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Resumen

La pérdida de tolerancia inmune frente a antigenos alimentarios se ha asociado con Dermatitis Atopica (DA). Objetivo: evaluar la
capacidad de un extracto antigénico preparado a partir de cultivos de las cepas Lactobacillus reuteri ATCC55845 y Lactobacillus
rhamnosus ATCC55826, de estimular in vitro la produccion de citocinas reguladoras tales como TGF-f e IL-10, asi como la influencia
de estas citocinas sobre los niveles de IgA secretora total, hiperreactividad cutanea a alérgenos alimentarios y el desarrollo de DA.
Métodos: Se evaluo la presencia de DA utilizando el indice SCORAD (Severity Scoring Atopic Dermatitis) y se realizaron pruebas
cutaneas frente a alérgenos alimentarios. Se midieron los valores de IgAs total en saliva y TGF-$ e IL-10 en sobrenadantes de muestras
de sangre total, estimuladas con el extracto antigénico de L. reuteri 'y L. rhamnosus utilizando ELISA. Resultados: 32,25% de los nifios
presento signos de DA, de los cuales 35% DA leve (SCORAD <20) y 65% DA moderada (SCORAD>20<55). La positividad a las
pruebas cutaneas fue mayor en los nifios con DA para huevo (p<0.0001); leche (p<0.0001) y pescados (p=0,0048). Los valores de IgAs
se correlacionaron positivamente (p< 0.0001) con los de TGF-f e IL-10. Los valores de IgAs, TGF-f e IL-10 se asociaron negativamente
(p<0.0003, p=0,0362, p=0.0009 respectivamente) con la severidad de la DA y reactividad cutanea frente a leche (p=0,0076, p=0.0225,
p=0.0059), huevos (p=0,01 p=0,0249, p=0.0006) y pescados (p= 0,003 p=0.002, p=0,005). Conclusion: Antigenos de Lactobacillus
estimulan mecanismos de tolerancia inmunoldgica previniendo la sensibilizacién con antigenos alimentarios y desarrollo de DA.
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Lactobacillus derived antigens stimulate protective immune mechanisms against food allergy and atopic dermatitis

Summary

Loss of immune tolerance towards food antigens has been associated with Atopic Dermatitis (AD) which is common in Venezuela.
Objective: To evaluate the ability of Lactobacillus reuteri ATCC55845 and Lactobacillus rhamnosus ATCC55826 derived antigens to
stimulate in vitro the production of TGF-$ and IL-10 and the influence of these cytokines on total sIgA levels, skin hyper-reactivity to
food allergens and the development of AD in Venezuelan children. Methods: The presence of AD was evaluated using the SCORAD
Index (Severity Scoring Atopic Dermatitis). Skin tests towards food allergens were performed. The levels of total sIgA in saliva as well
as TGF-p and IL-10 in supernatants of whole blood samples stimulated with Lactobacillus antigens were determined by ELISA. Results:
32.25% of the children developed AD from which 35% suffered of mild (SCORAD <20) and 65% of moderate (SCORAD> 20 <55) AD.
Skin test positivity was higher towards egg (p <0.0001); milk (p <0.0001) and fish (p = 0.0048) in children with DA. sIgA values
correlated positively (p <0.0001) with those of TGF-B and IL-10 stimulated by Lactobacillus antigens. sIgA, TGF-p and IL-10 values
were negatively associated (p <0.0003, p = 0.0362, p = 0.0009 respectively) with the severity of DA and skin reactivity against milk (p
=0.0076, p = 0.0225, p = 0.0059), eggs (p = 0.01 p = 0.0249, p = 0.0006) and fish (p = 0.003 p = 0.002, p = 0.005). Conclusion:
Lactobacillus antigens stimulate immune tolerance preventing food allergen sensitization and AD development.

