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RESUMEN

La alergia alimentaria o la hipersensibilidad alérgica a los alimentos se define como
una serie de reacciones adversas causadas por mecanismos inmunoldgicos,
mediados o no por la inmunoglobulina E (IgE), diferentes de la intolerancia alimentaria
o respuesta alérgica de hipersensibilidad alimentaria causada por caracteristicas
fisiologicas especificas del huésped. Los procesos inflamatorios en la expresion de
antigenos HLA-G se caracterizan por un polimorfismo alélico bajo, una distribucién
limitada del tejido y la presencia de isoformas ligadas a la membrana. La presencia de
moléculas de HLA-G se ha asociado con funciones tolerogénicas en la respuesta
celular innata y adaptativa, ya que los antigenos HLA-G son capaces de afectar la
citotoxicidad de células NK y células T CD8+, CD4+ y maduracién de células
dendriticas. Por otra parte, el polimorfismo alélico del gen HLA-G (delecion/insercion
del polimorfismo de una secuencia de 14 pb en el exén 8 en la region 3' no traducida)
y el alelo nulo 01:05N, se ha asociado con la generaciéon de un mRNA inestable y una
proteina sHLA-G de produccion mas baja, sugiriendo una funcionalidad diferente para
contrarrestar la inflamacion presente en las enfermedades alérgicas alimentarias.

OBJETIVO

Determinar el polimorfismo insercion/delecion de 14 pb de HLA-G en el exén 8, el alelo
nulo 01:05N, la concentracion de la proteina HLA-G soluble en cuatro grupos de
estudio y a su vez determinar la microbiota intestinal en pacientes con alergia No IgE
mediada en edad pediatrica.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 157 muestras de saliva en 4 grupos de estudio: Controles Sanos, con
alergia No IgE Mediada, IgE Mediada y grupo con otros procesos alérgicos. Se
determiné el polimorfismo de delecidn/insercion de 14 pb y el alelo nulo 01:05N. Como
control positivo se utilizé el gen GAPDH vy la linea celular JEG-3. La extraccién de ADN
se llevo a cabo con el Kit QlAamp Mini Kit de Qiagen. La cuantificaciéon de muestras de
ADN se realizé en el equipo NanoDrop, y para la PCR se emplearon oligonucleétidos
especificos que amplificaron los productos de PCR con un tamafio molecular de 226
bp y 240 bp o ambos, dependiendo de la insercion 6 la delecién de 14 pb en el exén 8
y de 223 bp para el alelo nulo. La valoracion de la proteina se realizé con un ELISA
empleando el Kit HLA-G ELISA de Exbio. El Western Blot se realizd con las muestras
cuantificadas con el kit de medida de Proteinas BCA de Novagen. El gel de
poliacrilamida usado fue al 10% de concentracion de acrilamida/bisacrilamida. El
anticuerpo primario de revelado de HLA-G fue el MEM-G/1 (1:500) de Exbio, y el
anticuerpo secundario anti-lgG HRP anti-mouse (1:1000) de Merck Millipore. La
secuenciacion del DNA de las muestras fecales se realizd equipo Illlumina MiSeq con
configuracién PE de 2x300. (Eurofins Genomics GmbH (Ebersberg, Alemania).

RESULTADOS

Se realizo6 la determinacién de la delecion/insercién polimérfica de 14 bp del exdn 8 en
157 muestras de pacientes con alergia alimentaria No IgE mediada (n=35), IgE
mediada (n=20), otros procesos alérgicos (n=45) y controles sanos (n=57). En el grupo
No IgE mediado se encontré el polimorfismo INS/DEL de 14 bp de HLA-G en
comparacion con los demas grupos de estudio en cuales predominé el polimorfismo
INS/INS. Ademas de la determinacion de un doble polimorfismo. Por otra parte, se
llevd a cabo la deteccién de sHLA-G soluble en muestras de saliva por ELISA y de la
proteina HLA-G por Western Blot en cada uno de los grupos de estudio. Las isoformas
completas son una glicoproteina de 37 kDa. La deteccion de la proteina HLA-G se
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realiz6 en muestras representativas como controles positivos (linea celular JEG-3). En
el grupo No IgE mediado, encontramos una disminucion o ausencia de la proteina
HLA-G y la concentracion de ésta a nivel soluble en comparacién con los demas
grupos de estudio. Finalmente se realizé la evaluacion de la microbiota intestinal en
n=17 de pacientes con FPIES del grupo No IgE mediado, donde se determinaron
varias especies pertenecientes a las Ruminococcaceae (F. prautsnitzii, R.
champanellensis, |.  butyric  producens), Lactobacillaceae = hominis), 'y
Leuconostocaceae (W. confusa) que se encontraron en mayor proporcion en los
individuos control, mientras que especies como Eubacteriumhallii y Blautia spp,
especies pertenecientes a la familia Lachnospiraceae, fueron mas abundantes en
pacientes con alergia alimentaria no mediada por IgE.

CONCLUSIONES

La delecién/insercion del polimorfismo de 14 bp en el exéon 8 HLA-G y el alelo nulo
01:05N inducen la disminucion de la expresion, y posiblemente la funcionalidad de la
proteina soluble sHLA-G. La correlacién entre la determinacion a nivel genético del de
HLA-G con la disminucion en la deteccion de la proteina soluble sHLA-G se evidencid
principalmente en el grupo de alergia No IgE mediado. El estudio de la microbiota
intestinal y la concentracién del sHLA-G en éste grupo de pacientes citados
anteriormente nos permitié establecer el HLA-G como un posible biomarcador en la
evolucion de la enfermedad alérgica alimentaria.
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INTRODUCCION

1. PERSPECTIVA CLINICA

1.1 Sistema inmune
Histéricamente, inmunidad significa proteccién frente a la enfermedad

infecciosa. Las ceélulas y moléculas responsables de la inmunidad constituyen
el sistema inmune; constantemente, nuestro organismo esta expuesto a
microorganismos (bacterias, virus, hongos y parasitos) que se encuentran en la
piel, boca, vias respiratorias, intestino, incluso en los ojos. Muchos de estos
agentes son capaces de originar enfermedades graves si invaden los tejidos
mas profundos. Ademas, estamos expuestos en forma intermitente a otras
bacterias y virus del ambiente (distintos de los que suelen encontrarse en
nuestro organismo) que pueden causar enfermedades como neumonia, fiebre

tifoidea, etc"

Afortunadamente, nuestro organismo tiene un sistema especial para combatir
los diferentes agentes infecciosos y toxicos, el sistema inmune, constituido
fundamentalmente por los leucocitos (o glébulos blancos) y las células de los
tejidos originalmente procedentes de ellos. Los leucocitos son las unidades
moviles del sistema de defensa del organismo, y tienen una capacidad especial
para buscar y destruir cualquier invasor extraio. Ademas de los leucocitos, el
sistema inmunitario esta constituido por otros elementos de defensa, tales
como la piel y mucosas, sustancias antimicrobianas y otros mecanismos

inmunes responsables de la respuesta inmune.

1.2 Respuesta inmunitaria
Los mecanismos de la inmunidad humana pueden ser agrupados en dos

grandes categorias: el sistema inmune innato o inespecifico, que provee una
primera defensa y de caracter general contra cualquier elemento reconocido
como extrafo, y el sistema inmune adquirido o especifico que reconoce
agentes amenazantes especificos y genera una respuesta dirigida contra

dichos esos elementos.

Los mecanismos de las respuestas inmunitarias innata y especifica forman un
sistema integrado de defensa en el huésped en el que existe una cooperacion

funcional de numerosas células y moléculas. Las respuestas inmunitarias
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INTRODUCCION

especificas se adquieren habitualmente tras la exposicion de un individuo a un
agente extrafio. Los mecanismos que actuan en este tipo de respuestas son de
dos tipos dependiendo del componente del sistema que participa en la
respuesta. Cuando la respuesta inmunitaria especifica actia mediante
moléculas (anticuerpos) que reconocen y eliminan los agentes extrafios
(antigenos), recibe el nombre de inmunidad humoral. Mientras que cuando
participan los linfocitos T, la respuesta se denomina inmunidad celular. Todas
las respuestas inmunitarias se inician con el reconocimiento de los antigenos
extrafios, lo que origina la activacion de los linfocitos que reconocen
especificamente al antigeno y termina en el desarrollo de mecanismos que
median la funcion fisiologica de la respuesta, es decir la eliminacion del
antigeno. Asi, la respuesta inmunitaria puede dividirse desde el punto de vista
funcional en tres fases: la fase de reconocimiento del antigeno, la fase de

activacion de la respuesta, y la fase efectora.

1.3 Células del Sistema Inmune
Las células del sistema inmune son los leucocitos o glébulos blancos. A

diferencia de los hematies y las plaquetas, los leucocitos son células completas
provistas de membrana, citoplasma y nucleo, en las que es posible distinguir al
microscopio diversos tipos morfoldgicos, cada uno de los cuales posee una
actividad concreta dentro de la funcion defensiva'. Los leucocitos que
normalmente se encuentran en la sangre periférica son de tres tipos:

Granulocitos o polimorfonucleares, linfocitos y monocitos.

1.4 Anticuerpos
Los anticuerpos siempre inician sus efectos biologicos al unirse a los

antigenos. Estas moléculas son producidas por los linfocitos B y actuan como
receptores para el antigeno. La interaccion del antigeno con los anticuerpos de
membrana de las células B constituye la fase de reconocimiento de la
inmunidad humoral. Los anticuerpos también se producen en una forma
secretada por la progenie de células B que se diferencia en respuesta a la
estimulacion antigénica. Estos anticuerpos secretados se unen al antigeno y
desencadenan varias de las funciones efectoras del sistema inmunitario.
Aunque los anticuerpos se aislaron inicialmente a partir de la porcion liquida de

la sangre, se pueden encontrar en diferentes localizaciones anatomicas:
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Los anticuerpos estan presentes dentro de compartimentos unidos a la
membrana citoplasmatica (reticulo endoplasmico y complejo de Golgi) y sobre
la superficie de los linfocitos B. Estan presentes en el plasma (porcién liquida)
de la sangre y, en menor proporcion, en el liquido intersticial de los tejidos
donde se acumulan los anticuerpos secretados por las células B y estan
unidos a la superficie de determinadas células inmunitarias efectoras, como los
fagocitos mononucleares, células citotoxicas naturales y mastocitos, que no
sintetizan anticuerpos, pero poseen receptores especificos para unir
anticuerpos. A las clases de anticuerpos también se les denomina isotipos y en

el hombre se llaman IgA, IgD, IgE, IgG e IgM”.

1.5 Citocinas
Las citocinas son la defensa frente a organismos extrafios de ambos tipos de

inmunidad (inespecifica y especifica) estan mediadas en gran medida por una
hormonas proteicas llamadas citocinas. En la inmunidad innata, las citocinas
efectoras son producidas principalmente por los fagocitos mononucleares, y por
eso se llaman habitualmente monocinas. Las monocinas provocan reacciones
inflamatorias ricas en neutrofilos que sirven para contener y, si es posible,
erradicar las infecciones microbianas. Aunque la secrecibn de monocinas
puede ser desencadenada directamente por los microorganismos, también son
secretadas por los fagocitos mononucleares en respuestas a las células T
estimuladas por el antigeno, es decir, como parte de la inmunidad especifica.
La mayoria de las citocinas de la inmunidad especifica son producidas por los
linfocitos T activados, y tales moléculas se llaman generalmente citocinas.
Debido a que muchas de estas citocinas son producidas por ciertas
poblaciones de leucocitos sanguineos y actuan sobre otras poblaciones de
leucocitos, estas moléculas también reciben el nombre de interleucinas. Este
término no debe emplearse para indicar que las citocinas son sintetizadas o

acttian sobre los leucocitos”.

1.6 Complejo Mayor de Histocompatibilidad
El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) es una region de genes muy

polimdrficos cuyos productos se expresan en la superficie de varias células.
Los genes del MHC desempefian un papel central en la respuesta inmunitaria
frente a antigenos proteicos, ya que los linfocitos T especificos para un
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antigeno no lo reconocen en su forma libre ni en forma soluble, sino que
reconocen porciones de los antigenos proteicos unidos a productos génicos del
MHC. En otras palabras, las moléculas del MHC proporcionan un sistema para
presentar péptidos antigénicos a las células T. Hay dos tipos diferentes de

productos de los genes del MHC llamados moléculas de clase | y clase .

1.7 Respuesta Inmunitaria
La generacion de respuestas inmunitarias especificas se produce

habitualmente tras la exposicion de un individuo a un antigeno. El tipo de
inmunidad inducida por este proceso de inmunizacion es denominada
inmunidad activa porque el individuo inmunizado desempefia un papel activo
en la respuesta al antigeno. La inmunidad especifica también puede ser
conferida a un individuo transfiriendole células o suero de un individuo
previamente inmunizado'. El receptor de esta transferencia se vuelve inmune
frente a ese antigeno particular sin haber estado expuesto nunca a él, o sin
haber respondido nunca a ese antigeno. Por lo tanto, esta forma de inmunidad
se llamé inmunidad pasiva. La inmunizacion pasiva es un método util para
transmitir rapidamente resistencia sin tener que esperar a que se ponga en

marcha una respuesta inmunitaria activa.

1.8 Fase de Reconocimiento
La fase de reconocimiento de la respuesta inmunitaria consiste en la union de

antigenos extrafios a receptores especificos de los linfocitos maduros, que
estan presentes antes de la exposicion, al antigeno. Los linfocitos B, células de
la inmunidad humoral, expresan en su superficie moléculas de anticuerpos que
pueden unirse a proteinas extrafas, polisacaridos, lipidos, y otras sustancias
extracelulares o unidas a células. Los linfocitos T, responsables de la
inmunidad mediadas por células, expresan receptores que reconocen
unicamente pequefas secuencias peptidicas de antigenos proteicos. Ademas,
los linfocitos T tienen la propiedad unica de reconocer y responder solo a
antigenos peptidicos que se encuentran sobre la superficie de otras células.
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1.9 Fase de Activacion

La fase de activacion de la respuesta inmunitaria es la secuencia de
acontecimientos inducidos en los linfocitos como consecuencia del
reconocimiento de un antigeno especifico. Todos los linfocitos sufren dos
cambios principales como respuesta a los antigenos. Primero, proliferan, lo que
provoca la expansion de clones especificos de linfocitos y la amplificacion de la
respuesta protectora. Segundo, la progenie de los linfocitos estimulados por el
antigeno se diferencia bien en células efectoras que eliminan el antigeno, o
bien en células de memoria que recirculan preparadas para responder a una
nueva exposicion al antigeno’. Los diversos tipos de linfocitos se diferencian en
distintas células efectoras. Tras la estimulacion por el antigeno especifico, los
linfocitos B se diferencian en células secretoras de anticuerpos, y el anticuerpo
secretado se une al antigeno y dispara los mecanismos que lo eliminan.
Algunos linfocitos T se diferencian en células que activan fagocitos para matar
microorganismos intracelulares, y otros lisan directamente las células que estan
produciendo los antigenos extrafios, por ejemplo, proteinas virales. La
capacidad de las células T para reconocer antigenos asociados a células hace
posible que la inmunidad mediada por células sea efectiva contra
microorganismos intracelulares. Una caracteristica general de la activacion de
linfocitos es que habitualmente requiere dos tipos de sefales: la primera la
proporciona el antigeno, y la segunda las células que pueden ser
colaboradoras o células accesorias. La fase efectora de la respuesta
inmunitaria es el estadio en el que los linfocitos que han sido activados por los
antigenos desarrollan las funciones que conducen a la eliminacién de éstos.
Los linfocitos que actuan en la fase efectora de la respuesta inmunitaria reciben
el nombre de células efectoras. Muchas de las funciones efectoras requieren la
participacion de otras células no linfoides y de mecanismos de defensa que son

igualmente mediadores de la inmunidad innata’.

Los anticuerpos también activan un sistema de proteinas plasmaticas llamado
complemento, que participa en la lisis y fagocitosis de microorganismo. Los
linfocitos T activados secretan unas hormonas proteicas llamadas citocinas,
que aumentan la actividad de los fagocitos y estimulan la respuesta

inflamatoria. Los fagocitos, el complemento, los mastocitos, las citocinas y los
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leucocitos que median la inflamacion son todos componentes de la inmunidad
innata, ya que no reconocen especificamente ni distinguen entre diferentes
antigenos extrafios y todos estan implicados en la defensa contra

microorganismos, incluso sin respuesta inmunitaria especifica.
Regulacioén de la respuesta inmune.

Una de las caracteristicas primordiales de la respuesta inmunitaria es su
autolimitacion, debido a que estas respuestas declinan con el tiempo tras la
inmunizacion'. La principal razon para esta autolimitacion es que toda
respuesta inmunitaria elimina el antigeno que ha iniciado la respuesta y asi
destruye la sefal primaria necesaria para la activacion linfocitaria. También se
ha mencionado frecuentemente que las respuestas inmunitarias son
cuantitativa y cualitativamente heterogéneas, es decir, diferentes tipos de
microorganismos y otros antigenos tienden a estimular respuestas con distintas
caracteristicas, y algunas formas de exposicion al antigeno pueden ser
inhibidoras en lugar de estimuladoras. Se ha demostrado que la administracién
de antigenos extrafios puede inhibir en lugar de estimular a los linfocitos
especificos. La razén de ello es que el sistema inmunitario ha desarrollado
mecanismos cuyo principal papel es inhibir las funciones de activacion y las
funciones efectoras de los linfocitos. Los dos mecanismos inhibitorios
principales en el sistema inmunitario son la tolerancia inmunoldgica y la

induccion de células reguladoras o supresoras®.

La tolerancia inmunologica es el fendmeno de la inactivacion funcional inducida
por el antigeno o la muerte de linfocitos especificos, dando lugar a la
incapacidad de un organismo para responder frente a ese antigeno. Es decir,

que la tolerancia es la falta de respuesta inmunoldégica.

La tolerancia frente a los antigenos propios (autotolerancia) es mantenida en
parte mediante la eliminacién de linfocitos que expresan receptores especificos
para estos antigenos propios, y en parte, por inactivacion de la funcion de los
linfocitos que han sido estimulados después de contactar con antigenos

propios?.
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En la anafilaxia, la reaccion se produce en areas extensas del sistema vascular
y en los tejidos cercanos con manifestaciones sistémicas, tras haberse
inyectado un alérgeno especifico en la circulacion. La dosis del antigeno capaz
de producir una reaccion de este tipo puede ser sumamente pequeia, como
por ejemplo, las dosis minimas usadas en pruebas cutaneas para el
diagnostico de distintas formas de alergia. Al cabo de unos minutos de
introducir en el torrente sanguineo un antigeno, pueden aparecer
manifestaciones leves como prurito, habones y eritema cutaneo; luego el
cuadro se intensifica apareciendo una intensa contraccién del musculo liso
bronquial desarrollando insuficiencia respiratoria, que es agravado por el
intenso edema laringeo producto de vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad local. La vasodilatacion y aumento de la permeabilidad también
ocurren en forma sistémica y pueden llevar a una perdida severa de plasma
sanguineo conduciendo al shock circulatorio que puede originar la muerte del

paciente en minutos.

2. ALERGIAS ALIMENTARIAS

La alergia alimentaria a los alimentos se define como una reaccion adversa
inmunologica que supone una respuesta andémala frente a la ingestion de
alimentos. La alergia a los alimentos ocurre en individuos genéticamente
predispuestos en los que la tolerancia oral no se desarrolla correctamente o se

rompe una vez establecida2.

Se define como reacciones adversas a alimentos cualquier reaccion anémala
producida por la ingestiéon de un alimento. Tales reacciones pueden ser de
naturaleza tdxica, considerandose asi aquellas que puedan afectar a cualquier
individuo cuando se administra una dosis suficiente y no toxica, siendo estas

ultimas las que dependen de una susceptibilidad individual2.

En las reacciones de intolerancia y las téxicas las manifestaciones clinicas que
producen son mas intensas cuanto mayor sea la cantidad de alimento ingerido,
pudiendo ocurrir en cualquier individuo, siempre que ingiera el alimento en
cantidad suficiente. Esta relacién dosis-respuesta puede no existir en las

reacciones alérgicas, de tal forma que, dosis muy pequenas pueden dar lugar a
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una respuesta clinica exagerada. De forma mas clara podemos ver las
diferencias y similitudes entre reacciones alérgicas, reacciones de intolerancia

y reacciones toxicas a alimentos en la siguiente tabla.

Tabla 1. Diferencias y similitudes entre reacciones alérgicas, reacciones de intolerancia y

reacciones toxicas a alimentos. AVPAP. 2008.

Alergia Intolerancia Reaccion téxica

= = +

+ + =

Inmunoldgica No inmunoldgica

Urticaria Intolerancia a lactosa Escombroidosis
Anafilaxia Favismo Latirismo

Enteropatia Galactosemia Botulismo

Colitis Fenilcetonuria Sindrome de aceite toxico

Las reacciones adversas a alimentos en las que se sospecha o identifica
mecanismo inmunolégico implicado, se denominaban alergias alimentarias;
mientras que las reacciones adversas a alimentos no mediadas por mecanismo
inmunoldgico, se llaman intolerancias, y su mecanismo etiopatogénico puede
ser muy diverso. Todos los alimentos pueden ser potencialmente
sensibilizantes, es decir, que tras su ingestidn, puede ocasionar una reaccién
adversa de tipo alérgico; sin embargo, un pequeno grupo de alimentos son los
responsables de la mayoria de las mismas. Determinadas reacciones adversas
a alimentos especificos puede depender de la edad de los pacientes y de los
habitos alimentarios de una poblacion concreta. No debemos olvidar que los
alimentos implicados en dichas reacciones son los mas consumidos, y que las

diferentes sensibilizaciones suelen aparecer en el mismo orden de
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incorporacion de los alimentos a la dieta del nifio. Asi, en nuestro entorno, el
huevo (concretamente las proteinas de la clara), la leche, en forma de férmulas
adaptadas, y el pescado son los tres alimentos que, por ese orden, generan
mayor numero de reacciones de hipersensibilidad en los primeros anos de
vida®. Por el contrario, en el nifio mayor predominan las sensibilizaciones a
vegetales como frutos secos, frutas, leguminosas, y también a pescados y

mariscos.

