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PROLOGO

El estudio de la enfermedad alérgica esta enriquecido por la admirable capacidad de
observacion y el pensamiento transformador de muchos investigadores.

Desde hace muchos afios el cientifico se desvela en descubrir los mecanismos
relacionados con su origen.

El inicio de la patologia alérgica parece estar intimamente relacionado con la
exposicion al primer nutriente en el Utero materno y en el recién nacido.

Ahora bien, ¢ési todos necesariamente debemos alimentarnos para mantener la
vida, porque la madre naturaleza permite que la anormalidad de la alergia por
alimentos persista de generacidn en generacion durante toda la vida del hombre sobre
el planeta?

La respuesta podria hallarse parcialmente en la genética, sin embargo, actualmente
existen evidencias de la existencia de otros factores que coparticipan en su desarrollo.

Entre otras, la historia natural de la alergia a la leche de vaca, es una de las mas
estudiadas a través del tiempo. Hipdcrates ya habia observado, 370 afios antes de
Cristo, que la leche de vaca podria causar trastornos gastricos y urticaria.

Sin embargo, todavia hoy no se conocen los mecanismos que hacen al genotipo y al
fenotipo de esta enfermedad y consecuentemente su correcto diagndstico es un

verdadero desafio para el médico que la enfrenta.
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RESUMEN

Antecedentes:
Los resultados de las investigaciones sobre la historia natural de la alergia a la leche de
vaca (ALV) no han provisto aun, de un cuadro claro y consistente que ayude en la

practica al médico tratante.

Objetivos:

Identificar los factores involucrados en el desarrollo de la enfermedad en lactantes
pequeiios, con el fin de determinar perfiles especificos e indices predictivos.
Estudiar la influencia de haplogrupos mitocondriales en un grupo de nifios ALV, con el
fin de arribar a un mejor conocimiento de la herencia bioldgica y genética en la

etiologia de la enfermedad.

Lugar de realizacion:

Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina.

Disefo:
Andlisis observacional y retrospectivo.

Andlisis de mutaciones o variantes de la regién D-loop del ADN mitocondrial.

Poblacion:

91 nifios con diagnéstico de ALV y 91 controles, de ambos sexos, menores de 6 afios,
mientras que 11 nifios con diagndstico de ALV y 30 controles, de ambos sexos,
menores de 2 anos, conformaron la poblacion del estudio de haplogrupos

mitocondriales.
Método:

Analisis de factores seleccionados de las historias clinicas, su relacion individual con el

diagndstico (prueba X?, Odds Ratios, diferencias de medias) y su incidencia conjunta en
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la probabilidad de ser ALV para determinar perfiles (Analisis de Correspondencia
Multiple y Regresién Logistica). Elaboracion de 3 indices predictivos basados en: Odds
Ratios individuales, los correspondientes a la Regresion Logistica y la identificacion de
criterios mayores y menores, con su respectiva evaluacién de efectividad diagndstica
(sensibilidad, especificidad, valores predictivos y curva ROC).

Para el procesamiento de datos y obtencion de los resultados empleados en el analisis
de mutaciones o variantes de la regién D-loop del genoma mitocondrial y en el estudio

filogenético se utilizaron diferentes programas especificos (software) disponibles.

Resultados:

Se encontré que la edad de inicio de los sintomas, el tipo de alimentacién recibida
hasta el 32 mes de vida, la exposicién al humo de cigarrillo, los antecedentes alérgicos
maternos y el tipo de manifestaciones clinicas con que comienza la ALV, son factores
gue con mayor probabilidad inciden en su desarrollo, lo que permitié definir perfiles e
indices predictivos.

En la investigacion genética, se hallé6 una mutacién o variante nucleotidica en la
transicién de haplogrupos asociada a pacientes ALV con manifestaciones clinicas de

Dermatitis Atépica y Enfermedad Gastrointestinal.

Conclusiones:

La utilidad de los perfiles e indices predictivos desarrollados radica en una temprana
identificacidon de pacientes con riesgo de padecer ALV, lo que podria convertirlos en
una herramienta clinica de ayuda en el manejo de esta enfermedad.

