitar el choque anafilactico. Esto pone de manifiesto la necesidad de desarrollar
estrategias dirigidas a promover la acquisicién de tolerancia inmunolégica a las proteinas de la leche
bovina en los individuos alérgicos a este alimento. En este contexto, se implementd un modelo murino
de sensibilizacion libre de adyuvantes a a-caseinas bovinas. Este modelo es apto para comparar la
capacidad de sensibilizacién de las proteinas alergénicas de la leche en diferentes condiciones.
Utilizando este modelo fue posible evaluar el potencial de sensibilizacion de a-caseinas bovinas
tratadas térmicamente. Desafortunadamente, el potencial de sensibilizacion de las a-caseinas
tratadas no solo no disminuy, sino que se vio incrementado con respecto a las caseinas nativas. En
general, el presente trabajo sienta las bases para evaluar diferentes estrategias dirigidas a disminuir
el potencial de sensibilizacién de las proteinas de la leche bovina o para evaluar el impacto de

procesos biotecnoldgicos que involucren este tipo de proteinas.
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