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RESUMEN

Antecedentes: la superficie mucosa intestinal y las estructuras linfaticas auxiliares forman parte del tejido linfatico asociado al
intestino (GALT); una de sus propiedades es la induccion de una respuesta supresora (tolerancia oral). La alteracion de estos
mecanismos puede conducir a fenédmenos de alergia alimentaria.

Objetivo: evaluar las modificaciones histopatolégicas e inmunohistoquimicas de la mucosa del intestino delgado en un modelo
animal de alergia alimentaria inducida.

Métodos: se sensibilizé con ovoalbumina por via subcutanea a un grupo de conejos neozelandeses mediante dos dosis sucesi-
vas, con una diferencia de 15 dias, para luego ser desafiados por via oral con el mismo antigeno 30 dias después de la primera
sensibilizacion. La identificacion de las poblaciones celulares linfaticas y células anexas que infiltran la mucosa del ileon se
obtuvo mediante histoquimica e inmunohistoquimica.

Resultados: en la mucosa intestinal de los animales sensibilizados se observé aumento en el nimero de eosindfilos y de IgE
especifica, junto con disminucién en el nimero de células cebadas. En los conejos sensibilizados no retados se incremento la
cantidad de células CD25+.

Conclusiones: en este modelo animal para el estudio de la alergia alimentaria la sensibilizacion y el reto posterior con ovoal-
bumina inducen la generacion de IgE especifica, respuesta inflamatoria anafilactica, modifica el nimero de células estudiadas
y la estructura mucosa intestinal.
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ABSTRACT

Background: Gut-associated lymphoid tissue (GALT) is mainly formed by the gut mucosa and associated lymphatic structures
that under normal conditions induces hyporesponsiveness, a phenomenon termed oral tolerance. However, the potential brakeup
of oral tolerance could otherwise lead to disorders such as food allergy.

Objectives: The aim of the study is to characterise the histopathological and immunohistochemical modifications in intestinal gut
mucosa in an animal model of food allergy.

Methods: New Zealand rabbits were subcutaneously sensitized twice with ovalbumin (OVA), on day 30 after first sensitization,
animals were oral challenged with the same antigen. Lymphatic cell population and accessory cells from gut mucosa were studied
by conventional histology, histochemistry and immunohistochemistry.

Results: An important increase in number of eosinophils were observed in sensitized and challenged group as well as CD25+
cells increase in sensitized animals without challenge.

Conclusions: Data obtained demonstrated that subcutaneous sensitization and challenge with OVAinduced generation of specific
IgE antibodies and an anaphylactic inflammatory response. This pattern induced quantitative modifications in studied cells and
structural changes in mucosa like oedema at intestinal villi in sensitized and challenged rabbits in this animal model of food allergy.
Key words: Ovoalbumin, Food allergy, Rabbit, Sensitization, Oral challenge.
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a alergia alimentaria es una alteracion

del equilibrio homeostasico del sistema

inmunitario de las estructuras del aparato

gastrointestinal: el tejido linfatico asociado al
intestino (GALT). La alergia alimentaria es un problema
creciente de salud ptblica,? con una prevalencia en la
poblacion general entre 2 a 10%,* que se ha incremen-
tado de 1997 a 2007 en 18%.*

Lo normal es que los alimentos se procesen en el
intestino y que las moléculas absorbidas ingresen a la
célula o al espacio paracelular en forma intacta, con
el potencial antigénico indemne.’”’” Muchas de esas
moléculas antigénicas son capturadas y procesadas en
los ganglios linfaticos mesentéricos, donde inician la
respuesta inmunitaria por activacion linfocitaria.®? A
su vez, los linfocitos activados migran por via linfatica
y, posteriormente, sanguinea, se ubican en la lamina
propia, las placas de Peyer del intestino o en el tejido
linfatico asociado con mucosas. En esas localizaciones
proliferan los linfocitos y se diferencian en linfocitos T
efectores o en células plasmaticas productoras de IgE
especifica,'’ que se une a sus receptores membranales
en mastocitos y basofilos.