Se considera reaccion adversa a un alimento cualquier respuesta clinicamente
anormal que se pueda atribuir a la ingestion, contacto o inhalacién de un
alimento, de sus derivados o de un aditivo contenido en el mismo. Esta
definicion es tan amplia que, a su vez, engloba reacciones y situaciones
clinicas muy diversas con diferentes mecanismos de produccion. En estos
conceptos no se incluye la que se ha dado en conocer como aversién
alimentaria, que incluye aquellos casos de rechazo y de intolerancia psicoldgica
en los que la reaccion desagradable esta provocada por emociones asociadas
a un alimento, pero que no es reproducible cuando el alimento esta

enmascarado®.

Las reacciones adversas a alimentos (RAA) se clasifican en dos grandes

grupos:

Toéxicas: En las que la respuesta clinica es independiente del propio individuo.
Se producen como consecuencia de la ingesta de una sustancia toxica, ya sea

el propio alimento, generada por el mismo o afiadida al alimento.

No téxicas: En las que la respuesta clinica es dependiente del individuo. Las
reacciones no toxicas se subdividian a su vez segun su patogenia, fuera o no

inmunoldgica >.
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Figura 1. Clasificaciéon de las Reacciones Adversas a Alimentos. Documento de posicién de la
Academia Europea de Inmunologia Clinica y Alergia. 1995.

Los componentes de los alimentos causantes de las reacciones alérgicas son
las protel'nasz. En el caso de la leche de vaca, las proteinas que con mas
frecuencia producen alergia son la Caseina, la Alfa-lactoalbumina y la Beta-
lactoglobulina; y en el huevo, la ovoalbumina y el ovomucoide, en los

crustaceos o las tropomiosinas.

Algunas de estas proteinas pueden estar presentes en alimentos de diversas
fuentes, de forma podemos observar pacientes que son posiblemente
alérgicos a multiples alimentos, pero sin embargo soélo son alérgicos a una sola
proteina presente en todos esos alimentos. En estos casos se habla de
reactividad cruzada®. Algunos pacientes con alergia alimentaria pueden
presentar alergia a alérgenos respiratorios que son similares a los alérgenos

alimentarios como ocurre en el sindrome polen-frutas. Los alimentos vegetales



INTRODUCCION

son la causa mas frecuente de alergia a alimentos a partir de los 5 afios de
edad, donde los mas frecuentemente implicados son las frutas y frutos secos,
seguidos en nuestro pais de las legumbres y hortalizas frescas. En los
pacientes alérgicos a frutas y hortalizas es muy frecuente encontrar
sensibilizaciones simultaneas a otros alimentos vegetales, de la misma familia

o no relacionados, aunque no todas ellas tienen manifestacion clinica?.

Los cuatro grupos mejor conocidos son los alérgenos homologos de Bet v1, las
profilinas, las proteinas transportadoras de lipidos (LTP) y las proteinas de
almacenamiento (2S albuminas y 7S/11S globulinas). Los alérgenos
homodlogos de Bet v1 (alérgeno principal del polen de abedul) son un grupo de
proteinas de defensa (PRP-10) de 17 kDa de peso molecular, que se
comportan como alérgenos mayoritarios en los pacientes del norte y centro de
Europa que presentan alergia a alimentos. Las profilinas son proteinas
altamente conservadas en todos los organismos eucariéticos, presentes en
polenes y en una gran variedad de alimentos vegetales'. Tienen un peso
molecular de 14 kDa, y presentan una alta homologia en sus estructuras y una
importante reactividad cruzada entre ellas. La presencia de IgE anti-profilina
amplia el espectro de sensibilizaciones a alimentos vegetales detectadas
mediante pruebas cutaneas y/o test in vitro® en pacientes. Las LTPs son una
familia de polipéptidos de 9 kDa de peso molecular, ampliamente distribuidos
en el reino vegetal, e implicados en la formacion de la cuticula y en la defensa
frente a patégenos (PRP-14). Son termoestables y resistentes a la digestion
con pepsina, lo que las convierte en potentes alérgenos alimentarios y explica
la frecuente aparicion de clinica sistémica como urticaria y anafilaxia. Se han
identificado también LTPs en otros alimentos vegetales y en pdlenes, y se ha
demostrado un notable grado de reactividad cruzada entre ellas, o que puede
explicar (junto a la profilina) la frecuencia de personas sensibilizadas a
alimentos vegetales en el area mediterranea®. En otras ocasiones las
sensibilizaciones alimentarias y respiratorias son independientes y hablamos
de co-sensibilizacion. Las proteinas de almacenamiento o de reserva son un
importante grupo de proteinas de las plantas, principalmente de semillas, cuya
funcién primordial es el suministro de nutrientes durante la germinacion. Las

fuentes alimentarias que contienen estas proteinas de reserva alergénicas son
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los cereales, legumbres, frutos secos y especias. Las reacciones alérgicas es
pacientes sensibilizados a estas proteinas pueden ser muy graves, incluyendo

la anafilaxia'.

Figura 2. Clasificacion de las reacciones adversas a alimentos de la Comision de
Nomenclatura de la EAACI refrendada por la WAO.

Afectacion Mediadas por IgE Mediadas por IgE = Mediadas por
y células células
Cutanea Urticaria, Dermatitis atépica | Dermatitis de
Angioedema contacto,
Dermatitis
herpetiforme
Gastrointestinal SAO, Sintomas Esofagitis Enterocolitis,
gastrointestinales eosinofilica, Proctitis,
agudos Gastroenteritis Enteropatia,
eosinofilica Enfermedad
celiaca
Respiratoria Riniconjutivitis, Asma Hemosiderosis
Broncoespasmo pulmonar
Generalizada Anafilaxia

Tabla 2. Clasificacion de las enfermedades por hipersensibilidad a los alimentos segun el

mecanismo inmunolégico implicado.

30



INTRODUCCION

En los ultimos afos se ha propuesto una clasificacion de la alergia frente a los
alimentos, segun los mecanismos de la respuesta inmunitaria implicados, en
alergia mediada por IgE y no mediada por IgE?. Esta divisién, nos permite
definir los diferentes mecanismos patogénicos que se activan en la respuesta
inmune frente a un alimento. Las reacciones de hipersensibilidad mediadas por
anticuerpos de clase IgE se tienen suficientes y validadas pruebas de
diagndstico que permiten reconocer el alimento implicado la reaccion y el
mecanismo inmunoldgico subyacente. En el caso de las reacciones no
mediadas por IgE, el conocimiento actual sobre su patogénesis es incompleto.
En algunas entidades, como las enteropatias inducidas por proteinas de
alimentos, se describe un mecanismo celular, pero sélo se puede establecer la
asociacion etioldgica con un alimento mediante el diagndstico clinico. Por otra
parte, en ciertas entidades, como la esofagitis eosindfilica, la dermatitis atépica
0 el asma parecen existir mecanismos patogénicos superpuestos en los que,
en muchas ocasiones se pueden establecer una sensibilizacion mediada por
IgE frente a determinados alimentos y un mecanismo celular, aunque, de
nuevo, la implicacion del alimento solo se puede realizar por la observacion
clinica. No se dispone de pruebas de diagndstico en éstas enfermedades, en
particular gastrointestinales, que pongan de manifiesto el alimento y el
mecanismo implicado. En muchos casos el diagndstico es exclusivamente
clinico, y la relacion con el alimento se sustenta por dietas de eliminacién y
provocacion con los alimentos implicados. En algunas ocasiones es precisa la

endoscopia o la biopsia intestinal para llegar al diagnéstico.

2.1 Reaccion Adversa a un alimento:
Consiste en la respuesta clinica anormal que se presentan determinados

individuos, atribuida a la ingestidn de un alimento (o aditivo), el cual es
perfectamente tolerado por la gran mayoria de las personas. Se trata por tanto
de un concepto amplio que abarca todo tipo de anomalia, sin dejar constancia

de su mecanismo.

2.2 Alergia o hipersensibilidad Alimentaria:
Es la reaccién adversa que presenta un individuo tras la ingestion de un

alimento de causa inmunolégica comprobada. Se produce so6lo en algunos
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individuos previamente sensibilizados y puede ocurrir después de la exposicidon

a muy pequefias cantidades de alimento.

2.3 Intolerancia alimentaria:

Es la respuesta clinica a un alimento en cuyo mecanismo de produccion no
interviene, o no ha podido demostrarse, un mecanismo inmunoldgico. Puede

incluir respuestas de tipo farmacolégico, metabdlico o de idiosincrasia.

2.4 Anafilaxia alimentaria:

Corresponde a la reaccion inmunolégica de hipersensibilidad ocasionada por
un alimento y mediada por anticuerpos de la clase IgE y liberacion de
mediadores. Es sindnimo de hipersensibilidad o alergia inmediata. Se trata de

una reaccion muy grave y puede poner en peligro la vida.

2.5 Anafilaxia alimentaria No IgE mediada:

Denominada anteriormente Reaccidon Anafilactica Anafilactoide. Es la reaccion
ocasionada por el alimento, clinicamente similar a la anafilaxia y ocasionada

por una liberacién de mediadores quimicos no inmunoldgicos (no IgE mediado).

2.6 Intoxicacion alimentaria:

Es el efecto indeseable causado por la accion de un alimento o aditivo, sin la
intervencidon de mecanismo inmunitario alguno, que puede resultar toxico
cuando se consume en grandes cantidades. Las toxinas pueden encontrarse

en los propios alimentos o ser liberadas por microorganismos contaminantes.

2.7 Intoxicacién alimentaria por contaminacién alimentaria:

Es el efecto ocasionado por alimentos contaminados por agentes infecciosos y
toxinas microbianas, por la polucion ambiental o por el uso inadecuado de

productos quimicos agricolas.

2.8 Idiosincrasia alimentaria:

Es la respuesta cualitativa y cuantitativamente anormal a un alimento o a un
aditivo, no relacionada con sus acciones fisioldgicas o farmacoldgicas y cuya
patogenia no es inmunolégica. Aparece en determinados grupos de personas

que pueden estar genéticamente predispuestass.
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2.9 Reaccién Alimentaria Farmacoldégica:

Es la que se produce ante un alimento o aditivo y los productos quimicos
naturales o afadidos que producen un efecto farmacolégico en el individuo.

Suele desencadenarse por la accidn de alimentos que contienen aminas.

2.10 Reaccion Alimentaria Metabodlica:

Es la reaccién adversa ante un alimento o aditivo, ocasionada por su accion
sobre el metabolismo del individuo. Suele presentarse por diversas causas no
inmunoldgicas, como la administracion simultdnea de ciertos farmacos, errores

innatos del metabolismo y deficiencias enzimaticas.

2.11 Sintomas de la alergia alimentaria
Hay que tener en cuenta que un mismo alérgeno alimentario no produce

siempre la misma sintomatologia y que la intensidad puede variar, por lo que
aunque las reacciones sufridas con anterioridad fueran leves, se pueden

producir reacciones mas graves sin motivo aparente.

La cantidad de alimento que provoca una reaccion también varia en cada

paciente, desde trazas hasta cantidades bastante elevadas.

Los valores de IgE especifica frente a los alimentos tampoco guardan relacién
con los sintomas, hay casos de reacciones graves con valores no muy altos y

con esas mismas cifras otro paciente puede tolerar el alimento.

2.11.1Sintomas digestivos:

e El Sindrome de Alergia Oral: picor de boca, lengua y garganta, que
coincide con la ingestion de alimentos, sobre todo frutas y hortalizas
frescas, marisco, etc.

e Vomitos, diarrea, dolor abdominal, de aparicion e intensidad variable,
dependiendo del alimento involucrado, y del grado de afectacion del

aparato digestivo.

2.11.2 Sintomas Cutaneos:
e Lesiones eritematosas, urticaria y habones en zona de contacto (bien
sea por contacto directo con el alimento o indirecto por contacto con
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personas que los hayan consumido) con afectacion de parpados,
manos, o afectacion generalizada.

e La dermatitis atépica (DA) puede ser exacerbada por alimentos como en
el caso de las proteinas de la leche de vaca, o de huevo. En estos casos
el papel de los alimentos es dificil de evaluar.

e Existen dermatitis por contacto con alimentos. Se trata de dermatitis de
contacto proteicas, que se producen habitualmente en el entorno laboral

en manipuladores de alimentos?.

2.11.3 Sintomas respiratorios:

También se han descrito en relacion con la alergia alimentaria casos de
hiperreactividad bronquial, con reacciones asmaticas, rinoconjuntivales
(estornudos, picor nasal y ocular, lagrimeo y congestion nasal). Estos sintomas
se pueden producir de forma aislada o bien en el contexto de reacciones

generalizadas.
2.12. Anafilaxia:

Es la reaccibn mas grave, y que requiere una intervencién inmediata.
Habitualmente se producen sintomas cutaneos respiratorios, hipotensiéon 6
generales ademas de la sintomatologia digestiva. En ocasiones se requiere la
presencia de otros factores, como la realizacién de ejercicio fisico, o la toma

previa de anti-inflamatorios no esteroideos ademas del alérgeno alimentario.

2.13. Tipos de reacciones alérgicas alimentarias

La cronologia de las reacciones alérgicas a alimentos varia dependiendo del

mecanismo implicado en la reaccion inmune causante de la reaccion?.

¢ Inmediatas: se producen al cabo de pocos minutos de ingerir el
alimento (menos de 30 minutos), por lo que la relacion causa-efecto
suele estar muy clara. Es el caso, por ejemplo del Sindrome de
Alergia Oral, inducido por la ingestion de melocotdén. Se detecta la
existencia de anticuerpos IgE especificos frente a los alimentos

responsables y con cierta frecuencia las reacciones pueden ser
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graves. También se pueden producir otros sintomas como urticaria,
angioedema, vomitos o anafilaxia.

e Diferidas: suelen comenzar al menos 2 horas tras la ingestion del
alimento y en ocasiones pueden aparecer al cabo de 24-48 horas. En
general este tipo de reacciones unicamente producen sintomas
digestivos (diarrea), y no suelen detectarse anticuerpos IgE
especificos.

e Tardias: aparecen varios dias después de la ingestion del alimento. El
sintoma mas frecuente en este caso es el empeoramiento de los

cuadros de dermatitis atopica.

2.14. Diagnéstico
Es necesario un apropiado diagnéstico alergologico, porque dependiendo de
los alimentos implicados y del tipo de reaccion (con o sin anticuerpos IgE

especificos) es posible:

e Predecir la posibilidad de reacciones cruzadas con otros alimentos

naturales o manufacturados.
e Prevenir la severidad de futuras reacciones.
e Hacer un prondstico sobre la posibilidad de remisién

e Instaurar el tratamiento mas adecuado, puesto que dependiendo del

mecanismo el tratamiento dietético puede diferir notablemente

e La posibilidad de una reaccién aguda grave puede requerir unas

recomendaciones terapéuticas muy precisas.

También hay que sefalar que con frecuencia la alergia alimentaria constituye el
primer paso de la llamada Marcha Alérgica, de manera que es frecuente que
pacientes que comienzan con alergia alimentaria terminen desarrollando otras

enfermedades alérgicas (dermatitis atopica, asma)®.

El diagndstico de la alergia alimentaria incluye dos obijetivos:

¢ Identificar el/o los alimentos responsables.
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Comprobar, si es posible, el mecanismo inmunolégico responsable de la

reaccion.

Etapas del diagndstico de la alergia alimentaria

En la primera se trata de identificar y relacionar la clinica del paciente
con el/llos alimentos. Se basa en la realizacion de la historia clinica del
paciente y en una exploracién fisica que orientaran sobre las pruebas a
realizar. En la segunda etapa se trata de identificar sensibilizacion
alérgica frente a alimentos. Para ello se realizan pruebas cutaneas con
un extracto proteico realizado con la materia prima que se sospecha, o
directamente mediante técnica prick-prick (que consiste en picar el
alimento con la lanceta y seguidamente realizar la prueba en la piel).
Estas pruebas se pueden complementar con la determinacion en sangre
de anticuerpos IgE especificos frente al alimento.

En una tercera etapa, puede considerarse necesaria la realizacién de
una prueba de provocacion controlada con alimento con el fin de
establecer un diagnéstico definitivo al establecer que la sensibilizacion
frente a determinado alimento es la responsable de los sintomas del
paciente. En ocasiones se tata de pruebas de tolerancia para comprobar
que la toma de un alimento no desencadena problemas. En cualquier
caso estas pruebas seran indicadas y realizadas por especialistas

entrenados especificamente y siempre en un medio hospitalario.

2.15. Evolucién de la alergia alimentaria

Las alergias alimentarias con frecuencia terminan desapareciendo, pero esto

depende en gran medida del alimento implicado, de la edad del paciente y de la

severidad del problema®.

Es mas probable que desaparezca una alergia a la leche de vaca que
una alergia al pescado o a los frutos secos.
También es mas probable que desaparezca una alergia alimentaria en

nifios pequefios que en adolescentes o adultos.
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e Es mas probable que desaparezcan alergias causantes de reacciones

leves que los casos graves.

2.16. Tratamiento

¢ |dentificar con precision los alimentos responsables.

e El especialista debera indicar con la mayor exactitud posible el
tratamiento, el prondstico, y el riesgo de eventuales reacciones agudas
como consecuencia de una ingestion inadvertida del alimento en
cuestion.

e El tratamiento eficaz para prevenir la alergia a alimentos es la estricta
eliminacion del alimento implicado de la dieta; en el caso de tener que
hacer una dieta de eliminacién muy amplia, habra que buscar alimentos
sustitutivos con el fin de confeccionar una dieta que cubra los
requerimientos nutricionales de la persona afectada.

e En los casos graves hay que tener especial cuidado con la alimentacion,
pues muchos alimentos alergénicos pueden aparecer en numerosos
productos de forma enmascarada o con denominaciones desconocidas y
pueden ser ingeridos inadvertidamente.

e |gualmente se deben extremar las precauciones en la manipulacién y
coccion de los alimentos.

e En el caso de reacciones potencialmente graves el especialista debe
proporcionar instrucciones precisas respecto a la manera de proceder, el
tratamiento de urgencia y otras indicaciones sobre la necesidad de
acudir a los servicios médicos de Urgencias.

e Es conveniente repetir peridédicamente la exploracion alergoldgica, con el

fin de ir valorando la evolucion del problema.

En ocasiones se recomienda la anotacion diaria de los alimentos ingeridos y los
sintomas experimentados con el fin de detectar los alimentos o el alimento que

producen la intolerancia alimentaria

También es importante evidenciar factores desencadenantes (cofactores) que

puedan facilitar o agravar las reacciones alérgicas alimentarias. Entre estos
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cofactores esta la realizacion de ejercicio fisico, la toma de medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y la ingesta concomitante de bebidas

alcoholicas?.

La realizacion de dietas restrictivas, que sélo incluyen una serie limitada de
alimentos muy poco alergénicos. Estas dietas se mantienen durante un periodo
variable de tiempo hasta conseguir la estabilidad clinica del paciente y
paulatinamente se van introduciendo los alimentos objetivando la respuesta.
Estas dietas generalmente se conocen como dietas de exclusion y son utiles
tanto para alergias como intolerancias alimentarias. Estas dietas necesitan una

estrecha supervision nutricional.
3. MICROBIOTA INTESTINAL

En la hipersensibilidad, las no dependientes de IgE frente a alimentos se han
atribuido a una alteracién de la inmunidad celular en ausencia de IgE especifica
frente al alérgeno. Afectan al tracto gastrointestinal y han aumentado en
incidencia en los ultimos afios, aunque hasta ahora su patogénesis es
desconocida y los estudios endoscoépicos en pacientes no han dado resultados
concluyentesm. Tienen consecuencias clinicas graves, como ocurre en el
sindrome de enterocolitis producida por alimentos (FPIES), una de las formas
mas severas de respuesta alérgica de tipo retardado a alimentos. Esta reaccién
se caracteriza por vomitos de repeticion, dolor abdominal letargo, hipotension y
posible shock después de la ingestion del alérgeno®. La enterocolitis inducida
por proteinas de la dieta aparece habitualmente durante los primeros meses de
vida, generalmente inducida por leche de vaca y soja. La ingesta repetida del
alimento origina un cuadro de vémitos de repeticién, diarrea cronica, fallo de
medro. Los sintomas remiten tras la evitacion del alimento, pero la
reintroduccion del mismo produce recurrencia de sintomas. Se estima que

afecta hasta el 0,34% de los lactantes durante el primer afio de vida.

En los ultimos afos se ha detectado un aumento en el numero de
publicaciones que describen este tipo de reacciones por otros alimentos
s6lidos como el arroz, cereales, pollo, frutas, pescado, siendo en estos casos
la edad de aparicion de sintomas posterior a los 4-7 meses de vida o

posteriormente’.
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En el intestino, tanto macrofagos como células dendriticas locales captan el
alérgeno ingerido, y comienzan su respuesta en ganglios mesentéricos. Las
acciones que ocurran vendran determinadas no solo por el alérgeno, sino por el
microambiente donde se encuentra la célula. La microbiota intestinal comensal
participa en el desarrollo de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa.
Durante el desarrollo vital hay una interaccion entre la microbiota y el sistema
inmune en mucosas. Alteraciones en esta flora comensal causan
enfermedades intestinales, incluyendo intolerancia o alergia alimentaria’. Son
distintos los factores que influyen en la constitucion de la flora intestinal, y ésta,

asi como la activacidén inmunitaria varia en las diferentes etapas.