Key words: Lactobacillus, TGF-f, IL-10, sIgA, food allergy, atopic dermatitis.
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INTRODUCCION

La prevalencia de dermatitis atopica (DA) ha venido au-
mentando en las altimas décadas, considerandose actualmente
un problema de salud publica particularmente en la poblacion
infantil (1-4). En Venezuela se han descrito prevalencias muy
elevadas de DA moderada tanto en nifios de poblaciones ur-
banas (21,18%) (5) como rurales (23%) (6). El desarrollo y
severidad de la DA depende de la interrelacion entre factores
ambientales y los intrinsecos al individuo tales como la sus-
ceptibilidad genética, defectos en la barrera cutanea y altera-
ciones de la respuesta inmune (1). En la poblacion infantil, se
ha relacionado estrechamente con la presencia de alergias ali-
mentarias (1,5). La pérdida de la efectividad de los mecanis-
mos de tolerancia inmune en la mucosa intestinal, favorece la
sensibilizacion por macromoléculas alergénicas presentes en
distintos alimentos particularmente en nifios genéticamente
predispuestos al reconocimiento de estos alérgenos (7). Un
factor importante en la capacidad de desarrollar mecanismos
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de tolerancia inmune, es el establecimiento y diversificacion
temprana de la microbiota intestinal. La misma, constituye un
fuerte estimulo para el desarrollo y maduracion del tejido lin-
foide asociado al intestino (GALT por sus siglas en inglés)
(8). El GALT tiene como funcioén primordial la distincion
entre microorganismos comensales y patéogenos asi como la
induccidn de la tolerancia frente a antigenos inocuos proce-
dentes de la dieta (9,10). El establecimiento de mecanismos
de tolerancia frente a los alimentos comienza con la captura
de antigenos alimentarios en la mucosa intestinal, llevada a
cabo principalmente por células epiteliales especializadas o
células M asociadas al paso de antigenos y localizadas princi-
palmente en la base de las vellosidades y sobre las placas de
Peyer (7). Estas células transfieren los antigenos a células
dendriticas tolerogénicas (CDs) (CD103+CX3CR1-) las cua-
les capturan antigenos alimentarios para posteriormente mi-
grar por accion de quimiocinas a los nodulos linfaticos me-
sentéricos (NLM) (7). En los NLM estas CDs promueven la
diferenciacion especifica de células T reguladoras mediante
un mecanismo dependiente del Factor Transformador de
Crecimiento beta (TGF-B) y acido retinoico (9). Producen
altos niveles de indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) involu-
crada en la induccion de Células T reguladoras (Tregs) Foxp3
+ productoras de interleucina 10 (IL-10) y TGF-B (9). Los
componentes de la microbiota intestinal presentan patrones
moleculares de reconocimiento que continuamente inducen la
diferenciacion de células dendriticas tolerogénicas (11,12)
contribuyendo asi al perfil inmunoldégico tolerante en el
GALT (9,10). Las células T reguladoras en la mucosa intesti-
nal, producen constantemente TGF-f que estimula selectiva-
mente la produccion de anticuerpos IgA. Los anticuerpos IgA
tienen la capacidad de inactivar los factores de virulencia bac-
teriana, influir en la composicion de la microbiota (13), y pro-
mover el transporte de antigenos a través del epitelio intestinal
(14). Ademas por medio de mecanismos de exclusion, pueden
eliminar macromoléculas pro-alergénicas (15) evitando asi la
sensibilizacion frente a alérgenos alimentarios y el consecuen-
te desarrollo de Dermatitis Atopica (DA). De hecho, se ha de-
mostrado que nifios con deficiencia selectiva de IgA secretora
(IgAs), tienen un mayor riesgo de desarrollar alergia alimen-
taria (16,17). También, pacientes con DA muestran niveles de
IgAs, medidos en muestras de sudor de la piel, significativa-
mente mas bajos que individuos sanos (18).

La composicion cuantitativa y cualitativa de la microbiota
es esencial para el mantenimiento de los mecanismos de tole-
rancia alimentaria. La colonizacién temprana por bacterias
del género Lactobacillus favorece el desarrollo de tolerancia
inmune y se ha relacionado con una menor frecuencia de aler-
gias alimentarias en nifios lactantes y preescolares (19). La
adicion de Lactobacillus rhamnosus GG a una formula lactea
hipoalergénica es capaz de acelerar la adquisicion de toleran-
cia inmune frente a la leche de vaca en nifios potencialmente
alérgicos (20). También se ha reportado que el suministro de
Lactobacillus reuteri como probiotico, a madres embarazadas
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y luego a los respectivos lactantes hasta los 12 meses, previe-
ne el desarrollo de eczema asociado a IgE en lactantes hasta
los dos afios (21). Asi el propdsito de este trabajo fue evaluar
la capacidad de un extracto antigénico, preparado a partir de
cultivos de las cepas Lactobacillus reuteri ATCC55845 y
Lactobacillus rhamnosus ATCC55826, de estimular in vitro
la produccion de citocinas reguladoras tales como TGF-f ¢
IL-10 asi como la influencia de estas citocinas sobre los nive-
les de IgAs total, la hiperreactividad cutanea a alérgenos ali-
mentarios comerciales y el desarrollo de DA.