Un nuevo contacto del antigeno via intestinal,
mediante mastocitos sensibilizados, desencadena una
reaccion inflamatoria alérgica aguda local.!'> Esta reac-
cion causa modificaciones cualitativas de la mucosa y
cuantitativas de las poblaciones celulares.'!3
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Esta informacion ha surgido de modelos de inves-
tigacion en animales que ha permitido conocer mejor
los fenomenos inmunolégicos del tubo digestivo, que
involucran procesos de hiperreactividad y de tolerancia
alimentaria.

El conejo, mamifero lagomorfo, tiene una homologia
génica con el humano'¢ y se ha utilizado como modelo
en estudios de inmunidad intestinal: transporte hepato-
biliar de IgA-secretora!” y reactividad celular contra
infecciones virales (rotavirus),'® Vibrio cholerae,'?°
Salmonella,?' Shigella,” y Escherichia coli.

El objetivo de este trabajo es evaluar algunos fenéme-
nos del tejido linfoide asociados con el intestino (GALT)
en un modelo animal de alergia alimentaria.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 40 conejos neozelandeses adultos jovenes,
en condiciones normales de bioterio, alimentados con un
producto balanceado comercial, con alimento y bebida
ad-libitum. Los conejos se dividieron en cuatro grupos
de 10 animales cada uno.

Grupo 1: control normal no sensibilizado; grupo 2,
sensibilizado con ovoalbumina adminstrada por via
subcutanea; grupo 3, sensibilizado con ovoalbumina
via subcutanea y desafiado con solucion amortiguadora
salino-fosfato (PBS), grupo 4: sensibilizado con ovoal-
bumina por via subcutanea y desafiado con ovoalbimina
por via oral.

Sensibilizacion

Los congejos de los grupos 2, 3 y 4 se sensibilizaron por
via subcutanea dos veces, con intervalo de 15 dias. Se les
aplicaron 2 mL de una solucién de 70 ug de ovoalbumina
y 30 mg de hidréxido de aluminio/mL.?

Determinacion de la sensibilizaciéon

Los titulos de IgE especifica sérica anti-ovoalbiimina de
los conejos sensibilizados se determinaron mediante la
prueba de anafilaxia cutanea pasiva (PCA) 2% en ratas
Wistar de ocho semanas. Se les inyectaron, por via sub-
cutanea, 0.05 mL de suero de conejo sensibilizado en
diluciones de 1:40, 1:80, 1:160 y 1:320, en cuatro lugares
distintos en la parte posterior del térax. Como control se
administrd suero de conejo no sensibilizado. Después de
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48 horas se les inyecto a las ratas 1 mg de ovoalbumina
por via endovenosa en 0.05 mL de PBS con azul de
Evans al 1% y se sacrificaron 10 minutos después. Se
consideraron positivas las diluciones que provocaron
maculas azuladas de 5 mm o mas de didmetro.

Reto con ovoalbumina
Los conejos del grupo 4 se retaron 15 después de la
ultima sensibilizacion y con 48 h de ayuno. El reto se
efectud mediante la instilacion, por sonda intragastrica,
de 150 mg de ovoalbumina en 10 mL de PBS.'* Los
congjos del grupo 3 sélo se retaron con PBS.

Todos los animales se sacrificaron por sobredosis de
éter sulfurico.

Muestras y fijacion de tejidos

Las muestras para inmunohistoquimica se sumergieron
en medio liquido y se congelaron en nitrégeno liquido.
Se almacenaron a -20°C y se hicieron cinco cortes de
8 um con cridstomo. Para el analisis de mastocitos, las
muestras se fijaron en Carnoy, y para otros analisis de
histologia convencional e histoquimica se fijaron en
formol neutro al 10%.

Anticuerpos monoclonales

Se utilizaron anticuerpos monoclonales de raton
anti-conejo CD4: (KEN-4, BALB/c 1gG2a, Biosour-
ce, Camarillo, CA, USA) para identificar linfocitos T
CD4%; anti-conejo CD5 (KEN-5, BALB/C 1gGl), y
anti-conejo CD25 (KEI-alfa 1, BALB/C IgG2b) para
identificar linfocitos T totales maduros y células acti-
vadas, respectivamente (Pharmingen, San Diego, CA).”’
Para la inmunotincidn de las células positivas se utilizo
Histostain Kit, (Zymed, South San Francisco, CA).