Los avances tecnologicos en biologia molecular, han permitido un estudio
preciso de la microbiota y han revelado que, ademas de otras implicaciones
sistémicas, su papel en el mantenimiento de la homeostasis intestinal, es

mucho mas importante de lo que se suponia.

El microbioma humano puede definirse como el conjunto de los genomas de
todos los microorganismos presentes en el cuerpo humano. Es decir, se
considera que un ser humano es en realidad un super-organismo compuesto
por células humanas y microorganismos entre los cuales estan las bacterias,
las arqueas, los eucariotas y los virus®. En individuos sanos, la microbiota
previene tanto la expresion de genes de virulencia como la colonizaciéon por
bacterias patégenas mediante la competencia por los recursos nutritivos y por
los sitios de unidon a las células epiteliales. Pero ese equilibrio puede verse

alterado por diversas situaciones.

Actualmente no existe ningun estudio sobre la microbiota en enfermos de
FPIES’. Con un estudio del perfil microbiano, junto al conocimiento del
funcionamiento de la respuesta inmune innata, podremos saber si en estos
pacientes no hay un patrén microbiano normal y, por tanto no existe microbiota
comensal que ejerza un papel beneficioso y tolerante frente a alimentos
comunes. Son diversas las estrategias experimentales que estan siendo
utilizadas para estudiar los cambios en la microbiota intestinal en diversos
procesos patologicos. El mas intensivo y preciso, pero a la vez mas complejo y
caro, es la secuenciacion completa del metagenoma bacteriano. Este método
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permite conocer tanto la biodiversidad microbiana como las capacidades
funcionales que pueda tener la microbiota. Existen otras alternativas
experimentales, ya que diversos estudios muestran que no es necesario
monitorizar toda la gran biodiversidad microbiana intestinal, sino s6lo aquellas
poblaciones mas importantess. Entre esos otros abordajes experimentales, se
encuentra la amplificacion mediante PCR de los genes que codifican para el
16S rRNA, seguido de su analisis en electroforesis de agarosa en gel
desnaturalizante (DGGE por sus siglas en inglés). Esta técnica ha sido utilizada
con éxito en el estudio de ecosistemas bacterianos y, en el caso de la
microbiota intestinal, se ha utilizado para valorar el impacto de los antibiéticos
en pacientes de UCI® la translocacion bacteriana después de una intervencion

quirargica’, o la evolucion de la microbiota del recién nacido'®.

Los microorganismos viven en el trecho intestinal; las bacterias intestinales
desempefian un papel en la determinacion de la fuerza de reacciones
anafilacticas a los alérgenos presentes en los alimentos. La flora intestinal y los
diversos elementos del sistema inmune se entretejen de cerca y se influencian
mutuamente®.

La densidad de colonizacion microbiana alcanza sus cotas maximas en el
intestino, especialmente en el intestino grueso. EI nUmero de microorganismos
que lo colonizan 10 veces mayor al de las células de todo el organismo, hay
mas de 1.000 especies diferentes, siendo las bacterias las mas abundantes.
Algunas especies, habitualmente presentes en escaso numero pero que
también cumplen importantes funciones, en situaciones de alteracion de la
microbiota (desequilibrio), pueden actuar también como patégenas (patégenos

facultativos).

Se considera que la microbiota intestinal alcanza un estado proximo a la
madurez y estabilidad entre el segundo y tercer ano de vida, con cierta
variabilidad individual en funcién de la dieta, estilo de vida, edad, que pueden
hacer que se establezca un cierto predominio mas o menos estable de algunos

grupos microbianos.

La microbiota es decisiva para determinar estados de salud o enfermedad.

Los microorganismos que constituyen el complejo ecosistema que supone la
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microbiota intestinal, establecen con el organismo una estrecha relacién de
mutuo beneficio (simbiosis), y bien como microorganismos especificos, pero
fundamentalmente como grupos determinados o actuando toda en conjunto,

cumple importantes funciones:

e Resistencia y control de la colonizacion por gérmenes patdgenos
(patégenos facultativos enddgenos o propiamente invasores externos).

Digestion de los alimentos.
e Sintesis de vitaminas y absorcion de oligoelementos.

e Estimulacion, nutricion y estabilizacion de la integridad de la barrera

epitelial y de su capa mucosa protectora.

e Estimulacion, maduracion y diferenciacion de linfocitos y diferentes

estructuras inmunitarias.

e Estimulacion del peristaltismo con ayuda de acidos grasos de cadena

corta.

Para una funcién intestinal normal, es imprescindible que los diferentes
geéneros que constituyen la microbiota intestinal (Lactobacillus, Bifidobacterium,
Faecalibacterium, Enterococcus, Clostridium etc.) se encuentren en una
determinada cantidad, proporcion y equilibrio (dinamico)''. Cada uno de ellos,
tiene una funcion mas o menos especifica, por lo que tanto el déficit de alguno,
como el exceso de otros, pueden dificultar el normal funcionamiento del
sistema digestivo. Un desequilibrio cualitativo y/o cuantitativo de los
microorganismos integrantes de la microbiota saprofita normal, genera
una disbiosis intestinal que da lugar a disfunciones como la inflamacién crénica
de la pared intestinal, alteraciones de la permeabilidad (barrera selectiva entre
el medio interno y externo), pudiendo ser el origen de "intolerancias
alimentarias" (en realidad, alergia alimentaria tipo Ill), pero también de
alteraciones en el funcionamiento del sistema inmune de mucosas, con
repercusiones como alergias, dermatitis, infecciones recurrentes de mucosas,
etc. ya que como la investigacion cientifica esta poniendo en evidencia (cada

vez de forma mas relevante), el intestino juega un papel fundamental como
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centro del sistema inmunolégico y en el que los microorganismos actuan como

auténticos entrenadores constantes del mismo'’.

Dos estudios recientes de cohortes en humanos han identificado que una
reduccion de la microbiota gastrointestinal en una etapa precoz de la vida se
asocia con alergia a alimentos o sensibilizacion a alimentos'". No esta claro si
la diversidad microbiologica es autoprotectora, quizas porque lleva a aumentar
la diversidad del repertorio de células T reguladoras o si menos diversidad
bacteriana deja a las especies con una ausencia de proteccion critica. Hay
evidencia que algunas especies bacterianas tienen un efecto protector en el
contexto de alergia alimentaria'’. Se identificaron especies de Clostridium que
podrian conducir la expansion de células T reguladoras en el intestino grueso y
encontraron que la administracion de especies de Clostridium, bien de ratén o
humana, pueden suprimir el desarrollo de sintomas intestinales en un modelo

da alergia a alimentos.

3.1 Sindrome de enterocolitis inducida por proteinas alimentarias (FPIES)

El Sindrome de Enterocolitis Inducida por Proteinas Alimentarias (Food Protein-
Induced Enterocolitis Syndrome, FPIES), es una reaccion de hipersensibilidad
no IgE. En algunos casos, los sintomas pueden llegar a deshidratacion y shock.
Si bien cualquier alimento puede ser un desencadenante, los culpables suelen
ser la leche, la soja y los cereales. El cuadro a menudo se desarrolla en el
periodo de lactancia, normalmente, cuando al bebé se le agregan alimentos

solidos o leche artificial.

La mayoria de los nifios que padecen de FPIES solamente tienen uno o dos
alimentos desencadenantes, pero es posible que tengan reacciones a multiples
alimentos'2.Existen diferencias entre el FPIES y la alergia alimentaria de tipo
inmediato o IgE mediado. La mayoria de las reacciones alérgicas alimentarias
ocurren en tras la ingesta del un alérgeno. Las reacciones alérgicas no
inmediatas se producen algunas horas tras la ingestion del alimento. En la
mayoria de las alergias, la respuesta del sistema inmunolégico se incrementa

frente al alérgeno, alterando inmediatamente la respuesta inmune; aunque se
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describe que en las reacciones del FPIES, se desencadena una respuesta
mas celular del sistema inmunolégico en comparacion con la respuesta

humoral mediada por Inmunoglobulinas “tipo IgE”.

El FPIES generalmente tiende a la remision espontanea en unos afos. Se
deben definir qué alimentos son seguros y el momento de determinar la
introduccién del aliento implicado para comprobar la resolucién del mismo. Con
la adecuada atencion médica y un plan de dieta personalizado para asegurar la

nutricidon adecuada en los individuos que lo padecen.

4. EXPRESION DE HLA-G Y MOLECULAS DEL COMPLEJO MAYOR DE
HISTOCOMPATIBILIDAD
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Figura 3. Complejo Mayor de Histocompatibilidad. Carosella et al., 2005.

—
— X
—

La distribucion de HLA-G es limitada, se expresa en el timo, el ojo y la placenta
pero sobre todo en el citotrofoblasto extravelloso que invade el tejido decidual,
en el trofoblasto intersticial, en las células endoteliales de los vasos fetales y en
las arterias espirales maternas®’. El antigeno leucocitario humano G (HLA-G)
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es una molécula tolerogénica que puede ser expresada unida a membrana
como las isoformas insolubles (HLA-G1,-2,-3,-4) o como isoformas solubles
(HLA-G 5, 6, 7). Estas ultimas inducen apoptosis de células CD8+ activadas, y
modulan las respuestas citotoxica de los linfocitos T y las células NK. El HLA-G
unido a membrana inhibe la citdlisis mediada por células T y NK, e induce la
produccion de citocinas Th2. Existen evidencias de la expresion del HLA-G en
endometriosis, tales como su ausencia o localizacion en el tejido
endometriésico y en otros tejidos en los cuales puede ser inducida por

alteraciones inflamatorias en la mucosa epitelial o canceres epiteliales44.
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Figura 4. Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase | (MHC-I) y su interaccion con
Linfocitos T y Células NK. Tomado de J.M. Fernandez, M. Frias, L. Castro, J. Pefia.

HLA-G y sus funciones. Inmunologia en linea. 2000 *.

El locus del HLA-G fue descrito por primera vez por Geraghty en 1987,

denominandolo inicialmente como HLA-6.0. Este se identific6 durante una
investigaciéon de genes similares de la clase la. Para ello, clonaron el DNA
genomico que codificaba para un gen clase | (que no codificaba para HLA-A, -B
y -C) localizado en el fragmento de restriccion de 6.0 kb, generado por la
enzima Hind-IIl **. Este gen, tenia homologia con el HLA-A y B, excepto en la

ausencia del exdn 7, con un codon de terminacién en la regién citoplasmatica
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en el exdn 6. EI HLA-G se localizé en la region telomérica 6p21.3, muy cerca al
locus del HLA-A %,
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Figura 5. Mapa del Complejo Mayor de Histocompatibilidad en la regién cromosémica
6p21.3. Tomado de Rincén y Manrique. 2006.*

4.1 Polimorfismo del HLA-G

En contraste con el extensivo polimorfismo de los genes clase | clasicos del
HLA, se ha considerado bajo el grado de polimorfismo en el locus del HLA-G,
presentando una limitada heterogeneidad de secuencias y con pocos alelos
descritos. Se han descrito quince alelos del HLA-G*. El primer alelo descrito
por Geraghty fue el G*0101, es un alelo predominante en casi todas las
poblaciones. El alelo HLA-G*01011, no involucra sustituciones en la secuencia
de aminoacidos en comparacién a otros alelos, como el alelo G*0103
(Thr31Ser), G*0102 (GIn54Arg), G*01013 (Phe241Ser), G*0141, G*0142 y
G*01043 (Leu110Iso)*. EI G*0105N es el primer alelo nulo del HLA-G descrito.
Presenta una delecion de una citosina (1597 del C) en la tercera base del
codon 129 o en la primera base del codon 130, que causa un cambio
estructural alterando la secuencia de aminoacidos en el exén 3 (dominio a2) y

genera un codén de parada prematuro en el exdn 4. Ademas, presenta un
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polimorfismo alélico con una delecién/ insercién de una secuencia de 14 (14bp)

pares de base en el exon 8, en la region 3' no traducida.

El polimorfismo del HLA-G, en contraste con el extensivo polimorfismo de los
genes clase | clasicos del HLA, se ha considerado bajo el grado de
polimorfismo en el locus del HLA-G, presentando una limitada heterogeneidad
de secuencias y con pocos alelos descritos*. Quince alelos del HLA-G se han
descrito, 14 de los cuales se asignados por la nomenclatura del HLA™. El
primer alelo descrito por Geraghty el G*01011 (salvaje), es predominante en
casi todas las poblaciones, con una frecuencia variable de un 32% en
poblaciones alemanas/croatas en contraste a un 83% en poblaciones de
Ghana. El alelo HLA-G*01011, no involucra sustituciones en la secuencia de
aminoacidos en comparaciéon a otros alelos: como el alelo G*0103 (Thr31Ser),
G*0102 (GIn54Arg), G*01013 (Phe241Ser), G*0141, G*0142 y G*01043
(Leu110Iso) (11). EI G*0105N es el primer alelo nulo del HLA-G descrito,
presenta una delecion de una citosina (1597 del C) en la tercera base del
codon 129 o en la primera base del coddon 130, esto causa un cambio
estructural que altera la secuencia de aminoacidos en el exén 3 (dominio a2) y
genera un coddn de parada prematuro en el exéon 4. EI HLA-G*0105N se
encontré en una variedad de grupos étnicos con una frecuencia de 11,1% en
poblaciones africanas a un 0,6% en poblaciones danesas*’. No ha sido
encontrado en poblaciones caucasicas, americanas 0 japonesas. La
descripcion de individuos sanos homocigotos para el alelo G*0105N indica que
el HLA-G1 no es necesario para la supervivencia fetal*®*°. Sin embargo, por
analisis de secuencias en el exon 2 y 3 un extensivo polimorfismo del locus
HLA-G en mujeres africanas no emparentadas®®. La frecuencia reportada en
mujeres africanas es de un 39.3% para el alelo HLA-G*01011 el mas
predominante en la poblacion de estudio, seguido por el alelo G*01041
(20,4%), con una frecuencias similar a la reportada en Japoneses (38%) y
poblaciones Hutterite (20%), y se encontro el alelo nulo G*0105N con una
frecuencia relativamente alta de 11.1% en ésta poblacién que histéricamente
posee una gran cantidad de patdgenos, lo que hace especular que la reduccién

en la expresion del HLA-G.
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4.2 Isoformas de la molécula HLA-G
La secuencia y estructura del gen de HLA-G tiene gran homologia con los

genes HLA clase | clasicos, con ocho exones, siete intrones y la region 3’'UTR.
Los exones 6-8 (105 bp) codifican para el dominio a1, a2, a3, para la region
transmembranal y para el dominio citoplasmatico, respectivamente. Sin
embargo, HLA-G presenta un codon de parada en el exén 6 que difiere con los

genes HLA clase | clasicos*.

El gen del HLA-G codifica para siete formas proteicas o isoformas, resultado
del empalme alternativo de un mismo RNA precursor, cuatro ligadas a la
membrana (HLA-G1,-G2, -G3,-G4) y las otras tres son isoformas solubles
(HLA-G5, -G6,-G7)*. El HLA-G1 presenta los dominios a1, a2, y a3 (asociado
con la B2 microglobulina) que codifican para el dominio extracelular, unidos al
dominio transmembranal y un coddén de parada en el exdn 6, teniendo una
estructura similar a los antigenos de clase | clasicos*®. Los transcritos HLA-G2,
-G3, -G4, no incluyen el exon 3, exon 3 y 4, o el exdn 4, respectivamente
generando las isoformas truncadas. La isoforma G3 sélo presenta el dominio
a1, G2 el dominio a1y a3, y G4 el dominio a1 y a2, y tienen en comun la regién
transmembranal. Los mecanismos inusuales para generar las proteinas
solubles alternas del HLA-G incluyen un coddén de parada en el intron 4 para
las isoformas G5 y G6, mientras que G7 presenta un coddn de parada en el
intron 2. La molécula soluble completa HLA-GS contiene el péptido lider, los
dominios a1, a2, a3 y excluye el dominio transmembranal. La isoforma
truncada HLA-G6 no tiene el dominio a2 y excluye el dominio transmembranal,
mientras que G7 solo contiene el dominio a1. Todas las isoformas del HLA-G,
ligadas a membrana y solubles, tienen en comun el dominio a1 de la regién
extracelular, permitiéndoles mediar la proteccion de las células T y NK
mediante citdlisis. Los diferentes transcritos se encuentran en varios tipos
celulares pero son mas abundantes en tejidos placentarios, y en lineas
celulares de coriocarcinoma derivadas de la placenta (JEG-3)®. Se ha
encontrado expresion de HLA-G en leucocitos, especialmente en macrofagos,
células epiteliales timicas, en la camara anterior del ojo, asi como en varios
tipos de tumores y células de estroma durante condiciones de inflamacién y

malignidad48. La presencia de moléculas solubles en plasma y liquido
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amniotico, en biopsias de tumores y suero de pacientes trasplantados podria
implicar que estas isoformas actuan como mediadores de la induccion de

tolerancia inmune, o tengan un papel en la progresion de tumores y trasplantes.

4.3 Proteina HLA-G1

El ARNm HLA-G1 codifica una proteina de 39 kDa que contiene
los dominios a1, a2 y a3 unidos al dominio transmembrana codificado por
el exén 5 y a una reducida cola citoplasmatica, debido a la existencia de un
prematuro codon de parada en el exon 6. Esta isoforma presenta estructura
similar a otras moléculas de HLA de clase | en que esta cadena a se encuentra

asociada a la f2-microglobulina.

HLA-G1 HLA-G2 HLA-G3 HLA-G4 HLA-G5 HLAG6 HLA-G7
S A
HLa-¢1 [ HEREER RN el Ee|
HLAG: DESNNE &0 [ b5 SFee] 5s |
ma-cz: T AI
ma-cs TN _|LE67'<] Bl |
HLA-G5 T eEa53 |AE4 Yot | s 6 [
HLA-G6 LEr ] EZ‘J\JI E4 XE5 | E6 |
HLA-G7 [ E1 | E2%Y E8 |
* Stop codon

Figura 6. Isoformas de HLA-G. Tomado de J.M. Fernandez, M. Frias, L. Castro, J.
Peria. HLA-G y sus funciones. Inmunologia en linea. 2000 *,

Los estudios de esta isoforma indican que la funcién primaria de HLA-G1 es
actuar como inhibidor para células inmunocompetentes, contribuyendo al
establecimiento de una tolerancia periférica. HLA-G1 es reconocido por varios
receptores como los receptores ILT2 (/Immunoglobulin-like transcript)
expresado en células mielomonociticas, ILT4 expresado en monocitos-
macrofagos y células dendriticas, y p49/KIR2DL4 (CD158d) expresado en
células T. A través de estos receptores HLA-G1 puede interactuar directamente

con las células NK, T, B y otras denominadas APC. También se ha descubierto
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que HLA-G1 afecta a la produccion general de citocinas en linfocitos granulares
de la decidua de una forma no consistente en el paradigma Th1/Th2 (descenso
de la produccion de IL-10, IL-13, TNF-a, IFN-y y GM-CSF).

4.4 Proteinas HLA-G2, G3 y G4

Los transcritos primarios de HLA-G2, G3 y G4 que excluyen el exén 3 (para
G2), exdn 3 y exon 4 (para G3), y exon 4 (para G4), generan isoformas
truncadas que poseen solo el dominio a1l en HLA-G3, los dominios a1 y a3
para HLA-G2 y los dominios a1 y a2 para HLA-G4, unidos a la region
transmembrana (Figura 2). En relacién a sus funciones no se ha hallado

ninguna de especial relevancia.

4.5 Proteinas HLA-G5, G6, y G7

Las isoformas solubles de HLA-G estan desprovistas de las porciones
transmembrana y citoplasmatica, debido a la presencia de un codén de parada
en el intrén 4 (G5 y G6) o en el intrén 2 (G7) dejando una cola especifica C-
Terminal para estas formas solubles.

La isoforma completa HLA-G5 es una glicoproteina de 37 kDa que guarda
idénticos dominios lider, a1, a2 y a3 pero incluyendo la secuencia del intrén 4
que produce una region de lectura abierta que codifica para 21 aminoacidos
unidos al dominio a3 y excluye el dominio transmembrana. La isoforma HLA-G5
ha sido descrita en varios fluidos corporales, como el liquido amnidtico y suero
en mujeres embarazadas, pacientes con cancer, pacientes trasplantados del
corazon, etc. De igual manera la isoforma HLA-G6, mantiene la secuencia del
intron 4, dando lugar a una proteina soluble que carece del dominio a2. Se ha
sugerido la presencia de esta isoforma en la sangre materna durante el

embarazo.
El HLA-G7 es la isoforma que ha sido descrita mas recientemente, es una

proteina soluble de 17 kDa producida por una variante de splicing en la cual la

secuencia de lectura abierta continda en el intrén 2, el cual contiene un codoén

49



INTRODUCCION

de parada. HLA-G7 esta formada por el dominio a1 unido a dos aminoacidos

codificados por el intron 2.