La presencia de la mutacién o variante no descripta T16519C probablemente aumente
la posibilidad de padecer ALV asociada con Dermatitis atdpica + Enfermedad

gastrointestinal.
Palabras clave: Alergia a la leche de vaca, nifios, tipo de alimentacién, factores genéticos,

ambiente y dieta, indices clinicos predictivos, haplogrupos, mutacién no descripta, genoma

mitocondrial.
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ABSTRACT

Background:
The results of the research on the natural history of allergy to cow's milk allergy (CMA)
still have not provided a clear picture and consistent that in practice helps the

attending physician.

Objectives:

To identify the factors involved in the development of the disease in young infants, in
order to determine specific profiles and predictive clinical indexes.

Study the influence of haplogroup mitochondrial in a group of children ALV, in order to
arrive at a better understanding of the biological and genetic heritage in the etiology of

the disease.

Setting:

Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina.

Design:
Observational and retrospective analysis.

Analysis of mutations or variants of the mitochondrial DNA D-loop region.

Population:
91 children with a diagnosis of CMA and 91 controls, of both sexes, under the age of 6
years, while 11 children with a diagnosis of CMA and 30 controls, of both sexes, under

2 years old, formed the population of the study of mitochondrial haplogroups.

Methods:
Analysis of selected factors of the clinical histories, their relationship with the
individual diagnosis (test X%, Odds Ratios, differences in average) and their combined

impact on the probability of being CMA to determine profiles (multiple
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correspondence analysis and logistic regression). Elaboration of 3 predictive indices
based on: individual Odds Ratios, corresponding to the logistic regression and the
identification of greater and smaller criteria, with its respective evaluation of
effectiveness diagnoses (predictive sensitivity, specificity, values and ROC curve).

For data processing and the results used for the analysis of mutations or variants of the
D-loop of mitochondrial genome region and the phylogenetic study used different

specific programmes (software) available.

Results:

We found that the age of onset of symptoms, the type of feeding received until the 3rd
month of life, exposure to cigarette smoke, the maternal allergy history and the type
of clinical manifestations with that begins the CMA, are factors that most likely have an
impact on its development.

Genetic research, found a mutation or variant nucleotide in the transition of
haplogroups associated with CMA patients with clinical manifestations of Atopic

Dermatitis and Gastrointestinal disease.

Conclusions:

The usefulness of the profiles and developed predictive indexes is an early
identification of patients at risk of suffering CMA what could become a clinical tool to
help in the management of this disease.

The presence of the mutation or non-descript variant T16519C is likely to increase the
chance of developing CMA associated with Atopic Dermatitis + Gastrointestinal
disease.

Key words: Cow's milk allergy, children, feed type, genetic factors, environmental and diet, profiles and
predictive clinical indexes, haplogroups, non-descript mutation, mitochondrial genome.
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Una mirada historica de la nutricion infantil

El primer alimento

Biolégicamente somos mamiferos y por lo tanto la leche materna es el alimento
natural y 6ptimo para el nifio. Durante miles de afios nuestra especie solo disponia de
leche humana para alimentar a sus crias.

Sin embargo la revolucion neolitica (introduccién de la domesticacidon de ganado
vacuno que data de 6000 afios AC) con la consecuente dependencia alimentaria de la
agricultura y el pastoreo, propicio la aparicion de formas alternativas de alimentacién
también para los nifios, ya que la leche del ganado de ordene vy las papillas elaboradas
con cereales tostados y remojados, fueron buenos complementos en un primer

momento y mas tarde se transformaron en sustitutos de la leche materna ™.

La leche de vaca: “un alimento divino”

La leche de vaca fue considerada como alimento por excelencia, fuente de fortaleza
y de vida. Prueba de ello basta citar que en el Antiguo Testamento se habla de la tierra
prometida como “tierra en la que fluye leche y miel”.

Mas tarde, jueces, antiguos médicos y sacerdotes, se esforzaron en potenciar la
lactancia materna y en desaprobar otras formas de alimentacién infantil, tales como
las nodrizas y la lactancia artificial. Sin embargo, surgen las diferencias sociales que
determinan que “las reinas ni muelen ni amamantan”, lo que provoca la separacion de
la funcién nutricia de la mujer aristocratica, que pasara a ser la aspiracion de los demas
estratos sociales.