METODOLOGIA

Poblacion a estudiar

Se realizé un estudio descriptivo trasversal en un grupo
de 62 nifios en edades comprendidas entre los 4 a 6 afios, de
una comunidad de los suburbios de Caracas (Parroquia 23 de
Enero), donde previamente se ha reportado una alta prevalen-
cia de DA (5). Se evaluaron todos los nifios cuyos padres y re-
presentantes estuvieron de acuerdo en participar en el progra-
ma y que firmaron el consentimiento informado. El trabajo
fue aprobado por la Comision de Bioética del Instituto de
Biomedicina de la Facultad de Medicina en la Universidad
Central de Venezuela. Se excluyeron del estudio nifios desnu-
tridos y pacientes inmunocomprometidos o que sufrian de
algln tipo de cancer. También se excluyeron aquellos niflos
que en el momento de la evaluacion sufrian de diarrea o in-
feccion respiratoria aguda, recibiendo estos nifios atencion
médica oportuna y tratamiento dependiendo de la condicion
clinica. Ninguno de los niflos habia recibido probidticos
como terapia o complemento.

Evaluacion clinica

El examen fisico de la piel se realizo siguiendo los linea-
mientos para diagndstico de DA establecidos por Hanifin y
Rajka (22) y la valoracion de la severidad segiin el indice de
SCORAD (23).

Evaluacion inmunolégica

Reactividad alérgica frente a antigenos alimentarios.

Se realizaron pruebas de hiperreactividad cutanea frente a
extractos alergénicos comerciales: leche, huevo, soya, carne
de cerdo, de vacuno, pescados, naranja, tomate, harina de
trigo y cacao (ALK Abello, Espafia) segun protocolo descrito
anteriormente (5,24). Las pruebas de hiperreactividad cuta-
nea se consideraron positivas cuando la papula fue mayor o
igual a 3 mm.

Recoleccion de muestras:

Con el fin de medir los valores de IgAs, se recolectaron
muestras de saliva. Para ello se colocd una torunda de algodéon
estéril entre la encia superior y la mejilla por 5 minutos y se
retir6 con ayuda de un aplicador de madera. Luego la torunda
se exprimiod utilizando el émbolo de una inyectadora (5 mL)
en un tubo estéril conteniendo un coctel de inhibidores de pro-
teasas (11836170001 Roche, Sigma Aldrich). Las muestras
fueron trasladadas en frio y centrifugadas por 10 min a 3000




rpm. Los sobrenadantes se conservaron a una temperatura de
-20°C. Las muestras de sangre (3 ml), para cultivo con ex-
tractos de Lactobacillus y posterior medicion de citocinas en
sobrenadantes de cultivo, se recolectaron en tubos Vacutainer
conteniendo heparina de Sodio (Becton Dickinson, USA).
Fueron trasladadas a temperatura ambiente y procesadas antes
de 24 horas posterior a la toma de muestra.

Preparacion del extracto de cultivos de Lactobacillus.

Se prepard un extracto antigénico conteniendo proteinas
derivadas de cepas comerciales de lactobacilos inactivos. Las
cepas Lactobacillus reuteri ATCCS55845 y Lactobacillus
rhamnosus ATCC55826 se cultivaron en medio Man Rogosa
Sharpe (BD DIFCO™ Lactobacilli MRS Broth, USA) en am-
biente microaerébico (GasPak EZ Campy Container System,
BD, USA) a 37°C y 10% de CO2 hasta alcanzar 1x109
UFC/ml. Posteriormente los cultivos se suspendieron en PBS
(pH = 7,4), centrifugaron (10000 rpm durante 10 min a 4°C)
y filtraron (filtros de 0,20 pm, Corning Incorporated,
Corning, NY, USA). Se descartaron los sobrenadantes y los
sedimentos celulares se guardaron a -20°C. Posteriormente,
se lavaron los sedimentos celulares con 1 ml de PBS, se des-
cartaron los sobrenadantes y se suspendieron nuevamente los
sedimentos en 750 ul de PBS. Luego se sometieron a 5 ciclos
de sonicacion a 20000 GERTZ por 30 segundos en frio y en
presencia de inhibidores de proteasas (11836170001 Roche,
Sigma Aldrich). Las suspensiones obtenidas se centrifugaron
a 10000 rpm por 10 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se
conservaron a una temperatura de -20°C hasta el momento de
su uso. La concentracion de proteinas en el extracto fue me-
dida utilizando un ensayo comercial (Bio-Rad Protein Assay
Kit, USA).