4.6 Funciones del HLA-G

Interacciones del HLA-G con las NK: La actividad de las NK pueden
regularse por antigenos HLA clase |: algunos alelos HLA-C y -B presentes en
células blanco actuando como moléculas protectoras contra la lisis de las NK y
constituyen ligandos especificos para los receptores de las células NK S El
HLA-G inhibe la citélisis de las NK por dos vias principalmente liberando
senales inhibitorias a las NK. La primera, una via directa, a través de la
interacciéon con los receptores inhibitorios de las Natural Killer (KIRs),
incluyendo ILT2/LIR1 (presente en células NK, células mielomonociticas,
linfocitos T y B), ILT4/LIR2 (selectivamente expresado en monocitos,
macrofagos y células dendriticas), p49 (presente en células NK deciduales) y
KIR2DL4 (expresado en NK y linfocitos T) actuando directamente con el HLA-
G. Sin embargo, ILT2, ILT4, p49 pueden interactuar con otras moléculas clase |
del HLA4*®°%

El segundo mecanismo, una via indirecta, consiste en la interaccién con el
receptor CD94/NKG2 (miembro de la superfamilia de las lectina C) del HLA-E
(expresado en la superficie de las NK) que contiene un péptido lider derivado
del HLA-G inhibiendo asi las funciones del HLA-G y las Interacciones del HLA-

G con las NK®,

4.7 HLA-G y su Asociacion con Inflamacién y Alergias

En los procesos inflamatorios la expresion de los antigenos del HLA-G
antigenos son caracterizados por un bajo polimorfismo alélico, una distribucién
tisular limitada y la presencia de isoformas unidas a la membrana y solubles. La
presencia de moléculas de HLA-G en las dos formas se ha asociado con
funciones tolerogénicas contra la respuesta celular innata y adaptativa, ya que
los antigenos HLA-G son capaces de afectar a la citotoxicidad de células
asesinas naturales y linfocitos T CD8+, funciones de los linfocitos T CD4+ vy la

maduracion de células dendriticas. Ademas, el polimorfismo alélico del gen
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HLA-G (polimorfismo de delecién/insercion de una secuencia de 14 bp en el
exén 8, en la regidn 3' no traducida) se ha asociado a la generacién de un
mMRNA inestable y una menor produccion de proteinas sHLA-G, lo que sugiere

una diferente capacidad para contrarrestar la inflamacion®.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La alteracion genética de la molécula HLA-G puede suponer una modificaciéon
de la respuesta tolerogénica a alimentos. Las variantes del polimorfismo
delecion/insercion de una secuencia de 14 bp en el exon 8 y el alelo nulo
01:05N entre los pacientes alérgicos y los no alérgicos crean una
predisposicién a sufrir alergia y enteropatias como el FPIES. La composicion
de la microbiota intestinal puede tener un papel en la determinacion de la

respuesta a estos alérgenos.

OBJETIVOS

e Evaluar las caracteristicas clinicas de pacientes con alergia alimentaria

mediada y no mediada por IgE.

e Determinacién del polimorfismo delecion/ insercion de 14 bp en el exén 8 de

HLA-G en pacientes que presentan alergia alimentaria y sus controles.

e Valorar los niveles de la proteina soluble sHLA-G en pacientes que
presentan alergia alimentaria y relacionar estos niveles con su perfil

geneético para HLA-G.

e Correlacionar los resultados obtenidos del analisis de la microbiota intestinal
en pacientes con FPIES en edad pediatrica y su relacion con los resultados

obtenidos a nivel soluble de la proteina sHLA-G.

e Evaluar la prevalencia, caracteristicas clinicas y severidad de la patologia
alérgica. Establecer su relacion con los sintomas y recurrencia de la alergia

alimentaria.
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MATERIALES Y METODOS

1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio unilateral, observacional prospectivo, para determinacién de
marcadores de polimorfismo genético de HLA-G y sus niveles, deteccion de
proteina soluble sHLA-G en muestras de saliva y comparacién de los
resultados de los pacientes con alergia alimentaria y controles sanos.

2. SUJETOS DE ESTUDIO

La seleccién de pacientes de realizé en el Servicio de Alergia del Hospital de
Alicante, donde se realizo la toma de muestras de saliva de cada uno de los
pacientes y controles. Se evalu6é la respuesta alérgica por medio de un
cuestionario de sintomas, prick test cutaneo y determinacion de IgE especifica
sérica. El resultado positivo en las pruebas cutaneas y la determinacién de slgE
sérica a alérgenos alimentarios fueron cruciales para la distribucidon y
separacidon de la muestras en los distintos grupos de estudio. Los
sujetos/representantes legales entraron en el estudio sélo si habian firmado el
consentimiento informado y el correspondiente a la donacion de muestras

bioldgicas al biobanco para investigacion biomédica.

3. GRUPOS DE ESTUDIO

Se establecieron 4 grupos de Estudio:

e IgE Mediada: Pacientes con sintomas en los primeros minutos y las
pocas horas tras haber entrado en contacto con el alérgeno, y que
presenten sintomas de alergia alimentaria.

e No IgE Mediada: Tiene una base inmunitaria pero no es una
enfermedad mediada por IgE. Tiene unas caracteristicas especificas,
presentan sintomatologia alérgica y enteropatias como “FPIES”.
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e Controles Sanos: Pacientes sanos, sin sintomatologia alérgica.
e Otros Procesos Alérgicos: Pacientes con sintomatologia a otro tipo de

alérgenos no alimentarios.

Tamaio muestral: Dado que se trata de un estudio unilateral, se calcula un
tamano muestral para contrastar un area bajo la curva ROC diferente de 0.50.
Asumiendo un valor de 0.80, una confianza del 95%, una potencia del 80%,
una proporcion esperada de pérdidas del 15%, se obtiene un tamano muestral

total de 157 pacientes.

Criterios de inclusion:

e Pacientes entre 0-75 afios con sintomatologia de alergia alimentaria
(prurito, entumecimiento, edemas, habones y lesiones dermatoldgicas) y
sIgE sérica a alérgenos alimentarios tanto negativa como positiva.

e Conocimiento de la hoja de informacion del estudio y que aporten su

consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

e Embarazo o lactancia.

e Otras enfermedades inmunoldgicas.

e Pacientes que hayan tomado corticoides en los 3 meses anteriores a la
toma de muestras.

e Pacientes que hayan tomado antihistaminicos en las 2 semanas

anteriores a la toma de muestras.

Variables:

Demograficas y clinicas

e Sexo
e Edad

60



MATERIALES Y METODOS

¢ Anos de evolucién de la patologia alérgica
e Edad de inicio del cuadro alérgico
e Antecedentes familiares de atopia

e Tabaquismo

Biolégicas

e Resultado del prick test a alérgenos alimentarios

e |gE total y sIgE sérica

4. RECOGIDA DE MUESTRAS DE SALIVA Y ANALISIS DE DATOS

Previo consentimiento informado para la realizacion de la prueba y el
correspondiente a la donacion de muestras al Biobanco, de todos los sujetos se
obtuvieron muestras de saliva, y se conservd una muestra en el laboratorio de
Inmunologia, del Departamento de Medicina Clinica, de la Universidad Miguel
Hernandez.

Todos los datos demograficos, clinicos e inmunologicos fueron recogidos en
una base de datos y analizados con el paquete estadistico SPSS para
Windows version 22.0.

El estudio descriptivo de las variables cuantitativas de los sujetos en cada
grupo (edad, afios de evolucion, edad de inicio de los sintomas, niveles de IgE)
se realizé mediante estimacion puntual e intervalo de confianza para el 95% de
seguridad, tratando las variables como medias, desviaciones estandar y

medianas segun la distribucién de cada una de ellas.
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5. ASPECTOS ETICOS A TENER EN CUENTA

El estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con la Ley 14/2007, de 3 de julio,
de Investigacion Biomédica, la Declaracion de Helsinki (versién octubre 2013),
las normas de Buena Practica Clinica y la legislacion vigente en esta materia.
Todos los pacientes incluidos en el estudio han leido la Hoja de Informacién al
Paciente y firmado el Consentimiento Informado (ANEXO ). Todos los datos de
los pacientes se han mantenido anonimos mediante la asignacion de un doble
cédigo tanto a la muestra como al archivo de datos, y soélo personal
debidamente autorizado ha tenido acceso a los datos personales identificables.
Siempre se han mantenido los niveles mas altos de conducta profesional y
confidencialidad, cumpliendo con el articulo 7 de la Ley Organica 15/1999, de
13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

Con el fin de garantizar la confidencialidad de los datos de los pacientes
participantes, sélo ha tenido acceso a los mismos el investigador responsable y
su equipo de investigadores colaboradores, la persona encargada de realizar
las tareas de monitorizacion, el auditor en caso de que el estudio se sometiese
a una auditoria, el Comité Etico del Hospital de Alicante y las autoridades

sanitarias.

El tratamiento, la comunicacién y la cesion de datos de caracter personal de los
participantes en el estudio se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica
15/1999, de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la Ley 41/2002, de
Autonomia del Paciente.

Los proyectos de este tipo de estudios deben someterse a revisidn por un
comité independiente. Por ello, el presente estudio ha sido sometido para su

evaluacion al Comité Etico del Hospital de Alicante.
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Tipo de Muestra: Saliva

Este es un estudio de casos y controles, donde se ha determinado el
polimorfismo de insercion/delecion de 14 bp del exéon 8 de HLA-G, y la
deteccion de su forma proteica, ademas de su correlacion con alergias

alimentarias en los grupos de pacientes indicados.
Tipo de Muestra: Materia Fecal

En éste caso se obtuvo ésta muestra de 17 pacientes en edad pediatrica y 12
controles de la misma edad los cuales presentaron sintomas compatibles con
FPIES, en los cuales se observé un desarrollo de un cuadro clinico mas severo
y por lo tanto se realizd en éste grupo de pacientes la determinacion de un
perfil de la microbiota intestinal.

6. ESTANDARIZACION Y DETERMINACION DEL POLIMORFISMO
DELECION/ INSERCION EN DE LA SECUENCIA DE 14 BP EN EL EXON 8
DE HLA-G Y EL ALELO NULO 01:05N, EN MUESTRAS DE PACIENTES Y
CONTROLES QUE PRESENTAN ALERGIA ALIMENTARIA.

Control Positivo de las Técnicas

GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa): enzima implicada en
una de las reacciones mas importantes de la glucdlisis. A nivel genético hay

una expresion constitutiva del gen que codifica la enzima.

Linea Celular JEG-3: Linea celular de coriocarcinoma ovarico y placentario

que expresa de forma basal las isoformas G1 y G5 de HLA-G.
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6.1 Protocolo recogida de saliva con tubos Salivette®

Muestra: Saliva.

Los tubos deben mantenerse siempre verticales. Son estables 8 meses a 4°C.
El paciente deber haber estado un minimo de 30 minutos SIN: comer, beber

liquidos distintos del agua, lavarse los dientes o fumar.

e Extraer el tubo interior con la tapa y darselo al
paciente.

e El paciente sacara la torunda y la masticara muy

suavemente 1 minuto.

¢ Finalmente la retornara a su tubo y lo tapara.

¢ Insertar el tubo con la torunda en el tubo grande.

e Centrifugar 3 minutos a 1000xg (3000 rpm en
| una centrifuga con rotor de 9 cm de radio,

alternativamente 3 minutos a maxima velocidad).

? - ( e Tapar el recipiente, rotularlo y congelarlo a -
- 20°C.
b ﬁ&a
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6.2 Métodos de Extraccion de DNA

Kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

Tomar 1,5 ml de saliva del recipiente donde se obtuvo la muestra. Si
las muestras de saliva no se procesan inmediatamente, se deben

congelar a -20°C hasta su procesamiento.

Mezclar la saliva con 4 ml de buffer fosfato salino (PBS) pH 7.1, y
centrifugar a temperatura ambiente durante 5 min a 3000xg.

Resuspender el sedimento en 180 ul de PBS y RNasa A.

Anadir 20 pl de la solucion de proteasa (proteinasa K) y 400 pyl de
Buffer AL a la muestra. Mezclar inmediatamente por agitacién durante
15 s.

Incubar a 56 °C durante 10 min. Centrifugar brevemente para quitar
las gotas del interior de la tapa.

Anadir 400 ul de etanol (96-100%) a la muestra, y mezclar de nuevo
mediante agitacion en vértex. Centrifugar brevemente para recuperar
todo el liquido.

Aplicar cuidadosamente 700 pl de la mezcla a la columna de
centrifugacion QlAamp Mini (en un tubo de recogida de 2 ml) sin mojar
el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) durante 1
min. Colocar la columna de centrifugacién QlIAamp mini en un tubo de
recogida nuevo de 2 ml y desechar el tubo que contiene el filtrado.

Cerrar cada columna de centrifugacion con el fin de evitar la
formacion de aerosoles durante la centrifugacion.

Abrir con cuidado la columna y anadir 500 yl de tampdén AW1 sin
mojar el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a 6000xg (8000 rpm)
durante 1 min.

Colocar la columna en un tubo de recogida limpio de 2 ml y desechar

el tubo de recogida que contiene el filtrado.
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e Abrir con cuidado la columna y afiadir 500 yl de Buffer AW2 sin mojar
el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a toda velocidad a 20.000 xg,
14.000 rpm durante 3 min.

e Recomendaciones: Colocar la columna QlAamp mini en un nuevo
tubo de recogida de 2 ml y desechar el tubo de recogida con el filtrado.
Centrifugar a alta velocidad durante 1 min. Este paso ayuda a eliminar
la posibilidad de tampdén AW2.

e Colocar la columna de centrifugaciéon QlAamp mini en un tubo de
microcentrifuga limpio de 1,5 ml y desechar el tubo de recogida que
contiene el filtrado. Abrir con cuidado la columna de centrifugacion y
anadir 150 pl Buffer AE o agua destilada. Incubar a temperatura

ambiente durante 1 min, y luego centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

6.3 Cuantificacion de DNA: La muestra deDNA se cuantificara en el equipo
NanoDrop™ vy se realizara la medicion en las longitudes de onda de 260 nm y
280 nm. Tras la deteccion de las absorbancias, se determinara la
concentracion y la cantidad de muestra necesaria para realizar el

procedimiento de Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR).

6.4 Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) para determinar el
polimorfismo HLA-G 14 pares de bases insercion/ deleciéon del exén 8 y el
alelo nulo 01:05N.

Se extraera ADN gendmico a partir de las muestras de saliva de pacientes y

controles.

El polimorfismo en el exén 8 (3'-UTR) del gen HLA-G fue identificado por PCR.
Los primers empleados fueron (SIGMA):

GAPDH

Forward &- TGA TGA CAT CAA GAA GGT GGT GAA G-8
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Reverse 5’- TCC TTG GAG GCC ATG TGG GCC AT-3'
HLA-G

Forward 5- ATG GTG GGC TGT TTA TGT AAG CAC C-3'
Reverse 5-GGA AGG AAT GCA GTT CAG CAT GA-3'
Alelo Nulo 01:05N

Forward 5- CAC CCT CCA GTG GAT GAT TG-3'
Reverse 5'- CAG CAT CTC CTT CCC GTT CT-3'

La muestras de DNA se amplificaron en 50 pyl de una mezcla de reaccion que
contiene 0,5 unidades de Taq Polimerasa (Qiagen), dNTPs (2,5 mM cada uno)
(Qiagen), utilizando un sistema automatizado de PCR (termociclador
Mastercycler, Eppendorf). Se realizaron los siguientes ciclos: inicial 94 °C
durante 2 min, seguido de 30 ciclos a 94°C durante 30s, hibridacion a 60 °C
durante 30 s y extension a 72°C, con una fase adicional de extensiéon a 72 °C
durante 5 min. Los productos amplificados se visualizaron por electroforesis en
un gel de agarosa al 1,5%, que contenia bromuro de etidio (10 mg/ml). Los
productos de PCR tienen un tamafio de 210 y 226pb, o ambos, dependiendo

de la insercion/ delecion del 14bp en el exon 8.

7. DETECCION DE LA PROTEINA HLA-G POR LA TECNICA WESTERN
BLOT EN MUESTRAS DE SALIVA DE PACIENTES Y CONTROLES.

Muestras:

Se obtendran muestras de pacientes a alergias alimentarias y sus respectivos
controles procedentes del Servicio de Alergia del Hospital de Alicante.

Posteriormente seran tomadas y congeladas a -20 °C hasta su analisis.

67



MATERIALES Y METODOS

7.1 Cuantificacion de Proteinas:
Las muestras se cuantificaron utilizando el kit BCA Protein Assay de Novagen.

Este kit esta basado en la reaccion de Biuret en la cual una molécula formada a
partir de dos de urea (H2N-CO-NH-CO-NH>), la cual da una reaccion positiva a
la presencia de proteinas en una mezcla se puede determinar mediante la
reaccion del Biuret. El reactivo de Biuret contiene CuSO4 en solucién acuosa
alcalina (de NaOH o KOH). La reaccion se basa en la formacion de un
compuesto de color violeta, debido a la formacién de un complejo de
coordinacion entre los iones Cu®* y los pares de electrones no compartidos del
nitrdgeno que forma parte de los enlaces peptidicos presentando un maximo de
absorcion a 540 nm. El resultado de ésta reaccion es que, al agregar el reactivo
de sulfato de cobre junto a la solucién de proteina, se observa una coloracion
violeta, quedando en el fondo del tubo una tonalidad azul para reaccion
positiva. Pero en el caso de que se observe una coloracién amarilla, la
reaccion se torna negativa al no haber presencia de proteinas. Se cuantificaron

las proteinas y partiamos de una concentracion de 50 ug.

7.2 Concentracion de Proteinas:
Las muestras de de saliva se concentraron utilizando tubos Amicon Ultra de 0,5

ml de Millipore.
e Adicionar 500 pl de la muestra de saliva.
e Centrifugacion de las muestras a 14000xg por 30 minutos.

e Recoger el la muestra del fondo el tubo colector.

7.3 Técnica Western Blot:
Muestra

e Se tomaron 50 ug de la solucién de proteinas y se adiciond la tercera
parte del buffer de carga 3X Red Loading (New England)+ DTT como
agente reductor. Se calentaron las muestras 5 minutos a 95°C.

e Se realizd una centrifugacion 5 minutos a 13000 rpm.
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e Finalmente se cargaron las muestras en el gel y junto con un marcador

de peso molecular conocido.

Geles de Poliacrilamida
Preparacién de los geles: Separador y Concentrador.

Los geles se preparan mezclando, en un recipiente, los componentes indicados
en la Tabla 1. El persulfato y el TEMED inician la reaccién de polimerizacion,
por lo que se deben anadir en ultimo lugar y rapidamente proceder al llenado
con la mezcla (las cantidades indicadas dan para dos geles). La solucion de
acrilamida/bisacrilamida se debe utilizar con guantes y pipetear. Primero se

polimeriza el gel separador en el soporte para Mini geles de Bio-Rad.

Elaboracion del Geles

Reactivos Porcentaje Gel Concentrador

10 % 15 %
Agua Desionizada (ml) 4.02 2.34 Agua Desionizada (ml)  3.05
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 25 2.50 Tris-HCI0.5 MpH6.8  1.25
(ml) (ml)
SDS 10 % (ml) 0.1 0.1 SDS 10 % (ul) 50
Acrilamida-Bis (ml) 3.33 5 Acrilamida-Bis (ul) 650
TEMED ul 10 10 TEMED (ul) 10
Persulfato de Amonio 50 50 Persulfato de amonio 25
(ul) (ul)
Volumen total (ml) 10 10 Volumen total (ml) 5

Tabla 3. Elaboracién de los Geles Separador y Concentrador de Poliacrilamida.
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Electroforesis y Transferencia

Se cargaron en el gel con las diferentes muestras.

Realizamos la electroforesis en gel con un buffer de tris-glicina (TGS1X)
a un voltaje de 100-130 V durante 2 horas.

Transferimos el gel a la membrana de nylon (SERVA) a la medida del
gel, aprox. 8.5x5.5 cm, verificando que no queden burbujas entre gel y
membrana. La transferencia se realiza durante 1h a 100V, o a 30V toda
la noche a 4°C.

Verificamos que la transferencia si hubiese sido efectiva observando el
marcador de peso molecular en la membrana y no en el gel.

Extrajimos y lavamos suavemente la membrana de nylon en PBS1X-

0,1% de Tween-20 por unos segundos.

Bloqueo de la Membrana

Previene la unidn no especifica al anticuerpo primario y secundario de la

membrana.

Incubamos la membrana en solucion de bloqueo, PBS 1X + 0,1% de
Tween- 20+3 % de leche desnatada.

Lavamos la membrana con PBS 1X-Tween-20 al 0,1%, 10 min, 3 veces.

Incubacién con anticuerpos

Incubamos la membrana con el anticuerpo primario (clon MEM-G/1 y
clon MEM-G/4, Exbio). Realizamos una diluciéon de éste (1:500) en
PBS1X-Tween 0,1% + 3% de leche desnatada, durante 2 horas toda la
noche a 4°C en agitacion.

Lavamos la membrana 3 veces con PBS 1X- 0,1% de Tween-20, 10 min
en agitacion.

Incubamos la membrana con el segundo anticuerpo conjugado a
peroxidasa (Goat Anti-Mouse IgG HRP Conjugate, Merck Millipore).

Realizamos una dilucién de éste (1:1000) en PBS 1X-0,1% de Tween 20
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e y 3% de leche desnatada durante 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion.
e Lavamos la membrana con PBS1X-0,1% Tween 20, 10 min, 3 veces

antes de revelar.

Revelado

e Mezclamos el reactivo de quimioluminiscencia y H»O2 al 30% 1:1000
para obtener la solucion de deteccion.

e Removimos el exceso de tampon y afiadimos la solucion de deteccion
directamente e incubamos durante 1-2 minutos a temperatura ambiente.

e Retiramos el exceso de solucidén de deteccion y envolver en papel film
para revelar en el equipo Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-
Rad).