El amamantamiento se transforma entonces en una practica de pobres y de
nodrizas. Un dato revelador es el hallazgo, en algunas tumbas y enterramientos, de
algunos utensilios relacionados con la alimentacion infantil, por ejemplo: cuernos de

vaca utilizados como biberones y otros recipientes hechos de madera o terracota para

2
contener la leche “.
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El reinado de las formulas lacteas

Desde entonces es imposible separar las férmulas alternativas de alimentacién
infantil, de cambios culturales, sociales, econdmicos, cientificos y tecnoldgicos. Asi la
introduccion de la leche de los herbivoros domésticos, condicionara un cambio en el
pool genético de la humanidad, es decir que la cultura pasa a constituir nuestra
verdadera naturaleza.

Por otra parte, la mayoria de los mamiferos, probablemente, también de nuestros
antepasados, dejaba de sintetizar lactasa (enzima que permite metabolizar la lactosa)
luego de finalizado el periodo de amamantamiento. Sin embargo, en las poblaciones
que ancestralmente continuaron tomando leche tras el destete, se produjo una
mutacion adaptativa para favorecer su tolerancia. Esta adaptacién enfrenté a una
diferencia fundamental del nifio con respecto al adulto: la inmadurez funcional. Es
decir, que la falta de maduracién organica del recién nacido condicioné la busqueda de
requerimientos nutricionales diferentes y la obligacion de ofertarlos de una
determinada forma.

La revolucién industrial reforzé el desprestigio de la lactancia y propugnd un
modelo de “mujer libre” incorporada al trabajo. Como consecuencia, la funcién
nutricia de la mujer se vio paulatinamente debilitada por la aparicion de las leches
industriales.

La formulacidn del sustituto lacteo, se desarrolld en paralelo al avance de los
conocimientos cientificos sobre la composicidon quimica de la leche, los requerimientos
nutricionales del nifio, la microbiologia, la higiene y la expansion de los métodos de
conservacion. El procedimiento requeria modificar (humanizar) la leche de vaca, lo que
significo alterar, tratar, quitar y/o agregar diferentes ingredientes a la nueva formula.

Ya en el siglo XIX, la razéon de mayor peso por la cual algunos médicos aconsejaban
suplementar la lactancia materna desde el nacimiento, parece haber sido que la
combinacion de pecho y biberdn durante el periodo de lactancia, permitia que el
destete fuera mas facil °.

Por otro lado, el uso de diferentes tipos de formulas modificadas en la industria o

en el domicilio (albuminosas, semidescremadas, acidificadas, condensadas,
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maternizadas, etc.) generd que la Academia Americana de Pediatria (AAP), propusiera
por primera vez en 1967, un modelo de férmula infantil con niveles de nutrientes
maximos y minimos permitidos *.

Mas tarde en 1976, la misma AAP establece recomendaciones cientificamente
fundadas para la elaboracidn de férmulas infantiles capaces de alimentar con garantia
nutricional a nifios durante sus primeros meses de vida >,

Un afio después la Sociedad Europea de Gastroenterologia y Nutricién (ESPAGAN)
publica un informe clave (con base cientifica) teniendo en cuenta las necesidades y las
caracteristicas madurativas del lactante y la composicion de la leche materna. Se
propone el nombre de férmulas infantiles para designar a las leches artificiales y se
establece la diferencia entre férmulas de inicio y de continuacion ® Posteriormente se
publicaron informes similares para la elaboraciéon de leches destinadas a recién
nacidos de pretérmino, alérgicos o con problemas metabdlicos ’.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) por su parte, debate y aprueba el
Internacional Code of Marketing of Breast Milk Substitutes con la intenciéon de
conseguir maxima calidad en las formulas infantiles basadas en los conocimientos
cientificos y sujetas a una legislacion 8,

Al respecto, tanto la OMS como el Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia
(UNICEF), trabajan arduamente desde 1988, promoviendo la lactancia materna y
haciendo recomendaciones especificas para el ambiente sanitario que rodea a la

madre y a su bebé.