Inmunohistoquimica

Los cortes por congelacion de intestino, fijados en
alcohol al 100%, se incubaron con suero al 2% de
conejos no sensibilizados, en solucion amortiguadora
TRIS salina (TBS) para evitar tinciones inespecificas.
Después se incubaron durante 60 minutos a 37°C con
los anticuerpos monoclonales mencionados. Como
control positivo se emplearon cortes de timo de conejo
y como control negativo anticuerpos IgG1 e IgG2 de
raton (Zymed).

Histoquimica

Para la deteccion de mastocitos, las muestras fijadas en
Carnoy se sumergieron en una solucion de acido clor-
hidrico 1 M y, enseguida, se incubaron con alcian blue
al 1% en acido clorhidrico a pH<1 y se lavaron con la
solucidn precitada previo a su deshidratacion y montaje
en laminillas.'>!*

Cuantificacién de células

Las células se contaron en 20 campos de 400x por
muestra y se expresaron como la media aritmética por
campo microscopico.

Analisis estadistico
Los resultados se expresaron en forma de promedios y
errores estandar. La comparacion entre las variables para
los distintos grupos de estudio se efectué por medio del
analisis de variancia. Cuando no se cumplieron los pa-
rametros de homogeneidad de variancias y distribucion
normal de la variable, las comparaciones se realizaron
aplicando la prueba de Kruskal-Wallis o la prueba U de
Mann-Whitney. Se considero6 estadisticamente signifi-
cativo un valor de p<0.05.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Rosario.

RESULTADOS

Los sueros de los conejos sensibilizados a la ovoalbu-
mina fueron positivos en la prueba de PCA a diluciones
de 1:160, lo que sugiere concentraciones altas de IgE
especifica anti-ovoalbumina. La prueba fue negativa
en el grupo al que no se administré6 ovoalbumina. La
aplicacion de ésta por via oral produjo una reaccion
inflamatoria local en la mucosa del intestino delgado.
En las muestras histologicas también se observo intenso
edema en forma de parches, con ensanchamiento de la
lamina propia, dilatacion de los capilares linfaticos e
infiltrado de eosinofilos en cumulos préximos al epitelio
intestinal en los animales desafiados con ovoalbumina
por via oral (Figuras 1 y 2). En la Figura 3 puede dis-
tinguirse la disminucion en el nimero de mastocitos en
los conejos sensibilizados con ovoalbiimina y desafiados
con el mismo antigeno por via oral. Los resultados de
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Figura 1. Cortes histolégicos de intestino de conejo. a) Vellosi-
dades intestinales sin alteraciones histopatolégicas en conejo
control. b) Vellosidades intestinales con edema principalmente
en lamina propia (separacion entre las células de lamina propia
y de las células epiteliales) en conejo sensibilizado a OVA via
subcutanea y desafiado con OVAvia oral. La flecha indica una lin-
fangiectasia (Tincién con Hematoxilina y Eosina, 400 aumentos).

Figura 2. Eosindfilos en intestino de conejo sensibilizado a OVA
via subcutanea y desafiado con OVA por via oral. a) Eosinéfilos
en mucosa intestinal de ileon. b) Abundante infiltracion de eosi-
noéfilos. Las flechas sefialan los finos granulos citoplasmaticos
correspondientes a eosindfilos. Tincion Cromotropo IIR, 400
aumentos.

Figura 3. Mastocitos en intestino delgado de conejo. a) La fle-
cha identifica mastocitos en mucosa de conejo sin sensibilizar
e instilado con PBS por via oral. b) Escasos mastocitos en
lamina propia conejo sensibilizado a OVA por via subcutanea y
desafiado con OVA por via oral. Tincién Alcian blue a pH bajo,
400 aumentos.