7.4 ELISA
Este ensayo emplea la técnica cuantitativa de inmunoensayo enzimatico

sandwich. Se emplea un anticuerpo especifico para HLA-G para revestir una
microplaca. Se utilizd6 un Kit de ELISA desarrollado por el laboratorio del
Profesor Gonzalo Rubio, Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular,
Inmunologia, Universidad de Murcia. Se utilizé de manera complementaria el

Kit comercial de ELISA para deteccion de HLA-G de la casa comercial EXBIO.
PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

ELISA sHLA:

e Las tiras de 8 pocillos Nunc-Immuno Plate MaxiSorp se recubrieron con
50uL/pocillo de AcMo MEM-G/9 a 5ug/mL en PBS 0.15M pH7.2 o
preferentemente en tampdn bicarbonato 0.05M pH9.6. Se agitdé e incubd
1h a 37°C y ON a 4°C. Se dejo la periferia sin mAb y con abundante
liquido.

e Lavamos 3 veces con 300uL de PBS-0.05% Tween-20.
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Saturamos con 200uL de PBS-2% BSA incubando 1 h a 37°C. Mientras
tanto, se descongelaron las muestras, el estandar SGUM o equivalente y
el ctr. G25. Agitamos con el vortex y centrifugamos 1 minuto en
minifuga. Preparamos una dilucion seriada "2 del estandar en tubos
eppendorf, diluyendo con su medio de cultivo: las muestra se diluyeron
minimo hasta 0.5 U/mL).

Lavamos 3 veces con 300uL de PBS-0.05% Tween 20.

Pipeteamos en todos los pocillos 25 uL de PBS al 1% en BSA.
Pipeteamos 25yl de los estandares, controles muestras y blancos (CM-
10 o su medio para estandares y controles, y PBS al 1% en BSA para
muestras). Incubamos 1h en agitacion a temperatura ambiente y otra
hora a 37°C sin agitacion.

Invertimos la placa y golpeamos sobre secante, y lavamos 6 veces con
300uL de PBS-0.05% Tween 20.

Anadimos 50ul del AcMo secundario biotinilado W6/32 diluido a 1/2000
(entre 1/1000 (0.1pg/mL) — 1/4000) en PBS al 1% en BSA. Agitar 5
minutos e incubamos ON a 4°C, y al dia siguiente 30 min en agitacion a
temperatura ambiente y 30 minutos a 37°C. Opcionalmente: 2h a
temperatura ambiente.

Lavamos 4 veces con 300uL de PBS-0.05% Tween 20.

Adicionamos 50uL de Estreptavidina-Peroxidasa diluida a 1/20000
(0.05pg/mL) en PBS-1% BSA (opcionalmente+0.05% Tween-20) e
incubamos 15 minutos en agitacion a TA y otros 15 minutos a 37°C.
Lavamos 5 veces con 300uL de PBS-0.05% Tween-20, con 1 minuto de
reposo con la solucion de lavado entre cada ciclo.

Anadimos 50uL del sustrato TMB (Sigma) e incubar 30 minutos en
oscuridad. Si se emplea OPD, 0.5mg/ml, 0.05% H202: 1 comprimido de
20 mg en 39.33 mL de tampdn citrato+0.667 uL de H,O2 3% (final
0.05%).

Paramos la reaccion con 50uL de HySO4 2N y agitar suavemente 5

minutos.
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e Se ley6 la absorbancia a: si TMB 450nm / si OPD 490nm con filtro de
referencia a 690nm.

e Calculamos las concentraciones mediante una grafica estandar U/mL
sHLA-G vs ABS ajustada obtenida de la dilucion seriada del estandar.

Se debe tener en cuenta la dilucion 1/2 de las muestras.

8. Secuenciacion y seleccion OTU

Recolecciéon de muestras y aislamiento de ADN

Tipo de Muestra: Materia Fecal

Las muestras fecales se recogieron y almacenaron inmediatamente a -20°C.
Posteriormente, las muestras se enviaron al laboratorio de la Dra. Yolanda
Sanz en IATA, Valencia. Alli se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.
Se utilizdé una alicuota de 150 mg de heces para aislar el ADN utilizando el Kit
de Aislamiento de ADN PowerFecal® (Mo Bio Laboratories) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Finalmente, se cuantificé el ADN gendmico fecal
por métodos UV y se obtuvo una alicuota de ADN de 20 ng/al para estudiar las
comunidades microbianas intestinales a través de la secuenciacion con
amplicon 16S. Las regiones hipervariables V4-V5 del gen rRNA 16S bacteriano
se amplificaron utilizando 20 ng de ADN (1 ul de alicuota diluida) y 25 ciclos de
PCR a 95°C durante 20 s, 40°C durante 30 s y 72°C durante 20 s. Phusion
High-Fidelity Taq Polymerase (Thermo Scientific) y los cebadores de codigo de
barras 6-mer SD-Bact-0563-aS-15 (AYTGGGYDTAAAGNG) y SD-Bact-0907-
aA-20 (CCGTCAATTYMTTTRAGTTT), que se dirigen a una amplia gama de
bacterias 16S rRNA genes se utilizaron durante la PCR.

Se purificaron a partir de reacciones triplicadas productos de PCR de doble

cbédigo de barras, que constaban de ~360 pb, utilizando el kit de ensayo de

ADN de ADN de lllustra GFX y gel de banda y se cuantificaron a través de

Qubit 3.0 y el kit de ensayo Qubit dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific). Las

muestras se multiplexaron combinando cantidades equimolares de ADN de
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amplicon (100 ng por muestra) y se enviaron a Eurofins Genomics GmbH
(Ebersberg, Alemania) para realizar la secuenciacion de alto rendimiento de
lllumina MiSeq con configuracion PE de 2x300. Los datos crudos fueron
entregados en archivos fastq y los extremos de pareja con filtrado de calidad se
ensamblaron usando el software Flash?%. La desmultiplexacion de la muestra
se llevdo a cabo utilizando la informacién de secuencia de los respectivos
codigos de barras de ADN y Mothur v1.36.1 suite de analisis 2*(. Después del
ensamblaje y la separacién de los cédigos de barras/cebadores, las secuencias
se procesaron para la eliminacién de la quimera utilizando el algoritmo
Uchime®’ y el conjunto de referencia SILVA de secuencias 16S%. La diversidad
alfa se calculdé con Mothurv1.36.1 usando los parametros de defecto y método
promedio en el paso de agrupamiento. Por consiguiente, la riqueza del Chao, la
uniformidad de Shannon y el indice reciproco de Simpson se calcularon
utilizando un subconjunto de 10.000 secuencias de alta calidad y una muestra
normalizada, seleccionada al azar después de barajar (10,000X) del conjunto
de datos original. La evaluacion taxonémica se realizé utilizando el clasificador
RDP (Wang et al., 2007). El enfoque de la Unidad Taxondmica Operacional
(OTU) -picking se realizé con el subconjunto normalizado de 10.000 secuencias
y el algoritmo uclust implementado en USEARCH v8.0.1623%. Se realiz6 un
analisis no paramétrico lineal discriminante (LDA)?® (entre los controles y los
individuos con alergia a las proteinas alimentarias (FPA) no mediada por IgE
para medir las diferencias entre las comunidades microbianas fecales a
diferentes niveles de taxonomia usando Lefse. Ademas, se utilizaron como
variables covariables en los enfoques de diversidad beta basados en las
distancias ponderadas Unifrac®® y en el analisis de Permanova a través de la

serie de andlisis qgiime®

Evaluacion dietética: Todos los participantes fueron instruidos sobre cémo
mantener un registro de comida de tres dias (ANEXO II, Ill). Se proporcioné
informacion detallada sobre como registrar los alimentos y bebidas consumidos
usando las medidas comunes de los hogares. Los registros de alimentos se
verificaron para su completitud y tres fueron excluidos del analisis de la ingesta
de alimentos debido a los registros de alimentos incompletos. Tres dias de
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registro de alimentos y se calcul6 para ellos la ingesta de macronutrientes. Los
nutrientes se estimaron utilizando el software open-source DIAL que incorpora
una amplia base de datos de composicion de alimentos espafola
(http://lwww.alceingenieria.net/nutricion/descarga.htm). Se calcularon las
medias y la desviacion estandar de las ingestas diarias de energia (kcal),
proteina (g), carbohidrato (g), grasa (g), colesterol (mg) y fibra (g). El t-test no
pareado se utilizd para comparar medias de grupo entre FPA y los controles.
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1. MUESTRA DEL ESTUDIO

La muestra estudiada se compuso de un total de 182 individuos, de los cuales
25 pacientes fueron excluidos debido a que no cumplieron los criterios de
inclusion. Finalmente la muestra fue de 157 pacientes con sospecha de alergia
alimentaria, que acudieron a la consulta del Servicio de Alergia del Hospital
General de Alicante. Tras el proceso de realizacion del prick test y de

diagndstico se distribuyeron en cuatro grupos:

Figura 7. Clasificacion de grupos de estudio utilizados para el estudio.
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1.1 GRUPO DE ESTUDIO

El tipo de estudio que fue planteado nos permite observar de forma
unilateral el posible impacto del polimorfismo de 14 pb del exén 8, el alelo
nulo 01:05N de HLA-G, la deteccion de la proteina soluble sHLA-G en la
mediacidn de la tolerancia en las alergias alimentarias, y su relacion con la
microbiota intestinal en pacientes con edad pediatrica. Este estudio se
realizdé en pacientes que se captaron en la consulta del Servicio de Alergia

del Hospital General de Alicante.

GRUPO

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado

CONTROL SANO 57 36,3 % 36,3 % 36,3
NO IgE MEDIADO 35 22,3 % 22,3 % 58,6
IgE MEDIADO 20 12,7 % 12,7 % 71,3
CONTROL OTROS @45 28,7 % 28,7 % 100,0
PROCESOS
ALERGICOS
Total 157 100,0 % 100,0 %

Tabla 4. Descripcion de los grupos de pacientes

1.2 DATOS DEMOGRAFICOS

Este estudio se realizd con pacientes que fueron seleccionados en la consulta
del Servicio de Alergia del Hospital General de Alicante, con sintomatologia
compatible con alergia alimentaria, y a otro tipo de alérgenos. La muestra se
clasificd en cuatro grupos: Controles Sanos, y pacientes No IgE mediados, IgE
Mediados y o con otros procesos alérgicos.

El procedimiento para obtener la mayor informaciéon de los pacientes en la
consulta de alergia permiti6 disminuir la pérdida de informacion de los
pacientes y de ésta forma poder realizar un correcto diagndstico.
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Fueron cruciales para la seleccion de los pacientes las siguientes herramientas:

La anamnesis: en la consulta ya que ésta aborda la realizacion de la historia
clinica y establece un correcto diagnéstico de cada uno de los pacientes y

controles.

Las Pruebas Cutaneas: éstas fueron realizadas por el personal de
experimentado de enfermeria del Servicio de Alergia del Hospital General de
Alicante, en las cuales de manera protocolizada y con extractos estandarizados
se pudo establecer el perfil alérgico alimentario en cada uno de los pacientes y
controles. La unica limitacion de ésta prueba es la ingesta de antihistaminicos
por parte de los pacientes, a los cuales se les informa de una manera previa el

no uso de éstos una semana antes de realizarse la prueba.

IgE Total y Especifica: La determinacion de la IgE total se realizé de manera
cuantitativa con InmunoCAP Total IgE en muestras de suero de cada uno de
los pacientes y controles. La determinacion de la IgE especifica presenta la
limitacion de no utilizar alérgenos especificos, sino que se utilizan extractos

alergénicos de alimentos.

InmunoCAP ISAC (Phadia): Esta técnica es un inmunoensayo de fase soélida
donde los componentes alergénicos estan inmovilizados de manera covalente
al sustrato sélido, en un formato de microarray. La fluorescencia se mide con
un escaner laser y los resultados se evaluan utilizando el software de
Microarray Image Analysis. Los valores superiores a 0.34 kU/I se consideraron

positivos.

Edad y Sexo

Edad: La edad de los pacientes y controles se encontré una media de 30 afios
en el grupo Control Sano; 19 afos en el grupo No IgE Mediado; 32 afios en el
grupo IgE mediado y de 38 afios en el grupo Otros Procesos Alérgicos.

Abarcando una diversidad de edades desde una nino de
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tres anos hasta un adulto de 70 anos, y en el grupo donde se observaron
pacientes con edad pediatrica corresponde a el grupo No IgE Mediado, debido
a que la mayoria de éstos presentaban un cuadro clinico de FPIES y por lo
tanto fueron nuestro principal objeto de estudio.

Sexo: En cuanto a la distribucidn por sexos, seencontraron en mayor
proporcion el porcentaje del género femenino en los grupos control sano, No
IgE mediado y otros procesos alérgicos, a diferencia del grupo IgE mediado,

donde fue similar el porcentaje tanto del género femenino como masculino.

Los pacientes seleccionados para el estudio se muestran reflejados en la
siguiente tabla. Encontramos una mayor proporcion de pacientes de género
femenino en los grupos control sano, No IgE mediado y otros procesos
alérgicos, a diferencia del grupo IgE mediado, donde fue similar el porcentaje

tanto del género femenino como masculino.

CONTROL NO IgE IgE OTROS TOTAL
SANO MEDIADO MEDIADO PROCESOS
ALERGICOS
EDAD 30,82 +12 19,59 +14 32,80 + 13 38,76+17 30,52+16
35 (61,4%) 24 (68,6%) | 10(50,0%) | 35 (77,8%) 104 (66,2%)
FEMENINO
22 (38,6%) 11 (31,4%)  10(50,0%) = 10 (22,2%) 53 (33,8%)
MASCULINO
TOTAL 57 35 20 45 157
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)

Tabla 5. Datos descriptivos de caracter demografico para el grupo de pacientes de estudio.

1.3 CARACTERISTICAS CLINICAS

Segun los resultados obtenidos, podemos observar en la siguiente tabla que la

sintomatologia clinica referida por los pacientes varia segun el grupo de

82



RESULTADOS

estudio. Los sintomas predominantes fueron vomito en 35 pacientes del grupo

No IgE Mediado; angioedema, urticaria y asma en 20 pacientes del grupo IgE

Mediado y Rinitis en 38 pacientes del grupo Otros Procesos Alérgicos.

SINTOMATOLOGIA

NINGUNA
VOMITO

ANGIOEDEMA, URTICARIA,
ASMA

RINITIS

RINITIS, EFECTO ADVERSO

A MEDICAMENTO
RINITIS,
INSECTOS
Total

URTICARIA A

GRUPO
CONTROL
SANO

57 (100,0%)
0,0%

0,0%

0,0%
0,0%

0,0%

57 (36,3%)

NO IgE

MEDIADO

(100,0%)

(22,3%)

0,0%
35

0,0%

0,0%
0,0%

0,0%

35

IgE OTROS TOTAL
MEDIADO  PROCESOS
ALERGICOS
0,0% 0,0% 100,0%
0,0% 0,0% 100,0%
20 0,0% 100,0%
(100,0%)
0,0% 38 (100,0%) 100,0%
0,0% 6 (100,0%) 100,0%
0,0% 100,0% 100,0%
20 (12,7%) | 45 (28,7%) 100,0%

Tabla 6. Porcentaje de pacientes por grupo de estudio segun sintomatologia clinica.

1.4 PRUEBAS CUTANEAS

Se realizaron pruebas cutaneas a cada paciente de los diferentes grupos de

estudio reflejandose el resultado en la siguiente tabla (Tabla 9). En los 35

pacientes del grupo No IgE mediado

negativas.

RESULTADO PRUEBAS
CUTANEAS

(PRICK-Test)/ALERGENO
NEGATIVO

POSITIVO
Total

GRUPO

CONTROL
SANO

57 (62,0%)
0 (0,0%)
57 (36,3%)

las pruebas de prick test fueron

NO IgE

35 (38,0%)
(0,0%)
(22,3%)

0

35

MEDIADO

IgE
MEDIADO

0 (0,0%)
20 (30,8%)
20 (12,7%)

Tabla 7. Relacion entre pruebas cutaneas y grupos de estudio.
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45 (69,2%) 65 (41,4%)
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157 (100,0%)
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1.5 RELACION DE ALERGENOS EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Respecto a los alérgenos a los que estaban sensibilizados los distintos
pacientes del grupo de estudio, se encontr6 un mayor numero de casos
positivos al pescado como alérgeno en el grupo No IgE Mediado en
comparacién con los otros grupos de estudio. En el caso del grupo IgE
Mediado se disponia de un mayor numero de casos positivos al alérgeno LTP,
y en el caso del grupo “Otros procesos alérgicos” se encontré un mayor nimero
de casos positivos a los alérgenos acaros y polen respectivamente. En la
siguiente tabla (Tabla 10), se refleja qué alérgenos han sido
predominantemente encontrados en relacion a los grupos de estudio por lo cual
podemos establecer diferencias entre el numero de casos positivos a los
diferentes alérgenos entre los diferentes grupos.

IgE
MEDIADO

POSITIVO
POSITIIVO
POSITIVO

N
~
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EPITELIO PERRO POSITIVO 0 0 0 8
NEGATIVO 57 35 20 37
EPITELIO GATO POSITIVO 0 0 3 11
NEGATIVO 57 35 17 34
EPITELIO CONEJO POSITIVO 0 0 1 4
NEGATIVO 57 35 19 41
EPITELIO CABALLO POSITIVO 0 0 1 1
NEGATIVO 57 35 19 44
VESPULA POSITIVO 0 0 0 1
NEGATIVO 57 34 20 44

Tabla 8. Relacion tipo de alérgeno y grupos de estudio.

2. DETERMINACION DEL POLIMORFISMO DELECION/INSERCION DE 14
PARES DE BASES EN EL EXON 8 DE HLA-G.

Utilizando la técnica de PCR descrita anteriormente para la deteccion de
productos gendémicos, se analizaron las muestras de DNA procedentes de
saliva de los 157 pacientes incluidos en el estudio. En contraste con el
extensivo polimorfismo de los genes clase | clasicos del HLA, se ha
considerado bajo el grado de polimorfismo en el locus del HLA-G, presentando
una limitada heterogeneidad de secuencias y con pocos alelos descritos. El
*0105N es el primer alelo nulo del HLA-G descrito, presenta una delecion de
una citosina (1597 del C) en la tercera base del codén 129 o en la primera base
del codon 130, esto causa un cambio estructural que altera la secuencia de
aminoacidos en el exdn 3 (dominio a2) y genera un codén de parada prematuro
en el exén 4. Por lo tanto es altamente probable la alteracion en la proteina
soluble sHLA-G y por tanto la no deteccion de ésta por los métodos
tradicionales de determinacion. Se realizé la determinacion del polimorfismo
delecion/insercién 14 bp del exén 8 de HLA-G y el alelo nulo 01:05N en cada

una de las muestras de ADN extraido a partir de saliva (Figura 6).
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GAPDH 240 pb

HaG  zsm )

HLA-G 223 pb
01:05N

Figura 8. Deteccion de polimorfismo ins/ins de 14 bp de HLA-G y alelo nulo 01:05N por PCR.

En la figura 8 se muestra un ejemplo de electroforesis en gel de agarosa al 2%
de muestras de ADN de los pacientes con alergia alimentaria los controles
sanos, donde podemos observar la amplificacion del control positivo GAPDH, el
polimorfismo de 14 pb de HLA-G con 226 pb y la amplificacion del alelo nulo
01:05N. La interpretacion que se denomina en éste tipo de ensayos a una
muestra es “amplificacion positiva” o “amplificacion negativa”. Con este ensayo
determinamos el perfil genético polimérfico de HLA-G en cada una de las

muestras de pacientes con alergia alimentaria y sus respectivos controles.

En algunas ocasiones hemos podido detectar en 7 muestras un perfil
polimoérfico donde se puede observar una amplicaciéon de “Doble Polimorfismo”

en algunas muestras en las cuales se puede establecer un perfil heterocigaético.

Figura 9. Determinacién del doble polimorfismo (ins/del) en un paciente con alergia alimentaria

no mediada por IgE.
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Posteriormente procedimos a realizar un analisis de los sintomas clinicos y su
correlacion con la deteccion de éste polimorfismo de 14 bp y el alelo nulo
01:05N en las muestras de cada uno de los pacientes con alergia alimentaria y
los controles sanos, para establecer una asociacion con la sintomatologia y su

respectivo cuadro clinico.

SINTOMATOLOGIA

MIMNGLUMNA,

WOMITO

ANGIOEDEMA, URTICARIA,
ASMA

RIMITIS

40 RIMITIS, EFECTO ADVERSO
A MEDICAMENTO

RIMITIS, URTICAR]A A
[MSECTOS v ARACMIDOS

209

MNiamero de Casos

10

o= T
POSITIV & MEGATIV A POSITIV A DOBLE
POLIMORFISMO

HLA-G POLIMORFISMO 14 pb AMPLIFICACION PCR

Figura 10. Asociacion de la sintomatologia y el polimorfismo de 14 bp HLA-G en cada una de

las muestras de pacientes con alergia alimentaria y controles sanos.

87



G0

307

30
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HLA-G 01:05N (ALELO NULO) AMPLIFICACION PCR

POSITIVA

RESULTADOS

SINTOMATOLOGIA

MINGLUMNA

WOMITO

ANGIOEDEMA, URTICARIA,
ASMA

RIMITIS

RIMITIS, EFECTO ADVERSO
A MEDICAMENTO

RIMITIS, URTICAR]A A
INSECTOS Y ARACNIDOS

Figura 11. Asociacion de la sintomatologia y alelo nulo 01:05N HLA-G en cada una de las

muestras de pacientes con alergia alimentaria y controles sanos.
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Figura 12. A) Frecuencia del polimorfismo de 14 bp de HLA-G en todas las muestras de los
grupos de estudio. B) Frecuencia del alelo nulo 01:05N de HLA-G en todas las muestras de los

grupos de estudio.
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HLA-G POLIMORFISMO 14 bp AMPLIFICACION PCR

Frecuencia Porcentaje
Valido POSITIVA 90 57,3
NEGATIVA 60 38,2
POSITIVA DOBLE 7 4,5
POLIMORFISMO
Total 157 100,0

Porcentaje
valido

57,3

38,2

4,5

100,0

RESULTADOS

Porcentaje
acumulado
57,3

95,5

100,0

Tabla 9. Frecuencia y porcentaje total del polimorfismo 14 bp HLA-G analizado en muestras de

saliva de pacientes con alergia alimentaria y controles sanos.