Leche de madre vs. Leches industrializadas

En los ultimos afios del siglo XX, se insinda una marcada recuperacién de la lactancia
materna en los paises desarrollados y en las clases sociales mas elevadas, fendmeno
imitado por los estratos sociales menos favorecidos.

En sentido contrario se introducen los denominados alimentos funcionales
disefiados en base al estudio de algunos componentes de la leche de mujer con efecto
sobre el crecimiento y desarrollo celular, la proteccion de infecciones, el efecto

antioxidante, la inmunomodulacion, etc.
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En nuestros dias, las condiciones socioeconémicas asi como los avances cientificos
abogan por la generalizacidn de la lactancia materna.

La biologia humana ha cambiado poco en los ultimos 250.000 afos y la lactancia
parece ser fundamental en prevenir el desarrollo ciertas enfermedades, tales como la
alergia.

Actualmente se promueve devolver a la mujer y al lactante el sano derecho de

amamantary ser amamantado.
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El origen de la enfermedad alérgica
Factores involucrados en su desarrollo

La patologia alérgica empieza a manifestarse desde los primeros afios de vida.
Habitualmente se inicia con alergia a alimentos y dermatitis atdpica, para mas tarde
aparecer rinitis y/o asma como expresiones clinicas de alergia con érgano de choque
en el sistema respiratorio (marcha atépica) °.

Actualmente se responsabiliza a los genes de respuesta inmunoldgica, relacionados
con los principales complejos de histocompatibilidad, como determinantes genéticos
del estado alérgico.

Todos los individuos presentan normalmente una respuesta inmune IgE, sin
embargo, la especificidad alergénica y las manifestaciones clinicas del estado alérgico,
parecen depender de los mencionados genes '°. La expresién de esta respuesta puede
verse influenciada entre otros factores por: dosis, via y tiempo de exposicién al
alérgeno, antecedentes hereditarios préximos, exposicion de la madre a microbios y a

humo de cigarrillo, en diversos estadios del embarazo .

Hipétesis de la higiene

Algunos autores explican el incremento de la prevalencia de enfermedades
alérgicas a nivel mundial, durante el transcurso del siglo XXI, como consecuencia de
una falta de maduracién del sistema inmunolégico del lactante (en la desviacién
inmune de la respuesta tipo Th2 a Th1) debido a una insuficiente o alterada exposicién
a microbios ambientales en los primeros meses de la vida.

Varios trabajos de investigacion sustentan este concepto denominado: “hipdtesis

de la higiene” ** B

. Sin embargo, este paradigma no alcanzaria para explicar el
desarrollo de la enfermedad atépica, ya que si bien las respuestas del linaje celular Th2
son responsables del desarrollo de atopia, también las Thl se encuentran involucradas
en la inflamacién alérgica caracteristica del eczema y del asma.

Al respecto, existen mecanismos inmune supresivos a cargo de las células T

reguladoras (implicadas en la proteccién contra enfermedades autoinmunes y atopia)

gue controlan tanto la inflamacion tipo Thl como la Th2. Defectos en la generacién de
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estas células intestinales, tal vez causados por una insuficiente o ausente estimulacién
del sistema inmune innato por microbios intestinales, originaria al fenotipo de
respondedor atdpico.

Actualmente se propone una extension de la hipdtesis de la higiene, en donde la
actividad y composicion bacteriana de la flora indigena, adquiere mayor importancia
en generar sefales para la maduracién del sistema inmunoldgico infantil que la

infeccién con patégenos **.

Composicion de la flora: la clave de la homeostasis intestinal

La colonizacion bacteriana del intestino con predominio de lactobacilos vy
bifidobacterias, comienza rdpidamente después del nacimiento y depende
directamente de: a) factores genéticos, b) tipo de parto, c) flora del intestino materno
y d) ambiente.

Mas tarde, el tipo de alimentacidon que recibe el nifio, afecta la seleccion de las
especies microbianas que integran la flora. La alimentacion con leche materna
adquiere relevancia al promover el crecimiento y la actividad de las principales
bacterias comensales **.

El requerimiento de una respuesta inmune innata a bacterias entéricas, con el fin de
promover respuestas de tolerancia inmunoldgica, fue observado en modelos animales
de experimentacién.