Figura 4. Células CD25 positivas en intestino de conejo sensibi-
lizado a OVA por via subcutanea e instilado con PBS via oral. a)
Células CD25+ en ileon (400 aumentos). b) Células CD25+ en
lamina propia (100 aumentos). La flechas sefalan a las células
CD25+ distribuidas en cimulos mucosos subepiteliales. Tincion
con Avidina-biotina y peroxidasa.

las observaciones de eosindfilos muestran un incremento
estadisticamente significativo en el grupo 4 comparado
con el grupo de animales sensibilizados ya sea instilados
con PBS o sin instilar (Figura 5). Se observé lo contrario
en el numero de mastocitos, que disminuyeron en forma
significativa (£<0,001) en el grupo 4 con respecto a las
muestras histoldgicas de los otros grupos de estudio
(Figura 6). Por lo que se refiere a la cantidad de las
células CD25 positivas en las muestras histologicas,
solo se observo un incremento significativo en el grupo
de conejos sensibilizados con ovoalbimina por via
subcutdnea, pero sin instilar con PBS o sin desafiar con
ovoalbumina por via oral (Figura 7). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en la cuantificacion
de las poblaciones celulares CD4 y CD5 positivas entre
los distintos grupos estudiados.

DISCUSION

La ovoalbumina es un antigeno soluble que administrado
en forma subcutanea en conjuncion con hidroxido de
aluminio, induce inflamacion leve con infiltracidon de
eosinofilos, hecho que favorece respuestas tipo Th2
con la consiguiente produccion de IgE-especifica.?s%
El desafio posterior en individuos sensibilizados con
el antigeno ovoalbiimina origina una respuesta alérgica
anafilactica en el 6rgano digestivo retado a desafio.*
En nuestro modelo de estudio se lograron generar
concentraciones de IgE anti-ovoalbumina en los grupos
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Figura 5. Eosinéfilos cromotropo IIR positivos en lamina
propia de ileon. Cada barra representa la media y error estandar
del numero de eosindfilos positivos cada 10 unidades cripto-
vellositarias. # = P<0,001; n = 10.

sensibilizados por via subcutanea, lo que se evidencid
mediante la prueba de anafilaxia cutanea pasiva.’!

En los animales sensibilizados por via subcutanea con
ovoalbumina y desafiados por via oral con el mismo an-
tigeno, se observo abundante infiltracion de eosinofilos
en la mucosa vellositaria y disminucion en el nimero
de mastocitos con granulos en la mucosa del intestino
delgado."™!S En su superficie, los mastocitos poseen
receptores de alta afinidad para la porcion Fc de la IgE
que permiten la unién de cantidades importantes de este
anticuerpo especifico para la ovoalbumina. Por lo tanto,
en los animales sensibilizados por via subcutanea la
administracion oral del antigeno causa entrecruzamiento
de los anticuerpos IgE anti-ovoalblimina unidos a los
receptores de los mastocitos de la ldmina propia intes-
tinal. Este, es un proceso que conduce a la liberacién de
mediadores preformados, ademas de la sintesis de una
importante cantidad de nuevos mediadores. La liberacion
de las moléculas contenidas dentro de las vesiculas en
los mastocitos activados, es la causa de que estas células
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Figura 6. Mastocitos alcian blue positivos en lamina propia
de ileon. Cada barra representa la media y error estandar del
numero de mastocitos positivos por unidad cripto-vellositaria.
*** pP<0,001; n =10.

no sean visibles con las tinciones especificas utilizadas,
en comparacion con los mastocitos en reposo previo
desafio, identificables en la lamina propia.

El anticuerpo anti-CD2S5 identifica la cadena a del re-
ceptor para IL-2. Esta proteina, ademas de ser expresada
en los linfocitos T activados, puede hallarse en linfocitos
B y macrofagos activados de la mayoria de las especies
animales.* Su expresion génica es detectable entre las 4
y 6 horas luego de la estimulacion antigénica; por ende,
se la considera un marcador temprano del proceso de
activacion.’' Sin embargo, en procesos inflamatorios
cronicos del intestino, como la enfermedad de Crohn,
también se ha descrito incremento en el nimero de
células que expresan este marcador.?*3*

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que la
sensibilizacion y el posterior desafio con ovoalbiimina
muestran cambios histologicos que pueden considerarse
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Figura 7. Células CD25 positivas en lamina propia de ileon.
Las barras representan la media y error estandar del numero de
células CD25 positivas por cada 10 unidades cripto-vellositarias.
*P<0,05;n=10

patrones inmunopatologicos de la reaccion anafilactica
aguda local en la mucosa digestiva, lo que permite la
utilizacion del conejo como modelo animal potencial
para el estudio de la alergia alimentaria.
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