Determinacion de los niveles de IgA secretora en saliva

Los niveles de IgAs total en saliva se determinaron por el
método de ELISA descrito previamente (25). En cada ensayo
se incluyo una curva de calibracion utilizando IgA humana de
calostro como estandar (I-1010, Sigma Aldrich). Los resulta-
dos fueron expresados en =g/mL.

Cultivos de sangre total y determinaciones de citocinas:

Los cultivos de sangre
total se realizaron siguien-
do la metodologia descrita

en trabajos anteriores

(6,26). El extracto de cul- SnDA  SCORAD
tivos de Lactobacillus se Leve
utilizd a una concentra- -

cién Optima, previamente [N (n=42)  (n=7)
determinada, de 8,5 14.2%  57.1%
xg/mLy la fitohemaglu-  [BGIELIN 14.2%  57.1%
tinina (PHA) (SIGMA) a 11.9%  285%
una concentracion de m 4,7% 14,2%
S>=g/mL. Para la deter- 4,7% 14,2%

minacion de TGF-$1 e IL-
10 en los sobrenadantes

de sangre total estimula- total de nifios en cada grupo).
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dos, se utilizd un ensayo comercial (Quantikine, R&D
Systems, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante
para cada caso.

Analisis estadistico

La poblacion estudiada se clasificé de acuerdo a la pre-
sencia y severidad de la DA segiin el SCORAD en: niflos
sanos sin DA, nifios con DA leve (SCORAD<20) y nifios con
DA moderada (SCORAD >20<55) y los datos fueron analiza-
dos de acuerdo a esa clasificacion. Se realizo un analisis esta-
distico no paramétrico utilizando GraphPad Prism, version
5.00 para Windows, (GraphPad Software, San Diego
California USA). La positividad de las pruebas cutaneas entre
los distintos grupos se compard mediante la prueba exacta de
Fisher. En la comparacion de citocinas y anticuerpos entre
los distintos grupos se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis se-
guida de la prueba de comparacion multiple de Dunn. Se uti-
liz6 la prueba de correlacion de Spearman. para determinar la
asociacion de los niveles IL-10 y TGF-f con los valores IgAs
total, asi como la influencia de estos parametros sobre la re-
actividad alérgica y la severidad de la DA

RESULTADOS

La poblacion de 62 nifios estuvo conformada por 30 varo-
nes y 32 nifias con una media de edad de 4,3+1,7 afios. El
32,25% de los nifios evaluados presento6 signos y sintomas de
DA. De acuerdo a la clasificacion de SCORAD, se encontrd
que 7 de los nifios presentaron signos leves (SCORAD <20);
13 presentaron DA moderada (SCORAD>20<55) mientras
que ningun niflo resultd sufrir de DA severa (SCORAD >55).
En la tabla 1, se observa la positividad a las pruebas de reac-
tividad cutanea frente a distintos alérgenos alimentarios, de
acuerdo a la severidad de la DA. La misma, fue significativa-
mente mayor en el grupo total de nifios con DA para los ex-
tractos alergénicos de huevo (p<0.0001); leche (p<0.0001) y
pescados (p=0,0048) mientras que no hubo diferencias signi-
ficativas para los extractos de cacao o naranjas. No se observo
reactividad cutanea positiva frente a alérgenos alimentarios

Tabla 1

PROPORCION (%) DE NINOS CON PRUEBAS DE HIPERSENSIBILIDAD CUTANEA POSITIVAS (papula = 3mm)
FRENTE A ALIMENTOS SEGUN PRESENCIA Y SEVERIDAD DE LA DERMATITIS ATOPICA

SCORAD  Totalcon  *Prueba  95% Intervalo de Razén de
moderado DA exacta de Confianza probabilidades
Fischer

(n=13) (n=20)