En ratones de laboratorio libres de gérmenes, este fendmeno no se desarrollaba,
pero si se establecia cuando la flora era reconstituida con bifidobacterias durante el
periodo neonatal y no mas tarde *°

Lo anteriormente expuesto sugiere que el tipo de tipo de microbiota intestinal del

recién nacido es crucial en este contexto.

Exposicion antigénica y el desarrollo de la tolerancia oral
Tanto la alimentacién con férmulas liqguidas como con alimentos, esta intimamente
relacionada con la exposicidon entérica a antigenos alimentarios. Esto induciria una

respuesta inmunoldgica sistémica, regida por el tejido linfatico asociado al intestino
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(GALT), denominada tolerancia oral y que ha sido definida como la supresién especifica
de las respuestas de inmunidad celular y/o humoral a un antigeno administrado por
via oral *’.

Flora intestinal anormal y el desarrollo de la sensibilizacién alérgica

En estudios epidemiolégicos, la presencia de un reducido nimero de bacterias
comensales en el intestino del neonato, precede al desarrollo de atopia.

Nifios alérgicos han exhibido una flora alterada en su composicién: altos niveles de
clostridium y bajos de bifidobacterias, contrastando con nifios no alérgicos,
colonizados con una importante cantidad de Bifidobacterium bifidum, tipico de los
lactantes alimentados con pecho materno > Sin embargo, lactantes con sintomas de
alergia respiratoria no mostraron alteracion en la constitucion de su flora intestinal.

Otras investigaciones han observado también diferencias cualitativas: las
bifidobacterias intestinales de nifios alérgicos tenian distinta capacidad de adhesién a
la mucosa e inducian mas citocinas pro inflamatorias que las provenientes de nifios
sanos 2.

Recientemente, se pudo descifrar la caracterizacion y variabilidad genética de las
comunidades microbianas que viven en el tubo digestivo. Segln este estudio,
independientemente de su procedencia, raza, entorno o tipo de dieta, los humanos
pueden congregarse en tres grandes grupos, segln la bacteria dominante. Esta
bacteria determina que especies pueden convivir con ella.

En el futuro, el conocimiento de la funcionalidad alterada de la flora intestinal,
permitird saber que hay en exceso o que falta para poder corregirlo como parte del

tratamiento del desorden intestinal *°.

Sensibilizacion del recién nacido
El recién nacido es capaz de montar una respuesta inmunoldgica significativa a los
. 2 . .
alergenos ambientales *°. Virtualmente todos los neonatos, con o sin antecedentes

hereditarios de alergia, poseen células T respondedoras a ingestantes e inhalantes 21
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Por lo tanto, la prediccién de la enfermedad alérgica es un prerrequisito indispensa
ble para procurar su prevencién y se basa en el andlisis de los factores genéticos, de las
condiciones del embarazo y del entorno neonatal del nifio ?%. Su propésito es la
deteccion del recién nacido de “alto riesgo” de padecer alergia. En ese sentido, junto
con los antecedentes hereditarios préximos, el dosaje de IgE en sangre de cordén
umbilical, es uno de los parametros mas utiles 2.

Segun nuestra experiencia y para nuestro medio, los niveles de IgE en sangre de
corddn que son mayores a 0.05 Ul/ml, deben ser considerados como indicativos de
riesgo 2,

También, desde no hace mucho tiempo, se ha demostrado que algunos de los
pacientes que padecen alergia a alimentos mediada por IgE, tienen alta probabilidad
de desarrollar alergia a otros alimentos como asi también a inhalantes 2.

En esta linea de investigacion hemos comunicado nuestras observaciones sobre las
caracteristicas del asma por alimentos (en lactantes y nifios pequeios) y sefialamos
que en muchos casos, la fisiopatologia inmunoldgica podria estar vinculada a otras no
inmunoldgicas *°.

También, en otro trabajo colaborativo multi-céntrico, estudiamos nifios alérgicos en
los cuales se determind el comportamiento de algunos parametros inherentes a la
enfermedad alérgica, con especial referencia a las reacciones de hipersensibilidad
provocadas por alimentos.