En el 57,3% de las muestras analizadas se encontr6 una amplificacion

POSITIVA del polimorfismo de 14 pb HLA-G.

El 38,2% de las muestras analizadas fueron NEGATIVAS para la amplificacion

del polimorfismo de 14 pb de HLA-G.

HLA-G 01:05N (ALELO NULO) AMPLIFICACION PCR

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido
Valido POSITIVA 23 14,6 14,6
NEGATIVA 134 85,4 85,4
Total 157 100,0 100,0

Porcentaje

acumulado
14,6
100,0

Tabla 10. Frecuencia y porcentaje total del alelo nulo 01:05N HLA-G, analizado en muestras de

saliva de pacientes con alergia alimentaria y controles sanos.
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Porcentaje total del polimorfismo de 14 bp de HLA-G

90%
%k *

80%

70%

60%

50%
H Positiva

40% M Negativa

= Positiva Doble Polimorfismo

30%

20%

10% |

0% -

Control Sano IgE No Mediado Igk Mediado Otros Procesos
Alérgicos

Figura 13. Porcentaje total del polimorfismo de 14 bp de HLA-G analizado en las muestras de

cada uno de los grupos de estudio. P valor <0.001.

En el grupo de controles sanos podemos establecer 17,5% de las muestras
analizadas se encontr6 una amplificacion POSITIVA, un 82,5% con una
amplificacion NEGATIVA y en ninguna muestra hubo amplificacion del doble
polimorfismo de 14 pb HLA-G. En el grupo de No IgE Mediados se detectd
amplificacion POSITIVA en un 71,4% de las muestras analizadas, un 8,6%con
una amplificacion NEGATIVA y de forma significativa, el 20%de pacientes con
amplificacion del doble polimorfismo de 14 pb HLA-G. En el grupo de IgE
Mediado se determiné que un 85% de las muestras analizadas contaban con
una amplificacion POSITIVA, un 15% con una amplificacion NEGATIVA y no se
observé amplificacion del doble polimorfismo de 14 pb HLA-G en este grupo de
pacientes. En el grupo de “Otros procesos alérgicos”, un 84,4% de las
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muestras analizadas fue de amplificacion POSITIVA, un 15,6% con una
amplificacion NEGATIVA del doble polimorfismo de 14 pb HLA-G.

Porcentaje total del alelo nulo 01:05N HLA-G

100% &

9 SO *
80%

70%
60%

50%

40% M Positiva

30% B Negativa

10%
0%

Control 5ano Igk No gk Mediado Otros
Mediado Procesos
Alergicos

Figura 14. Porcentaje total del alelo nulo 01:05N HLA-G, analizado en las muestras de saliva

de cada uno de los grupos de estudio.

En el grupo de controles sanos observamos que una amplificacién POSITIVA
en un 5,3% de las muestras analizadas, un 94,7% de muestras con una
amplificacion NEGATIVA. En el grupo de No IgE Mediado se observé una
amplificacion POSITIVA para el 28,6%de las muestras analizadas, y una
amplificacion NEGATIVA en un 71,4% de estas. En el grupo de IgE Mediado,
el 15% de las muestras analizadas fue de amplificacion POSITIVA, un 85% con
una amplificacion NEGATIVA. En el grupo de Otros procesos alérgicos se
detecté una amplificacién POSITIVA en el 15,6% de las muestras analizadas, y
amplificacion NEGATIVA en un 85,4% de dichas muestras.
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Figura 15. A) Frecuencia del tipo de polimorfismo de 14 bp ins/del de HLA-G. B) Recuento del
del tipo de polimorfismo de 14 bp ins/del de HLA-G.
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En el grupo de controles sanos observamos que una mayor frecuencia de
muestras con una amplificacion NEGATIVA. En el grupo de no IgE mediado,
IgE mediado y otros procesos alérgicos se evidencié una mayor frecuencia del
polimorfismo ins/ins a diferencia del del/del y del ins/del. Sélo en el grupo no
IgE mediado se observé un porcentaje bajo del polimorfismo ins/del, a

diferencia de los demas grupos de estudio.

3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LA PROTEINA
SOLUBLE sHLA-G.

Las determinaciones de la proteina a nivel soluble (sHLA-G) se realizaron a
partir de muestras de saliva de los pacientes con alergias alimentarias y
controles sanos. El analisis de la proteina HLA-G se establecid como
“‘Detectable” y “No detectable”, se defini6 como punto de corte de 3,91 U/ml
debido a que se establece como el limite de concentracion mas bajo del
estandar del kit de la casa comercial EXBIO, y se correlaciond posteriormente
con la presencia del polimorfismo a nivel genético y el resultado obtenido por la
técnica Western Blot. El estudio y la determinacién de ésta proteina a nivel
soluble sHLA-G fue crucial para establecer con claridad la deteccion o no
deteccion de ésta proteina por Western Blot, ya que se pudo definir en algunos
pacientes en los cuales no se observo la deteccidn de ésta proteina. En estos
se logré determinar una baja concentracién de pg/ml por ELISA, no detectada
por Western Blot; por lo que se demuestra la sensibilidad del ELISA puesto a
punto en este trabajo para sHLA-G.
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Porcentaje de Deteccion de la Proteina Soluble sHLA-G

80%

E Detectable
B Nodetectable

Control sano  Igk No mediado  Igk mediado  Otros procesos
alergicos

Figura 16. Porcentaje de deteccion de la proteina soluble sHLA-G a partir de muestras de

saliva de los grupos de estudio. P valor <0,001.

En el grupo control la proteina fue “Detectable” en un 66,7% de donantes, y
“‘No detectable” en un 33,3%. En el grupo No IgE Mediado se encontrd la
proteina “Detectable” en un 28,6% y “No detectable” en un 71,4%. En el grupo
IgE Mediado se encontré proteina “Detectable” en un 40% y “No detectable” en
un 60%. En el grupo “Otros procesos alérgicos” se encontré “Detectable” en un
55,6% y “No detectable” en un 44,4%. El grupo con un porcentaje mayor de
pacientes donde no se detecta HLA-G es el de alérgicos IgE No Mediados.
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Figura 17. Determinacion de la concentracién de sHLA-G en pg/ml en las muestras de saliva

de los grupos de estudio donde se observan las distintas concentraciones detectadas.

Control Sano

No IgE Mediado

IgE MEDIADO

ELISA sHLA-G CONCENTRACION PG/ML

Media

95% de intervalo de
confianza para la
media

Mediana

Varianza

Desviacion estandar
Media

95% de intervalo de
confianza para la
media

Mediana

Varianza

Desviacion estandar
Media

95% de intervalo de
confianza para la
media

96

Limite inferior
Limite superior

Limite inferior
Limite superior

Limite inferior

16,37

7,55
25,18

10,34
1103,47
33,21
7,31

1,68
12,95

1,31
269,06
16,40
7,18

0,63
13,74
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Mediana Limite superior 2,10

Varianza 196,11

Desviacion estandar 14,00
IgE MEDIADO Media 6,31
CONTROL OTROS 95% de intervalo de 3,39

Limite inferior

PROCESOS confianza para la PR : 9,24
ALERGICOS media Limite superior
Mediana 3,00
Varianza 94,84
Desviacion estandar 9,74

Tabla 11. Determinacién de la concentracién de la proteina HLA-G soluble (sHLA-G) realizada

en las muestras de saliva en los diferentes grupos de estudio.

Se establecié una media de 16,37 pg/ml de concentracion de sHLA-G en el
grupo de controles sanos. El grupo IgE No Mediado presenté una media de
concentracion de sHLA-G de 7,31 pg/ml. En el grupo IgE Mediado se evidenci6
una media de concentracion de sHLA-G de 7,18 pg/ml, y finalmente en el grupo
Otros Procesos Alérgicos se detectd una concentracion de sHLA-G de 6,31

pg/ml.

Estas diferencias en la concentracion de la proteina HLA-G soluble pueden
deberse a distintas variaciones a nivel genético de HLA-G determinadas en
este estudio, como la presencia del polimorfismo de 14 bp en el ex6n 8, y la
presencia del alelo nulo 01:05N. Por lo tanto procedimos a realizar una
comparacion de éstas variaciones genéticas de HLA-G, y la concentracion y
deteccidon de sHLA-G por la técnica de ELISA.

97



RESULTADO
ELISA sHLA-G

RESULTADOS

CONTROL IgE
SANO MEDIADO

Tabla 12. Recuento del nUmero de muestras positivas y negativas para el polimorfismo 14 bp

de HLA-G en comparacion con la deteccion de la proteina soluble HLA-G (sHLA-G) en saliva

de controles y pacientes de los diferentes grupos de estudio.

98



RESULTADO COMPARATIVO ELISA sHLA-Gy HLA-G 01:05N (ALELO NULO)

HLA-G 01:05N (ALELO NULO) AMPLIFICACION

PCR

AMPLIFICACION

POSITIVA

AMPLIFICACION

NEGATIVA

Total

Tabla 13. Recuento del numero de muestras positivas y negativas para el alelo nulo 01:05N de

HLA-G con respecto a la deteccion de la proteina soluble HLA-G (sHLA-G) en los distintos

ELISA

sHLA-G

Total

ELISA

sHLA-G

Total

ELISA

sHLA-G

Total

grupos de estudio.

En las tablas 14 y 15 podemos observar la comparacion del patron genético de
HLA-G de los pacientes con el perfil de deteccidon proteica de sHLA-G, en las
muestras de los distintos grupos de estudio.

Los pacientes donde se detecta mas sHLA-G es en el grupo Control en

comparacién con el grupo No IgE Mediado donde se detecta una menor

DETECTABLE

NO

DETECTABLE

DETECTABLE

NO

DETECTABLE

DETECTABLE

NO

DETECTABLE

concentracion de sHLA-G.

CONTROL

SANO

37

54

38

57

99

GRUPO
No IgE IgE
Mediado MEDIADO

10

10

10

15

25

10

25

35

17

12

20

RESULTADOS

CONTROL

OTROS

PROCESOS

ALERGICOS

0

7

25

38

25

20

45

Total

22

23

80

54

134

81

76
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4. DETECCION DE LA PROTEINA HLA-G POR LA TECNICA WESTERN
BLOT EN PACIENTES CON ALERGIA ALIMENTARIA Y CONTROLES
SANOS.

Con el objeto de realizar la determinacion de la proteina HLA-G realizamos la
deteccion de dicha proteina utilizando la técnica Western Blot. La proteina
HLA-G tiene un peso de 37 kD. Realizamos la determinaciéon de esta proteina a
partir de muestras de saliva de los pacientes y controles de los diferentes

grupos de estudio.

250D JEG3C1 C2 C3

— 150
— 100
HLA-G

mHEEee

50

37

- 25
— 20

15

— 10

Figura 18. Determinacion de la proteina HLA-G de 37 kD por la técnica Western Blot.

IgE No Mediado IgE Mediado

100



RESULTADOS
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Figura 19. Determinacién de la proteina HLA-G de 37Kd por la técnica Western Blot en
muestras de pacientes con alergia alimentaria y sus controles. Se emple6 como anticuerpo
primario MEM-G/1 a dilucién 1:500 y un anticuerpo secundario anti-mouse HRP en una diluciéon
1:1000 en tampén PBS-T con 5% de leche desnatada. C1-C3: Controles sanos, P1-P3:

pacientes con alergia No IgE Mediada.

Las muestras identificadas como C1, C2, C3 son muestras de controles sanos,

en los cuales se espera encontrar la glicoproteina de 37 KD correspondiente a
HLA-G. La muestra identificada como JEG-3 corresponde a la proteina que se
detecta en el sobrenadante de una linea celular que expresa de forma
constitutiva HLA-G, y que empleamos como control positivo del ensayo. Las
muestras identificadas como P1, P2, P3, son muestras que corresponden a
pacientes con alergia alimentaria No IgE Mediada y en los cuales no se detecta
HLA-G; en los IgE Mediados se detecta la proteina HLA-G.

101



RESULTADOS

T P '3 e JEGES P mD P3
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37 kD

Figura 20. Determinacion de la proteina B-Actina por Western Blot en muestras de saliva de
pacientes con alergia alimentaria y sus controles. En ésta figura podemos observar la cantidad
de proteina en cada carril de las muestras y por lo tanto evidenciar la presencia de proteinas
totales en cada uno de los carriles de las muestras, por lo tanto ésta proteina puede

establecerse como control en cada una de nuestras muestras.

Porcentaje total de proteina HLA-G por la técnica Western Blot

80%

E Detectable
B Nodetectable

Control sano  Igk No mediado Igk mediado  Otros procesos
alergicos

Figura 21. Porcentaje total de muestras donde se detecta la proteina HLA-G por la técnica

Western Blot, en cada uno de los grupos de estudio. P valor <0,001.
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En el grupo de Controles sanos se detectdo HLA-G en el 68,4% de las muestras
analizadas, mientras que en el grupo de No IgE Mediado sélo se detectd en un
28,6%. En el grupo de IgE Mediado se observo presencia de proteina HLA-G
en un 40% de las muestras y en el grupo de Otros Procesos Alérgicos en un
52,6%. El nivel de proteina menor se observa, por tanto, en los pacientes con
alergias no mediadas por IgE en comparacion con los IgE mediados.

5. MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES CON EDAD PEDIATRICA

La composicion de la microbiota intestinal se ha descrito como un factor
importante en el tipo de respuesta que se da a antigenos alimentarios. Dado
que la deteccidn de la proteina HLA-G fue significativamente menor en los
pacientes con respuestas alérgicas no mediadas por IgE, nos propusimos
evaluar el perfil de la microbiota intestinal en muestras de materia fecal en
estos pacientes y sus respectivos controles por edad, para después
correlacionar dichos datos con los obtenidos para HLA-G. Se recogieron
muestras fecales a los pacientes del grupo, en este caso la mayoria de edad
pediatrica, y se realizd un cuestionario con caracteristicas clinicas y de habitos

de alimentacion de los distintos pacientes y controles (ANEXO lIl, IV).

Las principales caracteristicas clinicas de los grupos se muestran en la Tabla
16. El tipo de nacimiento se considera un factor que influye en la composicion
de la microbiota y, por lo tanto, se ha considerado como un determinante en la
composicion posterior de la microbiota intestinal del individuo.

Se compararon las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes y
controles del estudio, y se clasificaron segun el tipo de nacimiento. Se encontré
un mayor numero de nacidos por cesarea (62,5%) en pacientes en
comparacién con los controles (25%). También observamos un porcentaje
menor de pacientes que fueron alimentados exclusivamente con leche materna
(12,5%), en comparacién con el grupo control (45,45%). La diferencia fue
estadisticamente significativa entre los controles sanos y el grupo IgE No
Mediado.
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Pacientes % Controles % p valor*
(n=17) (n=12)
Género
Femenino 10 58.82 8 66.67 | 0.67
Masculino 7 4118 4 33.33
Tipo de Nacimiento
Cesarea 10 625 3 25.00 0.05
Vaginal 6 375 9 75.00
Tipo de Alimentacién
Leche Materna 2 12.50 | 5 45.45  0.06
Férmula 1 625 0 0.00 0.40
Mixta 13 81.25 6 54.55  0.14
Parametros de Escala Bristol para
evaluar habitos Intestinales
Normal 11 73.33 8 66.67 0.71
Estreiiimiento y Diarrea 4 26.67 | 4 33.33
Ingesta materna de antibiéticos 5 3125 2 16.67 0.38
durante el embarazo o la lactancia
Ingesta probiética materna durante | 10 7143 8 66.67 | 0.79

el embarazo o la lactancia

Tabla 14. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes del grupo IgE No Mediado y

los controles. *p valor (Chi-cuadrado).
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5.1 Ingesta de alimentos

Las ingestas diarias medias en términos de energia, proteinas, grasas y
carbohidratos en pacientes y controles se muestran en la Tabla 17. Se observé
un consumo ligeramente inferior de energia, proteinas y carbohidratos en los
pacientes; sin embargo, ninguna de las diferencias en la ingesta de energia o
macronutrientes fue estadisticamente significativa y, por lo tanto, no se

consideraron en los analisis posteriores.

Pacientes (n=17) Controles (n=11)
Nutrientes Media DS Media DS p valor
Energia (kcal) 2017.47 487.19 2211 373.6 0.25
Proteina (g) 80.05 21.37 92.31 26.35 0.21
Proteina (%) 15.96 14.9
Carbohidratos (g) 227 59.24 252.73 62.19 0.29
Carbohidratos (%) 47.16 47.54
Grasa (g) 83.71 26.92 88.03 16.13 0.6
Grasa (%) 36.86 35.94

Tabla 15. Medida y desviacion estandar (DS) de energia, proteinas, carbohidratos y consumo

de grasa en pacientes y controles incluidos en el presente estudio.
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5.2 Evaluacién de la composicion de la microbiota intestinal en Pacientes
en Edad Pediatrica

Se analizé la diversidad microbiana y la composicion de microbiota en las
muestras fecales de 17 pacientes en edad pediatrica y 12 controles. Se
observé que la comunidad microbiana intestinal de los pacientes no difiere
drasticamente de la de los controles en términos uniformidad y numero de
especies bacterianas (figura 21). Se realizé una secuenciacién de las muestras
de materia fecal y posterior analisis de diversidad beta, basado en la
abundancia y relaciones filogenéticas entre las 623 OTU (Operational
Taxonomic Unit). Este enfoque fue util para evaluar el impacto de diferentes
variables sobre la estructura de la comunidad microbiana ademas del estado

de la enfermedad.

Se analizd el perfil de la microbiota intestinal de acuerdo a las diferentes
variables compiladas para todos los sujetos, tales como dieta, sexo, tipo de
parto, tipo de leche de alimentacién, y estado de salud. Ademas, para el
analisis se tomaron en cuenta resultados nulos indicando que la dieta, el
género, el modo de administracion y el tipo de alimentacién en cuanto a la
leche ingerida, no influyen significativamente en la estructura de la comunidad
microbiana observada tanto para pacientes como para controles. Con el fin de
identificar con precision las especies alteradas en la disbiosis asociada a las
alergias alimentarias, se evalud la distribucion de las especies microbianas
presentes en las heces de controles y pacientes mediante la realizacion de

analisis de taxonomia de alta calidad de ADN como se observa en la figura 21.
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Figura 22. Diversidad microbiana en muestras de controles y pacientes con alergia alimentaria

IgE No Mediada en edad pediatrica.

La distribucion taxonomica a nivel de Phylum no obtuvo diferencias en la
composicion de microbiota entre individuos controles y pacientes con alergia
alimentaria. Un analisis de OTU para determinar las especies probables
presentes diferencialmente en la microbiota de pacientes y controles condujo a
identificar una lista de especies diferencialmente asociadas con el estado de
salud o de alergia alimentaria de acuerdo a una puntuacién LDA (analisis
discriminante lineal) mayor de 3, los resultados podemos observarlos en la
tabla 18.
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OTU2 Control Faecalibacteriumprausnitzii(98) 4.57 0.0106
0OTU241 Control Bacteroidesovatus(99) 4.08 0.0149
OTU34 FPA Eubacteriumhallii(98) 4.03 0.0316
OTUS0 Control Parabacteroides distasonis(100) 3.52 0.0316
OTU46 FPA Spiroplasmasabaudiense(84) 3.49 0.0063
0OTU42 FPA Ruminococcusalbus(93) 3.47 0.0002
OTU37 Control Intestinomonas butyric producens(95)  3.38 0.0425
OTU540 Control Bacteroidescaccae(99) 3.35 0.0285
OTuU23 Control Enterococcus hirae(100) 3.33 0.0231
OTU26 Control Parabacteroides merdae(100) 3.25 0.0257
OTuU47 Control Lactobacillus hominis(100) ~  3.22 0.0090
OTU59 Control  Weisellaconfusa (100) . 3.19 0.0073
OTU68 Control ~ Ruminococcuschampanellensis(96) 3.18 0.0015
OTU83 FPA ~ Parabacteroides goldsteinii(100) 3.13 0.0339
OTU73 FPA _ Lactococcustaiwanensis(100) 3.00 0.0056
OTU105  FPA Blautiaproducta (96) 3.00 0.0316

Tabla 16. Lista de las OTU asociadas al estado de salud.

A) OTU (especies) que exhiben una proporcion mas alta en controles o en
pacientes con alergias alimentarias.

B) Asignacion de taxonomia basada en la mejor compatibilidad frente a la base
de datos del gen 16S referencia del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) teniendo en cuenta la alineacion completa de la OTU.

C) La asignacion taxondmica basada en una identidad de secuencia inferior al
97% podria corresponder a una especie diferente pero estrechamente
relacionada con la descrita.

D) LDA,

E) p valor segun LEfSe analysis.
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La lista anterior de probables especies microbianas asociadas con la salud o el
estado de la enfermedad coinciden con los datos obtenidos a partir de
comparaciones a nivel familiar. Asi mismo, varias especies pertenecientes a las
Ruminococcaceae (F. prautsnitzii, R. champanellensis, I. butyric producens),
Lactobacillaceae hominis), y Leuconostocaceae (W. confusa) se encontraron
en mayor proporcidn en los individuos control, mientras que especies como
Eubacteriumhallii 'y Blautia spp, especies pertenecientes a la familia
Lachnospiraceae, fueron mas abundantes en pacientes con alergia alimentaria
no mediada por IgE. Ademas, algunas especies de Bacteroidaceae (B.ovatus,
B.caccae) y Porphyromonadaceae (P.distasonia, P. merdae) también estan

asociadas con buen estado de salud.