76,9% 70% p<0,0001 3.85-50.83 14
69,2% 65% p<0,0001 3.15-39.35 11.14
30,7% 30% p<0,0048 0.83-12.08 9,563
7,6% 10% p=0,5624 0.28 -17.05 2.222
15,3% 15% p=0,1488 0.53 -23.07 3.529

*Comparacion de la positividad en pruebas de hipersensibilidad cutanea entre el grupo
total con Dermatitis atdpica y el grupo de nifios sin signos o sintomas de DA. (n= nimero
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Figura 1

valores de citocinas reguladoras medidas en sobrenadantes de cultivo de sangre total estimulados
con extracto antigénico de Lactobacillus segin severidad de la DA.

p<0.0001 en los valores de IL-10 y TGF- B entre nifios no atépicos y nifios con DA moderada.
p<0.05 en los valores de TGF B entre nifios no atdpicos y nifios con DA leve.
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Niveles de IgAs total segin severidad de la DA en un grupo de nifios pre-escolares
p<0.05 entre nifios no atopicos y nifios con DA leve y entre nifilos con DA moderada y DA

p<0.0001 entre nifios no atdpicos y nifios con DA moderada
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Figura 3

Correlacion de Spearman entre niveles de citocinas medidas en muestras de sobrenadantes
de cultivo de sangre total estimulados con extracto antigénico de cepas de Lactobacillus y
niveles de IgAs medida en saliva.

IgAs vs TGF B: r=0,805; 95% Cl: 0.757-0.909;p<0.0001.

IgAs vs IL-10: r=0,7902; 95%CI:0.666-0.8715; p<0.0001

comunes tales como carne de cerdo, carne de vacuno, tomate y harina
de trigo en ninguno de los nifios evaluados. No hubo diferencias signi-
ficativas en la positividad a las pruebas de reactividad cutanea entre el
grupo de nifios con DA leve y el grupo de nifios con DA moderada.

Se compararon los valores de TGF-B e IL-10 medidos en sobrena-
dantes de cultivo de sangre total, estimulados con el extracto derivado
de cepas de Lactobacillus, entre nifios sanos, nifios con DA leve y nifios
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con DA moderada. En la figura 1, se muestra que
la mediana de los valores de IL-10 y TG - varid
significativamente entre los distintos grupos de
nifios: Kruskal-Wallis-statistic: 61,43 (p<0,0001),
siendo estos valores significativamente menores
(p<0,0001) en los niflos con SCORAD moderado.
Ademas, se encontr6 una asociacion inversa esta-
disticamente significativa entre los niveles de
TGF-B (p<0,0003) e IL-10 (p=0,0362) con la se-
veridad de la dermatitis atopica (SCORAD) en el
grupo de nifios que presentaron signos y sintomas
de DA (Tabla 2).

En la figura 2, se grafican las medianas de los
valores de IgAs total medidos en muestras de sali-
va en los grupos de nifos clasificados de acuerdo
a la presencia y severidad de la DA. Las diferen-
cias fueron significativas (Kruskal-Wallis-statistic:
36,86; p<0,0001) para los valores de IgAs total
entre los distintos grupos. Siendo estos valores
mas elevados en los niflos sanos comparado con
los nifios con DA leve (p<0,05) o moderada
(p<0,0001). Los valores observados en los nifios
con DA leve fueron estadisticamente mas elevados
(p<0,05) que los observados en el grupo con DA
moderada. En la figura 3 se observa, que los valo-
res de TGF-B, asi como con los niveles de IL-10
medidos en muestras de sobrenadantes de sangre
estimulada con el extracto de Lactobacillus corre-
lacionaron positivamente con los niveles de IgAs
total medidos en saliva con una p<(0.0001.

Los niveles de TGF-f e IL-10 se asociaron ne-
gativamente con la positividad en pruebas de reac-
tividad cutanea (tamafio de la papula) frente a
leche (p=0,0225 y p=0,0059 respectivamente),
huevo (p=0,0249 y p=0,0006 respectivamente),
pescado (p=0,002 y p=0,005 respectivamente,
soya (p=0,009 y p=0,01 respectivamente) y cacao
(p=0,0017y p=0,0096) (Tabla 2). También los ni-
veles de IgAs total correlacionaron significativa e
inversamente con el SCORAD (p=0.0009) y el ta-
maiio de la papula en pruebas de reactividad cuta-
nea: leche (p=0,0076), huevos (p=0,01), pescados
(p= 0,003), soya (p=0,0003) y cacao (p<0,0001)
en el grupo de nifios con DA (Tabla 2).