En este estudio, concluimos que el tipo de alimentacién recibida durante los
primeros estadios de la vida y los inhalantes ambientales a los cuales el paciente
estuvo expuesto en su momento, cobraban singular importancia en determinar la edad
de comienzo de la enfermedad, su localizacién organica y su evolucion.

Atribuimos la mayor incidencia de la alergia a leche de vaca en nifios menores de 1
afio de edad, a una falta total o parcial de la lactancia materna y al ingreso de
proteinas heterdlogas complejas (por la inmadurez digestiva, inmunolégica y
neuroldgica del nifio) %’.

Al respecto, hoy se acepta que tanto el recién nacido como el lactante pequefio,

inician sus experiencias inmunoldgicas exponiéndose a una importante carga de
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alergenos ingestantes sin haber completado la maduracién de la barrera intestinal,

hecho de trascendental importancia en un futuro no mediato 8

Genes, ambiente y factores epi-genéticos

La alergia alimentaria (AA) y en particular la mediada por IgE, es un problema de la
salud publica a nivel global con marcado crecimiento en los ultimos afos.

El aumento de su incidencia esta ocurriendo mas rapidamente de lo que permitirian

los cambios en el genoma 29,30

. Existen evidencias que sefialan un notable aumento en
nifios menores de 1 afio de edad *!. Esto sugiere que factores ambientales, asociados
con el “moderno estilo de vida”, podrian interactuar con el riesgo genético para su
desarrollo *.

Al respecto, la historia familiar de atopia es un importante factor de riesgo para el
desarrollo de la AA, asi como la comorbilidad con otras enfermedades atdpicas tales
como asma y eczema . En este sentido, el fenotipo es el resultado de la interaccién
del genotipo (totalidad de la informacién genética que posee un organismo en
particular en forma de ADN) y el medio donde se exprese (ambiente). Asi es como
algunos genes solo expresan un fenotipo dado bajo ciertas condiciones ambientales,
mientras que inversamente algunos fenotipos son determinados por varios genes
(poligenia). Por ello, recientemente se ha acrecentado el interés en estudiar el papel
gue tienen las modificaciones epi-genéticas del genoma, como el principal mediador
de la interaccidon gen-ambiente, con la esperanza de alcanzar un mejor conocimiento
de los mecanismos involucrados en la etiologia y la biologia de la enfermedad.

El término epi-genética abarca actualmente el estudio de los cambios heredables en
patrones de expresién de genes, independientemente de los cambios en las secuencias
del ADN. El epi-genoma puede cambiar y adaptarse a estimulos ambientales en un
relativo corto tiempo y también estar sujeto a modificaciones epi-genéticas en el
transcurso de la vida en respuesta a factores ambientales **.

Existe profusa evidencia que sugiere que el temprano desarrollo (en Utero y en el
recién nacido) representan momentos de la vida especialmente vulnerables a la

disrupcion epi-genética >°.
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Uno de los factores epi-genéticos mas estudiado del entorno ambiental materno es
la dieta, probable responsable del desarrollo de la AA. Al respecto, se conoce que la
nutriciéon es un importante modificador de la metilacién del ADN.

Mds aun, la metilacion también ha sido asociada con la exposicidon al humo de
cigarrillo, otro modificable factor del estilo de vida *.

Muchos estudios han demostrado que la metilacién del ADN y los cambios
resultantes en la estructura de la cromatina son los primeros reguladores de la
diferenciacién de las células Th naive.

Como se sabe, en el momento del nacimiento hay un desvio hacia el perfil celular
Th2 asociado a perfiles de citocinas, incluyendo la inter-leucina 4 (IL-4) *’. Esto
normalmente no persiste, por el contrario, se aumenta la diferenciacion de las células
ThO hacia el linaje Th1l con un concomitante incremento de interferén gamma (IFN-Y).

Este fendmeno se asocia con un incremento de los niveles de metilacion del gen de
la IL-4 y con la pérdida de la metilacidon de las regiones que regulan el IFN-Y en las
células Thl. A la inversa la metilacidn del gen que codifica IFN-Y esta asociada con la
polarizacién celular Th2 32,

Resumiendo, la interrupcidn o interferencia externa del camino apropiado para la
diferenciacién celular (células Th) y de su correspondiente expresion del perfil de
citocinas, durante el periodo postnatal temprano, representa una via potencial para el
desarrollo de alergia.