Limitaciones del Estudio

En el grupo No IgE Mediado los pacientes se eligieron de un grupo de nifios
seleccionados que presentaban enterocolitis por pescado.

El anticuerpo primario utiizado como reactivo de captura en nuestra
investigacion no permite distinguir entre las diferencias isoformas y dado que
no se realizé un analisis especifico de PCR de transcripcion inversa en el ARN
de las células de la mucosa oral, se desconoce la naturaleza precisa de las
moléculas de HLA-G detectadas. Se utilizé el anticuerpo MEM-G/1 y MEM-G/4,
los cuales reaccionan con la cadena pesada de HLA-G desnaturalizada. El
epitopo reconocido solo esta presente en las moléculas HLA-G y G5, por lo
tanto es posible que éstas sean las isoformas que estaremos observando en el
Western Blot.
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DISCUSION

DISCUSION

1. PERFIL CLIiNICO DE LOS PACIENTES

La alergia alimentaria es una respuesta de hipersensibilidad a alimentos que
inicialmente son inofensivos, y que implican al sistema inmunitario en su
desarrollo. Identifica de forma incorrecta ciertos componentes de los alimentos
como nocivos®’. La reaccién puede ocurrir en minutos o0 unas pocas horas. La
gravedad de una reaccion alérgica puede variar en intensidad y grado entre

individuos.

Dichas manifestaciones pueden ser orales (sindrome alergia oral, o SAO, que
es una reaccion alérgica que generalmente solo afecta a la boca y la garganta)
cutaneas como la urticaria, o sistémicas. En el caso de las reacciones de tipo
retardado cursan con sintomas gastrointestinales aislados y las entidades mas
frecuentemente descritas son (enteropatia, enterocolitis y proctocolitis
alérgica) que provocan sintomas gastrointestinales variados, los cuales son
trastornos clinicos en general transitorios, mas frecuentes en el lactante, por la
inmadurez de los componentes de su barrera intestinal y de su sistema
inmunoldgico, que hace que el organismo del nifioc se encuentre mas

desprotegido frente a los alérgenos alimentarios®®.

En nuestro grupo de pacientes se evidencié una diversidad de edades desde
un nifo de tres afnos hasta un adulto de 70 afios, y en el grupo donde se
observaron principalmente pacientes con edad pediatrica fue en el grupo IgE
No Mediado. Debido a que la mayoria de éstos presentaban un cuadro clinico
de FPIES los cuales fueron nuestro principal objeto de estudio para

determinacién del perfil de microbiota intestinal®®: 8% *°.

En cuanto a la distribucién por sexos, se encontraron en mayor proporcion el
porcentaje del género femenino en los grupos control sano, IgE No mediado y

otros procesos alérgicos, a diferencia del grupo IgE
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mediado, donde fue similar el porcentaje tanto del género femenino como

masculino®'.

Los resultados obtenidos en la sintomatologia clinica referida por los pacientes
varian segun el grupo de estudio®’. Se realizaron pruebas cutaneas a cada
paciente de los diferentes grupos de estudio reflejandose que los alérgenos a
los que estaban sensibilizados los distintos pacientes del grupo de estudio
fueron el pescado como alérgeno principal en el grupo No IgE Mediado en
comparacion con los otros grupos de estudio. En el caso del grupo IgE
Mediado se disponia de un mayor numero de casos positivos al alérgeno LTP,
y en el caso del grupo “Otros procesos alérgicos” se encontré un mayor niumero
de casos positivos a los alérgenos acaros y polen respectivamente91. Las
pruebas cutaneas pueden ser una gran ayuda para, su simplicidad y rapidez la
hacen una herramienta rapida y util para el diagnostico de una alergia

alimentaria®.

El sintoma mas destacado observado en nuestro grupo de pacientes fue el
vomito, el cual se encontré en pacientes del grupo de No IgE Mediado, con
diagnostico de enteropatia por alimentos (FPIES)*®. Esta enfermedad es
representativa en el grupo de estudio No IgE Mediado, en el cual se han
encontrado alteraciones en el perfil genético y proteico de HLA-G y con
repercusion en la microbiota intestinal, asi como en un gravedad en los

sintomas de la enfermedad.

2. DETERMINACION DEL POLIMORFISMO DELECION/ INSERCION DE
14 PARES DE BASES EN EL EXON 8 DE HLA-G.

En el presente estudio se realizd el analisis del polimorfismo de 14 bp del exén

8 y el alelo nulo 01:05N, en las muestras de saliva de los individuos que se

incluyeron en el estudio. Estas anomalias genéticas posiblemente podrian
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causar una alteracion en la proteina soluble HLA-G y en la concentracion de
ésta®%. Podriamos establecer que al tener genéticamente alguna alteracion
como el polimorfismo de 14 bp y el alelo nulo 01:05N de HLA-G se esperaria
encontrar una disminucion en la concentracién y una no deteccion de dicha
proteina en algunas de las muestras analizadas y, por lo tanto, causando
alteraciones en el mecanismo de tolerancia a nivel inmunoldgico frente a los
alérgenos de origen alimentario. Por lo tanto consideramos que una alteracion
en la proteina soluble sHLA-G o la no deteccion de ésta pueda ser esencial en
la interpretacion del tipo de respuesta inmunitaria de los pacientes con alergia

alimentaria.

Observamos un perfil polimérfico donde se puede ver la amplificacion del
“‘Doble Polimorfismo” de 210 y 226 pares de bases. Estos pacientes fueron los
que clinicamente tenian un peor pronéstico, y que fueron ingresados en UCI,
presentaban una mayor gravedad en los sintomas y cuadro clinico, por lo tanto
consideramos que HLA-G podria tenerse en cuenta como un indicador de un
mal prondstico en la enfermedad. La asociacion de éste mal prondstico se
evidencia en el grupo de estudio No IgE Mediado, ya que en éste grupo en
particular se ha encontrado una posible asociacion con la amplificacion positiva
para doble polimorfismo y en algunos casos una amplificacién en conjunto con
el alelo nulo 01:05N, ademas hemos encontrado un polimorfismo 14 bp ins/del
el cual se ha encontrado asociado con una susceptibilidad genética lo cual
puede causar una grave alteracion o la no deteccidon de la proteina soluble
sHLA-G y por lo tanto no llevar a cabo su funcion tolerogénica en la patologia
alérgica alimentaria'®. Las moléculas de sHLA-G podrian desempefar un
papel importante en los mecanismos de tolerancia inmunitaria frente a los
alérgenos porque, al igual que sus contrapartes ligadas a la membrana de
superficie, poseen propiedades inmunosupresoras. De hecho, las moléculas de
sHLA-G inhiben la proliferacion de células T inducida por células dendriticas
alogénicas y, en analogia a las moléculas sHLA-A, -B y -C, inducen la
apoptosis de las células T y NK CD8 + e inhiben la actividad citotoxica de las

L103.

células T CD8 por Ila interaccion Fas/sFas Las caracteristicas

inmunorreguladoras de HLA-G han llevado a varios estudios encaminados a
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evaluar la expresion de sHLA-G en diversas muestras de pacientes afectados
por una diversidad de trastornos del sistema inmune, por lo tanto es importante
indicar que la disminucion o la ausencia de ésta proteina soluble puede ser
posiblemente considerada como un biomarcador de mal pronédstico en la

alergia alimentaria.

3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LA PROTEINA
SOLUBLE SHLA-G POR LA TECNICA ELISA Y LA DETECCION POR
WESTERN BLOT.

Las determinaciones de la proteina a nivel soluble (sHLA-G) se realizaron a
partir de muestras de saliva de los pacientes con alergias alimentarias y
controles sanos. El estudio y la determinacion de ésta proteina a nivel soluble
sHLA-G, fue crucial para establecer con claridad la deteccion o no deteccion de
ésta proteina por Western Blot, ya que se pudo establecer que en algunos
pacientes en los cuales no se observo la deteccion de ésta proteina, se logré

determinar una baja concentracion de pg/ml de ésta proteina por ELISA.

En el presente estudio se demuestra que las moléculas de sHLA-G
encontradas en las muestras de saliva de los pacientes con alergias alimentaria
y en los controles sanos, demuestran que la presencia de ésta fundamental en
la tolerancia oral frente a los alérgenos a los cuales nos enfrentamos en el

consumo diario de los alimentos'®.

La deteccion de antigeno sHLA-G en las muestras de saliva podria ser
considerada como un marcador fiable de la expresion génica de proteinas y por
lo tanto un sistema de defensa de nuestra mucosa oral. En este supuesto
hemos demostrado que la modulacion de las moléculas de HLA-G es un
requisito fundamental para el desarrollo de la tolerancia alimentaria. De hecho,
el perfil genético esta directamente ligado a la expresion y concentracion de la
proteina soluble sHLA-G, es por esto que en el grupo donde se observo mayor

disminucién de concentracion de proteina en pg/ml y en una baja deteccién de
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ésta por Western Blot fue en el No IgE Mediado, y por lo tanto es posible que la
sintomatologia y las alteraciones a nivel inmunolégicos sean mucho mayor que
con respecto a los demas grupos de estudio ya que presentan una interrupcion
en la tolerancia frente a diversos alérgenos y presentarian una disminucion en

la modulacién frente a la respuesta de las NK y los LT CD8 citotoxicos'®'%4,

También se ha evidenciado la posible asociacion entre el grupo No IgE
Mediado y el polimorfismo de 14 bp con una baja deteccién y concentracion en
los niveles de sHLA-G. Ademas de otra posible asociacion del alelo nulo
01:05N con la no deteccion ni indicios de concentracion de sHLA-G en la saliva
de estos pacientes, mientras que en los controles sanos se observaron
deteccion en los niveles y la concentracidon de de sHLA-G en saliva y se
evidencid una posible asociacién entre la no amplificacion tanto para el
polimorfismo de 14 bp y el alelo nulo 01:05N; lo que demuestra que al no
presentar ninguna alteracion a nivel genético, no se esperaria encontrar ningun

defecto en ARNm para la proteina HLA-G'%4 1%,

Estos resultados obtenidos por ELISA y Western Blot validan la hipotesis de un
papel inmunomodulador para tales estructuras en la interfaz de la tolerancia
oral frente a los alérgenos alimentarios. Nuestros datos confirman que las
moléculas de HLA-G tienen un papel obligatorio, pero no suficiente, sin
embargo, se necesitan mas investigaciones dirigidas a la identificacion del

papel bioldgico de HLA-G especifico'®.

Las moléculas de sHLA-G detectadas en sobrenadantes de cultivo JEG-3 han
constituido en nuestro caso el control positivo para las técnicas ELISA y
Western Blot, ya que expresa constitutivamente HLA-G soluble. Tanto las
lineas celulares EVT (citotrofoblasto extravelloso) de corta vida como las
células JEG-3 se utilizan para estudiar los mecanismos moleculares
responsables de invasividad. Sin embargo, a diferencia de las células
cancerosas, en la linea JEG-3 su proliferacion y migracion in situ son
estrictamente controlados por factor de crecimiento transformante derivado de
decidua (TGF)-beta. Estas células similares a trofoblastos epiteliales se utilizan
también en la identificacion de los cambios genéticos subyacentes'®.
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Determinamos que como en el caso de la deteccion de ésta proteina por la
técnica ELISA, podemos definir que en el grupo No IgE Mediado se observa
una baja deteccién de la proteina HLA-G en correlacion con los demas grupos
de estudio como los IgE mediados donde se observa un aumento de la
deteccion y de la concentracion de dicha proteina. Es posible las isoformas
que estemos observando en el Western Blot sean moléculas HLA-G1 y G5 por

el origen de los anticuerpos usados para su deteccion.

La isoforma HLA-G1 estda compuesta de cadenas pesadas asociadas con [(32-
microglobulina, por lo tanto podemos intuir que el anticuerpo de captura
utilizado empleado en nuestro estudio reacciona con un determinante del
marco de expresion en la cadena pesada de HLA clase | asociada con [32-
microglobulina y, como consecuencia, identifica solamente las estructuras de
sHLA-G1'%. Se podria esperar que la ausencia de las moléculas de sHLA-G1
represente un marcador de un defecto genético para producir isoformas
funcionales. Esta deficiencia no permite la generacion de la proteina y por tanto
la potencial induccion del estado de tolerancia fisioldgica, lo cual es reflejado
principalmente en los pacientes del grupo No IgE mediado y no en los IgE

mediados.

4. MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES CON EDAD PEDIATRICA

Microbiota en enfermedad

De acuerdo a los sintomas presentados por los pacientes del grupo No IgE
mediado decidimos estudiar la microbiota intestinal utilizando materia fecal de
éstos pacientes que se encuentran predominantemente en edad pediatrica. De
esta manera podriamos establecer otro factor que nos ayude a esclarecer la
fisiopatologia y el perfil inmunolégico de la enfermedad que padecen los

pacientes de éste grupo, que es la enteropatia FPIES™.
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Se realizé una secuenciacion de las muestras de materia fecal de 17 pacientes
y 12 controles en el cual se evaluaron por previo cuestionario factores como
habitos alimenticios, habitos digestivos, tipo de nacimiento, consumo de
antibidticos y probidticos. Se observdé un consumo ligeramente inferior de
proteinas y carbohidratos en éstos pacientes que pertenecen al grupo No IgE
Mediado; Sin embargo, ninguna de las diferencias en la ingesta de energia o

macronutrientes fue significativamente diferente a nivel estadistico.

Se analizé la diversidad microbiana y la composicién de microbiota en las
muestras fecales. Se encontré6 que los valores en la comunidad microbiana
intestinal de los individuos con alergia No IgE Mediada, difieren de los
encontrados controles en términos de numero de especies bacterianas y la

uniformidad.

Se realiz6é una secuenciacion de las muestras de materia fecal y un analisis de
diversidad. Se analizé el perfil de la microbiota intestinal de acuerdo a las
diferentes variables compiladas para todos los sujetos, tales como dieta, sexo,
parto, tipo de leche de alimentacion, y estado de salud. Ademas, para el
analisis se tomaron en cuenta resultados nulos indicando que la dieta, el
género, el modo de administraciéon y el tipo de alimentacién de leche no
influyen significativamente en la estructura de la comunidad microbiana
observada tanto para pacientes del grupo IgE No Mediado y los controles, por
lo tanto, los principales cambios observados a nivel de la comunidad
microbiana estan principalmente asociados con la condicion de la enfermedad.
Con el fin de identificar con precision las especies alteradas en la disbiosis
asociada a las alergias alimentarias No IgE mediada, se evalud la distribucion
de las especies microbianas presentes en las heces de controles y pacientes
mediante la realizacién de analisis de taxonomia de alta calidad de ADN. La
distribucion taxonémica a nivel de phylum no obtuvo diferencias en la
composicion de microbiota entre individuos control y pacientes con alergia

alimentaria No IgE Mediada'”.
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La lista anterior de probables especies microbianas asociadas con la salud o el
estado de la enfermedad coinciden con los datos obtenidos a partir de
comparaciones a nivel familiar. Asi mismo, varias especies pertenecientes a las
Ruminococcaceae (F. prausnitzii, R. champanellensis, | butyric producens),
LactobacillaceaeHominis), y Leuconostocaceae (W. confusa) familias que se
encontraron en mayor proporcion en los individuos control, las cuales son
bacterias fermentadoras lacticas y productoras de butirato. El butirato es un
subproducto de la digestion de la fibra dietética por parte de los
microorganismos intestinales, y se piensa que posiblemente actia como un
interruptor epigenético que estimula el sistema inmune mediante la induccion
de la produccion de células T reguladoras en el intestino’*°. Esto se consigue a
través de cambios epigenéticos que regulan la expresion de los genes
responsables de la diferenciacion de las células T virgenes en células Treg'®®;
a diferencia de la familia Ruminococcaceae, que pertenecen a la clase
Clostridia, las cuales son anaerobias gram positivas, que en algunos casos

pueden llegar a ser productores de esporas.

En el caso de las muestras de los pacientes con alergia alimentaria No IgE
Mediada con FPIES se encontraron en mayor proporcidn especies como
Lachnospiraceae, Eubacterium hallii y Blautia spp; las cuales corresponden a
la clase Clostridia y también, se encontraron algunas especies de bacterias
fermentadoras de acido lactico como Bacteroidaceae (B. ovatus, B. caccae) y
Porphyromonadaceae (P. distasonia, P. merdae) las cuales probablemente
podrian contrarrestar el efecto negativo de los microorganismos anaerobios

como los de la familia Clostridia en el intestino.

Por lo tanto cabe destacar que los pacientes con FPIES tienen un perfil de
microbiota intestinal muy distinto al de los controles sanos ya que en éste tipo
de paciente predominan las bacterias anaerobias que desplazarian
probablemente a las bacterias fermentadores de acido lactico y productoras de
butirato que proporcionan bienestar y acidos grasos a la mucosa intestinal'°.
A diferencia de la microbiota intestinal que predomina en los controles sanos,

en los cuales predominan las bacterias anaerobias aerotolerantes, ya que la
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mayoria de sus miembros convierten la lactosa y algunos

monosacaridos en acido lactico, dando lugar a la fermentacion lactica.

La membrana mucosa del tracto gastrointestinal esta expuesta
constantemente a una gran cantidad de alimentos y componentes. El sistema
inmune digestivo sano mantiene un equilibrio entre la defensa inmunoldgica de
las membranas mucosas y la tolerancia sistémica y en el caso de alergia
alimentaria este equilibrio se altera. El desarrollo de la alergia alimentaria es
causado por diversos factores de riesgo como la barrera intestinal inmadura y
los linfocitos T (Th2) que estan presentes en la primera infancia. La
colonizacion de las bacterias en la membrana de la mucosa del tracto digestivo
comienza después del nacimiento, sin embargo, el desarrollo de microbiota es
gradual, y depende inicialmente, de la composicion de la flora intestinal de la
madre y del ambiente, asi como los posibles factores genéticos '°°"°",

Muchas especies son importantes en la descomposicién de la materia vegetal,
por lo tanto, los principales cambios observados a nivel de la comunidad
microbiana parece estar principalmente asociado con la condiciéon de la
enfermedad, sin embargo se deben realizar mas estudios para comprender el
papel bioldgico potencial de la microbiota especifica encontrada en pacientes

con alergia a proteinas alimentarias con diagnostico de alergia no IgE Mediada.

41 RELACION CON LOS SINTOMAS y RECURRENCIA DE LA
ALERGIA ALIMENTARIA: HLA-G Y LA MICROBIOTA

La relacion de los sintomas y la recurrencia de la de la alergia alimentaria
podria encontrarse relacionada con el HLA-G, ya que éste constituye la primera
linea de defensa contra patégenos microbianos, aunque aun no hay mucho
descrito. Una consecuencia directa de esta funcion fisiolégica es una red muy
compleja de interacciones inmunoldgicas que conducen a un fuerte control del

equilibrio inmune de la mucosa'®.
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El HLA-G es una molécula de clase | de complejo principal de
histocompatibilidad mayor (HLA) no clasica, altamente expresada por células
citotrofoblasticas humanas. Estas células desempefian un papel en la
tolerancia inmune mediante la inmunomodulacion en la proteccién celular frente
a las células NK. Debido a la falta de regulacion de la actividad del sistema
inmune a nivel intestinal hecho que se refleja en la microbiota intestinal, y asi
como al papel inmunorregulador de HLA-G, hemos intentado correlacionar los
resultados obtenidos en el perfil genético y proteicos de HLA-G y analizar su
expresion y el impacto en la microbiota intestinal de los pacientes del grupo de

estudio No IgE Mediado que padecen FPIES™®,

Nuestro estudio muestra que la expresion diferencial de HLA-G ofrece una
manera potencial de implicar un mecanismo diferente de regulacion inmune. la
presencia de HLA-G en la superficie de las células epiteliales intestinales en
pacientes con alergia alimentaria, presta apoyo a la nocién de que esta
molécula puede servir como un regulador de la respuesta inmune de la mucosa

a antigenos de origen indefinido'®°.

El HLA-G parece tener un papel protector, de hecho, se ha descrito como una
molécula implicada en la tolerancia inmune que ademas de su importante
funcién, seria esencial en el mantenimiento de la tolerancia a los antigenos

|162

alimentarios y en la microbiota intestina Esta tolerancia puede estar

asociada con la expresion selectiva de HLA-G a nivel de la mucosa intestinal.

Sin embargo, es probable que tal expresion sea insuficiente para proteger el
intestino de la inflamacion inducida por antigenos extrafios que se eliminan sin
éxito de la mucosa y de una respuesta inmunitaria aguda. En este sentido,
después de que se detiene la agresion, el HLA-G puede participar en la
supresion de la actividad de las citoquinas pro-inflamatorias y en el retorno de
la respuesta inmunitaria a un estado basal'®2.

Dado que el HLA-G es altamente expresado en el organismo, incluso en las
superficies epiteliales, y ademas se ha encontrado que esta molécula suprime
la lisis de NK'®?; es probable que debido a esto el HLA-G podria posiblemente
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proteger la mucosa intestinal de la lisis mediada por NK. Ademas se ha
demostrado que el HLA-G regula el equilibrio de citoquinas Th1/Th2 de una
manera que puede cambiar hacia la dominancia relativaTh2'®2. La IL-10 es una
citocina reguladora que desempefia un papel crucial en el equilibrio del sistema
inmune de la mucosa, evitando la inflamacién aguda'*'®. La IL-10 es
importante para la respuesta inmunitaria intestinal y la tolerancia a los
componentes de la flora intestinal. En su ausencia, los antigenos luminales
estimulan una respuesta dependiente de Th1 que conduce a una inflamacién
intestinal. Los cambios en el microambiente pueden dar lugar a una
disminucién de IL-10 en la mucosa intestinal inflamada de los pacientes con
FPIES, lo que sugiere que la modulacion de la expresion de IL-10 por parte de
HLA-G en esta enfermedad (FPIES) puede regular la respuesta inflamatoria e
inmunitaria general.