DISCUSION

En este trabajo se encontr6 una prevalencia de
DA de 32,25%. La misma fue mas elevada que la
reportada previamente (21% -23%) en nifios vene-
zolanos (5,6,27), y en grupos similares de otros pa-
ises la cual varia desde 10% hasta 22,5% (2,3,28-
30). Aunque la DA es una patologia multifactorial
en donde alteraciones de la barrera epidérmica fa-




Antigenos derivados de lactobacillus estimulan mecanismos inmunoldgicos protectores frente a alergias alimentarias y dermatitis atopica

TABLA 2
CORRELACION DE SPEARMAN ENTRE CITOCINAS REGULADORAS Y NIVELES DE IgAs TOTAL, SOBRE

LA REACTIVIDAD CUTANEA FRENTE A ALERGENOS ALIMENTARIOS Y LA SEVERIDAD DE LA DA.

Prueba cutanea positiva

_ SCORAD Huevos Pescados

“ (20) (20) (20) (20) (20) (20)

| gt

-0,632 -0,531 -0,506 -0,578 -0,675 -0,782
-077a-015  -0.77a-0.11 -0.80 a-0.21 -0.85a-0.36 -0.90 a-0.54
0,0009 0,0076 0,0115 0,0031 0,0003 < 0.0001
-0,677 -0,463 -0,456 -0,452 -0,519 -0,606
-085a-0.36 -073a-006  -0.73a-0.05 -0.72a-0.05 -0.76 a-0.13 -0.82a-0.25
0.0003 0,0225 0,0249 0,0266 0,0093 0,0017
-0,443 -0,555 -0,662 -0,563 -0,484 -0,517
-0.72a-0.01 -0.79a-0.17 -0.84 a-0.33 -0.79a-0.18 -0.74 -0.08 -0.76 a-0.13
0,0362 0,0059 0,0006 0,0051 0,0165 0,0096

cilitan la activacion de mecanismos proinflamatorios en la
piel (5,31), la pérdida de tolerancia frente a antigenos alimen-
tarios en la mucosa intestinal (9) es también un componente
importante en el desarrollo de esta patologia. La presencia y
severidad de la DA en la poblacion evaluada se relaciond es-
trechamente con la hipersensibilidad cutanea frente a antige-
nos alimentarios tales como leche de vaca, huevos, soya y
pescado coincidiendo con resultados de estudios previos rea-
lizados en otros paises (32).

Como se sefial6 en la introduccion, componentes de la mi-
crobiota tienen un papel importante en el mantenimiento de la
tolerancia alimentaria. Asi, en este trabajo, la capacidad de
producir IL-10 y TGF-pB, como respuesta a la estimulacion in
vitro con un extracto antigénico derivado de cepas de L. reu-
teri y L. rhamnosus, mostré ser un factor protector frente a la
reactividad cutanea a alimentos y a la manifestacion de signos
y sintomas de DA en la poblacion evaluada. En este sentido,
estudios previos realizados en grupos de donantes voluntarios
sanos, demostraron que la adicion de extractos de distintas
cepas de Lactobacillus a cultivos de células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) estimuladas con PHA, aumenta
la produccion de IL-10 a la vez que disminuye la produccion
de IL-13, involucrada en el desarrollo de procesos alérgicos
(33). En otro trabajo realizado en nifios con alergia alimenta-
ria, la adicién de una mezcla de probidticos comerciales (L.
casei W56, L. lactis W58, L. acidophilus W55, L. salivarius
W57, B. infantis W52, B. lactis W18 y B. longum W51) al
cultivo de CMSP estimuladas con extracto crudo de mani, re-