El HLA-G puede mediar en el equilibrio entre la tolerancia y la capacidad de
respuesta en la mucosa intestinal. Un mejor conocimiento de los mecanismos
implicados en la expresion y secrecion de HLA-G a nivel intestinal permitira
futuros enfoques terapéuticos dirigidos a prevenir el dafio tisular y celular en

éste tipo de enfermedades.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

e Las caracteristicas clinicas de los pacientes de los grupos de estudio
fueron comparables y se evidenciaron diferencias en el polimorfismo de 14
bp ins/del, en los niveles y concentracion de sHLA-G y en la microbiota
intestinal principalmente entre el grupo No IgE mediado y el IgE mediado.

e La presencia del polimorfismo de 14 bp en solitario disminuye la expresion
de la proteina soluble sHLA-G, y la determinacion del alelo nulo 01:05N

genera una ausencia completa de la proteina.

e Existe una correlacion entre el perfil genético del polimorfismo de 14 bp del
exén 8 y el alelo nulo 01:05N de HLA-G con la expresién de la proteina
sHLA-G. En el grupo de controles sanos detectamos niveles normales vy

superiores de sHLA-G en comparacion con los demas grupos de estudio.

e El nivel de proteina menor se observa en los pacientes con alergias No
mediadas por IgE, en comparaciéon con los demas grupos de estudio, lo
cual nos sugiere que HLA-G puede considerarse como un biomarcador

importante en el diagndstico de alergias alimentarias No IgE Mediadas.

e En el caso del grupo de pacientes con alergia IgE Mediada y Otros
Procesos Alérgicos observamos una disminucién en la concentracion de la
proteina sHLA-G por la técnica de ELISA, pero nunca una alteracion

completa o ausencia como en el caso del grupo No IgE Mediados.

e Los resultados obtenidos en el analisis de la microbiota intestinal en los
pacientes con edad pediatrica que presentaron un cuadro clinico de
enteropatia FPIES (grupo de No IgE Mediado), sugieren que la presencia
de bacterias de la clase Clostridia en comparacion la familia
Lactobacillaceae indiquen una alteracion en la barrera protectora
gastrointestinal, que junto a una baja o deficiente funcionalidad de la

proteina sHLA-G determinen un cuadro clinico mas grave para la
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enfermedad. A diferencia de esto, en los controles sanos se evidencié una
mayor poblacion de la familia Lactobacillaceae, la cual confiere una

proteccion eficaz a nivel gastrointestinal.
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Hoja de informacion a los pacientes

PROYECTO DE INVESTIGACION
DETERMINACION DE HLA-G EN ALERGIAS ALIMENTARIAS Y

VALORACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN
PACIENTES DE EDAD PEDIATRICA

Invitacién a participar

Apreciado/a Sr/a.

El Laboratorio de Inmunologia de la Universidad Miguel Hernandez y su Médico
Alergdlogo del Hospital General Universitario de Alicante le invita a participar en un estudio
que lleva por titulo: DETERMINACION DE HLA-G EN ALERGIAS ALIMENTARIAS Y
VALORACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES DE EDAD PEDIATRICA

Este estudio lo llevara a cabo el/la investigador/a: VICTOR SORIANO GOMIS/LAURA
VELASQUEZ.

Antes de confirmar su participacién en el estudio de investigacidn, es importante que entienda
en qué consiste. Por favor, lea detenidamente este documento y haga todas las preguntas que
le puedan surgir.

Objetivo del estudio

Durante la realizacion de este trabajo, nos proponemos realizar una deteccién a nivel genético
del gen y la proteina HLA-G ya que ésta proteina se ha asociado como un factor protector y
tiene la capacidad para contrarrestar la inflamacion presente en las patologias alérgicas y mas
concretamente en las alimentarias. Los niveles y la concentracion de esta proteina HLA-G se
medira y determinara, por diferentes técnicas como Reaccion en cadena de Polimerasa (PCR),
Western Blot y ELISA (ensayos de inmunoensayo) en las distintas muestras de saliva
disponibles y proporcionadas por el Servicio de Alergia del Hospital de Alicante); los ensayos
se realizaran en el Laboratorio de Inmunologia, Departamento de Medicina Clinica de la
Universidad Miguel Hernandez, Campus San Juan de Alicante. Posteriormente se realizara
una correlacién de la informacion de los resultados obtenidos de las pruebas de laboratorio con
los sintomas, recurrencia del proceso alérgico y la clinica presentada por los pacientes y sus
controles y por lo tanto se podra establecer una correlacion con la patologia alérgica.

Objetivos Especificos:

e Evaluar la respuesta al test prick con alérgenos en pacientes con sintomas sugestivos
de alergias alimentarias y con pruebas cutaneas e IgE especifica séricas negativas o
positivas a pescado, frutas y verduras y establecer de ésta manera patologias alérgicas
alimentarias IgE mediadas y no mediadas.

e Evaluar la prevalencia, caracteristicas clinicas y severidad de la patologia alérgica.
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Sintomas

e Dolor en el momento de la ingesta de algun alimento.
e Prurito
¢ Dificultad Respiratoria

Criterios de inclusion:

Pacientes entre 0-75 afios con sintomatologia de alergia alimentaria.

Pruebas cutaneas habituales con resultado Positivo.

slgE sérica a alérgenos alimentarios Negativa o Positiva.

Conocimiento de la hoja de informacion del estudio y que aporten su consentimiento
informado.

Criterios de exclusion:

e Embarazo o lactancia.
e Enfermedades inmunoldgicas.
e Los pacientes seran instruidos para evitar: Corticoides sistémicos (3 meses).
e Antihistaminicos (2 semanas).
Variables:

Demograficas y clinicas:

Sexo

Edad

Afos de evolucion de la patologia alérgica
Edad de inicio del cuadro alérgico
Antecedentes familiares de atopia
Tabaquismo

Biolégicas:

e Resultado del prick test a alérgenos alimentarios
e |IgE total y sIgE sérica

Participacion voluntaria

Usted es completamente libre de elegir participar o no en el estudio. Su decisién no influira en
su atencion médica/en su relacion con la UPV/EHU.

Procedimientos del estudio

El médico/investigador valorara si usted es un candidato adecuado para el estudio. Esta
valoracién se basa en factores clinicos, tales como la presentacion de sintomatologia frente a
la ingesta a algun alimento, lo cual puede sugerir patologia alérgica. Una vez usted haya
otorgado su consentimiento y el médico/investigador haya verificado que cumple los criterios
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para participar en el presente estudio, el médico le realizard& una serie de preguntas
relacionadas con el tema de este estudio. ANEXO |

Posteriormente, es posible que el médico/investigador decida tomarle una muestra de saliva
para el estudio que su Médico le solicitara dentro de la practica clinica habitual. Esta muestra
de saliva sera guardada para ser utilizada en un futuro con el Unico fin de efectuar los analisis
correspondientes para un diagnéstico de la alergia y ésta sera almacenada en el biobanco en
el Laboratorio de Inmunologia, Departamento de Medicina Clinica, Universidad Miguel
Hernandez, Campus San Juan de Alicante.

Riesgos e inconvenientes

No existe ningun riesgo afiadido en este estudio.

Posibles beneficios del estudio

Del estudio se obtendra informacion importante acerca del proceso de sensibilizacion o
exposicion a los diferentes alérgenos como frutas, pescado y proteina vegetal que en un futuro
podra ser de ayuda para la poblacion, ya que se podria determinar el riesgo existente para un

individuo de desarrollar procesos de mayor gravedad tras la sensibilizacion a dichos alérgenos.
Confidencialidad

Si usted accede a colaborar en este estudio, debe saber que seran utilizados algunos datos
sobre su salud, los cuales seran incorporados a una base de datos informatizada sin su
nombre.

Sus documentos médicos podrian ser revisados por personas dependientes de las Autoridades
Sanitarias, miembros de comités éticos independientes y otras personas designadas por ley
para comprobar que el estudio se esta llevando a cabo correctamente.

Sus datos seran objeto de un tratamiento disociado, vinculandose a un cédigo, de modo que la
informacién que se obtenga no pueda asociarse a persona identificada o identificable. Todos
sus datos se mantendran estrictamente confidenciales. Ningun dato personal que permita
su identificacién sera accesible a ninguna persona que no sea su médico/investigador
responsable, ni podran ser divulgados por ningun medio, conservando en todo momento la
confidencialidad (de acuerdo a los articulos 4 y 5 de la LEY 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion Biomédica.) y la ley organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de
datos de caracter personal. El comité Etico de investigacion clinica del Hospital General
Universitario de Alicante ha aprobado éste proyecto de investigacion.

Aspectos Eticos a Tener en Cuenta

El estudio se llevara a cabo de acuerdo con la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion
Biomédica, la Declaracion de Helsinki (version octubre 2013), las normas de Buena Practica
Clinica y la legislaciéon vigente en esta materia. Todos los pacientes incluidos en el estudio
deberan leer la Hoja de Informacién al Paciente y firmar el Consentimiento Informado. Todos
los datos de los pacientes se anonimizaran mediante la asignacion de un doble cédigo tanto a
la muestra como al archivo de datos y sélo personal debidamente autorizado tendra acceso a
los datos personales identificables. Siempre se mantendran los niveles mas altos de conducta
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profesional y confidencialidad, cumpliendo con el articulo 7 de la Ley Orgénica 15/1999, de 13
de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal. ANEXO |

Con el fin de garantizar la confidencialidad de los datos de los pacientes participantes, sélo
tendran acceso a los mismos el investigador responsable y su equipo de investigadores
colaboradores, la persona encargada de realizar las tareas de monitorizacién, el auditor en
caso de que el estudio se sometiese a una auditoria, el Comité Etico del hospital y las
autoridades sanitarias.

El tratamiento, la comunicacién y la cesién de datos de caracter personal de los participantes
en el estudio se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal y la Ley 41/2002, de Autonomia del Paciente.

Los proyectos de este tipo de estudios deben someterse a revision por un comité
independiente. Por ello, el presente estudio ha sido sometido para su evaluacion al Comité
Etico del Hospital General de Alicante.

Preguntas / Informacion

Si desea hacer alguna pregunta o aclarar algun tema relacionado con el estudio, por favor, no
dude en ponerse en contacto con:

| N S S s— N e C W N E Teléfono: ......oeeveeeiiiiieeeee

El investigador le agradece su inestimable colaboracion.
ANEXO |
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se esta realizando una investigacion de alergia a pescado, frutas y proteina vegetal y le
rogamos responda el formulario que se incluye. Se le pide consentimiento para realizar una
toma de muestra de saliva para determinar el polimorfismo a nivel genético y cuantificar la
proteina HLA-G.

(nombre y apellidos del sujeto/paciente)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con......... .88 ¥ LS B ... 62X . ...
(nombre y apellidos del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera.

22 Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

De igual modo, declaro haber sido informado de las medidas que seran adoptadas, en aras a
garantizar la confidencialidad y disociacion de cuanta informacion sobre mi persona pudiere
recogerse durante el desarrollo del estudio, asi como de la posibilidad de ejercitar los derechos
de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion a través de una peticion formal realizada ante el
responsable del Estudio. Presto libremente mi consentimiento para participar en el estudio.

Firma del participante

Fecha: ANEXO |
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Nombre paciente.
CUESTIONARIO DE FRECUENCIA ALIMENTARIA

Se le pregunta con qué frecuencia ha consumido los alimentos en los Ultimos 12 meses. Debe
marcar su respuestas para todos los alimentos en incluso los que no consuma, marcando
“nunca o menos de 1 vez al mes”

LACTEOS. ANEXO Il

Leche

Yogur

Queso curados o semicurados

Queso fresco

Queso cremoso o en porciones (quesitos,
tranchetes...)

Postres con base de leche (natillas, flan,
helados...)

HUEVOS, CARNES, PESCADOS

Huevos de gallina

Embutidos (jamén, salchichon, salami,
mortadela

Salchichas y similares

Pates, foie-gras

Hamburguesa

Tocino, bacon, panceta

Carne blanca (pollo, conejo, pavo)

Carne roja (ternera, cordero)
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Pescado. ANEXO Il

Marisco (gambas, mejillones...)

Pescado y marisco enlatado (atun,
mejillones, pulpo, caballa, sardinas...)

VERDURAS, FRUTA Y LEGUMBRES

Verdura  (lechuga, tomate, coliflor,
pimientos...)

Fruta (manzana, platano, naranja...)

Legumbres (lentejas, garbanzos, judias...)

PAN, CEREALES Y SIMILARES

Pan

Tubérculos (patata, boniato, yuca, batata...)

Arroz

Pasta: espaguetis, macarrones y similares

ACEITES Y GRASAS

Aceite oliva

Otro aceites vegetales: girasol, maiz, soja

Margarina afiadida al pan o a la comida
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Mantequilla afiadida al pan o a la comida

Manteca (de cerdo) anadida al pan o a la
comida

DULCES Y PASTELES. ANEXO Il

Bolleria casera (galletas, biscochos,
magdalenas...)

Bolleria casera con chocolate o cremas
(galletas, biscochos, magdalenas...)

Bolleria industrial (galletas, biscochos,
magdalenas...)

Bolleria industrial con chocolate o cremas
(galletas, biscochos, magdalenas...)

Chucherias (gominolas, caramelos...)

Chocolate (bombones, lacasitos...)

Chocolate en polvo (cola-cao, nesquick...)

BEBIDAS

Refrescos con gas: coca-cola, Fanta
naranja o limén

Zumos de frutas envasados

Café (cafeinado)

Te

Bebidas vegetales (coco, almendra, arroz,
soja, avena, ...)

PRECOCINADOS, PREELABORADOS Y
MISCELANEAS
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Croquetas.

Pizzas, lasagnas....

Palitos o delicias de pescado fritos

Sopas o cremas de sobre

Mayonesa

Salsa de tomate (kétchup)

Picantes: tabasco, pimienta, guindilla

Sal

Mermelada, miel

Azucar (en la leche, zumos, café, té...)

Paella

Especias varias (curry, pimentén,...)

ANEXO Il
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1. ¢Qué hace con la grasa visible cuando la come?
a. La quito
b. Quito la mayoria
c. Quito un poco
d. No quito nada
2. ¢ Cada cuanto tiempo come comidas fritas fuera de casa?
a. Adiario
b. 4-6 veces a la semana
c. 1-3 veces a la semana
d. Menos de 1 vez a la semana
3. ¢Qué clase de grasa o aceite usa para ALINAR?
a. Manteca/mantequilla
b. Margarina
c. Aceite de Oliva
d. Otros aceites Vegetales
4. ¢Qué clase de grasa o aceite usa para COCINAR?
e. Manteca/mantequilla
f. Margarina
g. Aceite de Oliva
h. Otros aceites. Vegetales
5. ¢ Toma algun producto con Vitaminas?
a. Si sCual?.......o
b. No
6. ¢Hace algun tipo de dieta?
a. Si
b. No

7. ¢ Ha cambiado su dieta durante el afio pasado?

a. Si
b. No

8. Indique para los siguientes alimentos si los consume refinados o integrales.

a. Pan blancol] Integral ]

b. Pasta blancol] Integrall]

c. AzUcar blancol] Integral (moreno, panela)l]
ANEXOII
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Cuestionario para la recogida de datos (a rellenar por la familia) 1/3

DATOS PERSONALES DEL NINO

Nombre:

Edad: Fecha de nacimiento:
Nacido en: Sexo (H/M):

Peso: Talla:

Teléfono:

Email:

Alergia o intolerancia alimentaria a.............

Edad de diagnéstico de la alergia o intolerancia alimentaria:

Manifestaciones de la alergial/intolerancia alimentaria: GastrointestinalesD No GastrointestinalesD
Ambas

ANTECEDENTES FAMILIARES

¢Familiares (padre, madre o hermanos) con enfermedades atépicas?
Tipo de enfermedad atépica: Rinitis alérgica |:| Asma |:| Dermatitis|:|

¢Familiares (padre, madre o hermanos) con alergias/intolerancias alimentarias?

Tipo de alergia/intolerancia alimentaria:

DATOS DEL EMBARAZO Y PARTO

Numero de semanas de gestacion: ..............cooeuenee

Tipo de Parto: .....cccveieiiiiiirerre e

Peso del nifo al nacer< 1500 g D 1500-2500 g I:‘>2500 g D
Tipo de lactancia:

-Lactancia materna exclusiva Desde .....cccoieinl. Hasta ...................
N°tomas aldia:  ...................

-Lactancia mixta Desde ..........cceene. Hasta  ...........ccc..e.
N°tomas aldia:  ...................

-Artificial Desde ..........cceene. Hasta  ...........ccc..e.
N°tomas al dia:  ...................

Tratamiento con antibiéticos durante el embarazo o lactancia (Gastroenteritis, infecciones respiratorias, otitis,

urinarias u otras con tratamiento con antibiéticos) Si D No

;Cuales? ..o Tratada con ......ccooeiiiiiiiiii
¢ Siguioé durante el embazado/lactancia una dieta libre de gluten? Si D No D
¢ Tomo regularmente probioticos (yogures, Actimel u otros)? Si D No D

;Cuales? .. ¢, Con qué frecuencia? ..........coooviiiiiiiiiinnnn.




DATOS DEL PRIMER ANO DE VIDA

ANEXO il

Cuestionario para la recogida de datos (a rellenar por la familia) 2/3

DATOS DEL PRIMER ANO DE VIDA

Edad en la que se introdujo la alimentacion complementaria (fruta, verdura, cereales):....... meses.

Durante el primer afio de vida de su hijo, ; Recuerda cuantas veces al dia defecaba su hijo?

0-1 I:‘2-3|:|més de 3|:|

Indique segun la escala de Bristol cual era la forma (en general) de las heces de su hijo.

Tipo 1 I:'Tipo 2|:|Tipo 3|:|Tipo 4|:|Tipo 5|:|Tipo 6|:|Tipo 7|:|

o0 0 Tipo 1:trazqs duros separados
(heces caprinas)

Estrefiimiento

“ Tipo 2: fragmentos cohesionados
en forma de salchicha, dura o seca

Tipo 3: como una salchicha
. con algunas grietas en la superficie

Normal
Tipo 4: como una salchicha lisa
y suave —
- Tipo 5: bolas blandas de bordes o
oy definidos
st Tino 6:fragmentos de bordes indefinidos Diarrea

y consistencia blanda-pastosa

= Tipo 7: totalmente liquida
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Cuestionario para la recogida de datos (a rellenar por la familia) 3/3

HABITOS INTESTINALES ACTUALES

¢ Cuantas veces defeca el nifio al dia? 0-1 D2-3 Dmés de 3 D

Indique segun la Escala de Bristol la forma (en general) de las heces de su hijo.

Tipo 1 |:| tipo 2|:| tipo 3|:| tipo 4|:| tipo 5|:| tipo 6|:| tipo 7

a3 .. : Tipo 1:trozos duros separados ]
hecescaprinaz) Estrefiimiento
“ Tipo 2: fragmentos cohesionados
en forma de salchicha, dura o seca ]
Tipo 3: como una salchicha ]
R con algunas grietas en la superficie
Normal
Tipo 4: como una salchicha lisa
y suave =
= ® e  Tipo 5:bolas blandas de bordes ol
- definidos
~aliete Tipo 6:. fragn]entos de bordes indefinidos Diarrea
- y consistencia blanda-pastosa
£ Tipo 7: totalmente liquida ]
Toma regularmente probiéticos (Actimel u otros)? Si D No D
;Cuales? ..o ¢, Con qué frecuencia? ..........ccooiiiiiiiiiiinnnn.

¢Uso de antihistaminicos, anti-inflamatorios (corticoesteroides, etc), anti-acidos u otros medicamentos para
el tratamiento de los sintomas de la alergia alimentaria?

¢Ultima vez que se usaron estos medicamentos?

ANEXO Il
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Cuestionario para la recogida de datos (a rellenar por el hospital)

DATOS ANTROPOMETRICOS

Peso: Talla:

HISTORIA CLINICA

¢Padecio de alguna infeccion en algin momento cercano al momento de diagnéstico de la alergia alimentaria?
Si D No D ¢Cuadl?............. ¢Cuando?...... Tratada con antibiéticos : Si D No D sCudl?.s
Infecciones durante el primer afo de vida:

1-Gastroenteritis agudas (con vémitos, fiebre o diarrea)
Si No D Tipo de sintomas:  .........cccoeiiiiiiiiiineans
¢Aquéedad? ...... Tratada con antibiéticos: Si D No D ¢Cuadl?..........

2-Infecciones respiratorias (bronquiolitis, sindromes febriles claros, otitis)
Si D No D TIPO:
(A qué edad? ...... Tratada con antibioticos: Si D No D ¢Cual?..........

3-Infecciones urinarias
si L] No ]

(A qué edad? ...... Tratada con antibitticos: Si D No D ¢,Cudl?..........

4-Otros sindromes tratados con antibidticos

Si D No
(A qué edad? ...... ¢Cuadl?..........

Dermatitis durante el primer ano de vida

Sil:‘ No D ¢ Atdpica? Sl’DNo D ¢(Edad? ...

Otras enfermedades no infeccionas: Si D No D

¢, Se ha recuperado completamente?  Si D No D
Vacunas

1-Vacunas no obligatorias (al afio de vida)

GCUAI? Dosis a: .......meses ........ meses ...... meses

GCUAI? Dosis a: .......meses ........ meses ...... meses
2-Vacunacion frente a rotavirus Si D No D

SAquéedad? ...ooeiiiiiiiiiiiiie

ANEXO Il
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