sultd en un aumento en los niveles de IL-10, TNF-a e IL-6
y una marcada disminucién en la produccion de IgE (34).
También, evidencias de trabajos realizados en CMSP de do-
nadores sanos y pacientes con trastornos autoinmunes han
mostrado que cepas de Lactobacillus estimulan in vitro prefe-
rencialmente la diferenciacion de monocitos a células dendri-
ticas CD103+, productoras de IL-10 en ambos grupos (11).
Por otra parte, se ha reportado que el suministro de for-
mulas de leche hidrolizadas enriquecidas con Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) a nifios alérgicos a la leche de vaca,
expande la diversidad de la microbiota intestinal, favorecien-
do la presencia de bacterias productoras de acidos grasos de
cadena corta como butirato que previenen el desarrollo de
alergia a proteinas lacteas (35). El butirato actia como me-
diador de la respuesta inmune, estimulando la diferenciacion
selectiva de células dendriticas tolerogénicas, la produccion
de acido retinoico asi como la de elevados niveles de IgAs
(36). En concordancia, en este estudio se observo que los ni-
veles de TGF-f e IL-10 medidos en sobrenadantes de sangre
total estimulada con el extracto de Lactobacillus, se asocia-
ron estrechamente de forma positiva a los niveles de IgAs
medidos en saliva. Similarmente, otros estudios han demos-
trado que el suplemento con Lactobacillus plantarum 1S-
10506 en niflos menores de dos afios se asocia positivamente
con un aumento de los niveles de TGF-p plasmaticos y con-
secuentemente a mayores niveles de sIgA en muestras de
heces (37). Maés atn, trabajos realizados en modelos experi-
mentales han demostrado que Lactobacillus rhamnosus,
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unido a través de receptores de superficie a moléculas de
IgA, estimula la diferenciacion de células dendriticas tolero-
génicas (12), promoviendo la produccion de TGF-f e IL-10,
generando asi un mecanismo de retroalimentacion positiva
para la produccion de esta inmunoglobulina, que a su vez
contribuye activamente a la eliminacion de macromoléculas
alergénicas en la mucosa intestinal. En concordancia con
estas evidencias experimentales, en este trabajo los niveles
de IgAs total se asociaron inversamente a la positividad en
pruebas cutaneas frente a alérgenos alimentarios en la pobla-
cion infantil evaluada.

La disminucion significativa en la capacidad de estable-
cer mecanismos de tolerancia alimentaria en el grupo de
nifios con DA, particularmente en el grupo con DA modera-
da, podria deberse a diferentes causas. Aunque en este tra-
bajo no fue posible medir y comparar la composicion de la
microbiota intestinal entre los distintos grupos, otros estu-
dios si han demostrado una relacion entre la disbiosis intes-
tinal con el desarrollo de alergias alimentarias y la severidad
de la DA (19,38,39). Se ha propuesto que factores extrinse-
cos como el tipo de parto, la duracion de la lactancia mater-
na y la forma en que se inicia la alimentacion complemen-
taria en el infante, influyen posteriormente en el perfil cua-
litativo y cuantitativo de la microbiota y por ende en el es-
tablecimiento adecuado de mecanismos de tolerancia del
sistema inmune local en el intestino durante la infancia
(36,40). Ademas, la presencia de polimorfismos en los
genes para IL-10 y TGF-B que influyen en la capacidad in-
trinseca de establecer mecanismos de tolerancia inmune, se
ha relacionado también a la presencia de DA en poblaciones
infantiles (41). Por otra parte, en trabajos anteriores realiza-
dos en nifios de la misma comunidad (5) se reportd que la
presencia de parasitos intestinales como G duodenalis que
afectan la permeabilidad de la mucosa intestinal, favorece
también la sensibilizacion por macromoléculas alergénicas
y podrian contribuir a la elevada prevalencia de DA que se
observo en la poblacion infantil estudiada.

Los resultados de este trabajo permiten concluir que anti-
genos derivados de Lactobacillus reuteri y Lactobacillus
rhamnosus estimulan la produccion de citocinas reguladoras,
contribuyendo asi al mantenimiento de un ambiente inmuno-
légico tolerante en el intestino, que previene el desarrollo de
alergias alimentarias asociadas a la DA. Asi, el suplemento
con probidticos conteniendo estas cepas de Lactobacillus, es
recomendable para tratar alergias alimentarias por su capaci-
dad para restaurar el equilibrio en los mecanismos de toleran-
cia en la mucosa intestinal. Sin embargo, la interaccion de la
microbiota con el sistema inmune es muy compleja, con la
participacion de distintos géneros de bacterias. Estudios mas
profundos sobre los mecanismos mediante los cuales la mi-
crobiota influye en el sistema inmune en poblaciones huma-
nas aun estan por venir y constituyen un campo de investiga-
cioén importante en la comprension de las enfermedades alér-
gicas particularmente en poblaciones infantiles.
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