De esta forma, en los potenciales cambios de los perfiles celulares del linaje Thl
/Th2, la desregulacion epi-genética, podria desempefiar un importante papel en
determinar los niveles de otras importantes células del sistema inmune (por ejemplo,
las células T reguladoras) 9 Sin embargo, aln no ha sido bien explorado el potencial
uso de biomarcadores epigenéticos asociados con la AA.

En el futuro los estudios de esta enfermedad deberian incluir la investigacion del
estado de metilacion del ADN como un patrdén util y de facil obtencién para medir las
modificaciones epi-genéticas. Mds aun, la metilacién del ADN podria ser vista como un

fenotipo 0,
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Hoy se afirma que las futuras investigaciones sobre la AA, tendrian que contemplar
la influencia del tiempo de la exposiciéon al alimento, la dosis, el tipo de dieta, la etnia,
la exposicion a microbios, a polutantes y al humo de cigarrillo; factores que inducirian

|H

cambios epi-genéticos en la expresidén de los genes que alteran el “riesgo alérgico”.
Algunos de estos factores ya han sido claramente implicados en estudios
epidemioldgicos de asma y en enfermedades alérgicas respiratorias M,

Los nuevos estudios focalizados en conocer los mecanismos de estos efectos,
podrian ayudar a determinar perfiles de riego para adquirir la enfermedad y alcanzar la

prevencion de la AA.

Identificacion de fenotipos

Todo lo expuesto hasta aqui, dificulta la caracterizacion de fenotipos de AA
(entendiéndose como tal a las caracteristicas de presentacién de la enfermedad como
resultado de la interaccion entre la predisposiciéon genética y el ambiente). Esto, sin
dudas, impide un dptimo abordaje clinico de la enfermedad.

Si bien los métodos diagndsticos para AA son Utiles para demostrar reactividad al
alimento, no proveen informacién para diferenciar fenotipos y los estudios realizados
presentan marcadas diferencias étnicas y geograficas 2

Resumiendo, los fenotipos clinicos de la ALV mediada por IgE son altamente
heterogéneos y resultan de diferentes mecanismos inmunoldgicos, en donde el tipo y
numero de alérgenos alimentarios, podria ser un potencial factor de confusién para
identificarlos, de alli que el comportamiento clinico de la enfermedad sea tan variado.

Al respecto, se sostiene que una mejor interpretacion de los sintomas y de los
estudios complementarios, sumado a estudios para predecir el desarrollo de la

tolerancia oral, facilitard el diagndstico a3,
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Estado actual del conocimiento

Los conocimientos ampliamente aceptados sobre alergia alimentaria sefalan que:

a) Su prevalencia ha aumentado rapidamente en los ultimos afos. A los doce meses de
edad alcanza hasta el 8%, para luego descender durante la primera infancia al término
de la cual permanece estable en 1-2%,

b) La mayoria de las manifestaciones clinicas aparecen en los primeros 2 afios de vida,
c) La sospecha de su presencia es muy comun en la temprana infancia,

d) La patogenia aun permanece en estudio y todavia no se han identificado genes
responsables,

e) Entre los factores de riesgo sospechados, se incluyen: inmadurez de la barrera
intestinal, aumento hereditario o no de la permeabilidad de la mucosa intestinal,
deficiencia o produccién tardia de IgA secretoria, inadecuado desafio del sistema
inmune mucosal con la flora comensal, temprana introducciéon de alimentos sélidos,
tendencia genética a respuestas TH2, polimorfismos de citoquinas TH2, o de genes del
receptor IgE, alteracidn del sistema nervioso entérico, alteraciones inmunes como son
los bajos niveles de TGF- B y algunas infecciones intestinales ** 4> 464748,

Ademas, se considera que el correcto diagndstico es primordial no sélo para un
adecuado tratamiento, sino también para evitar la indicacién de innecesarias dietas
que deterioran el estado nutricional del paciente *°.

Por otro lado, los métodos complementarios propuestos para predecir, prevenir y
diagnosticar la alergia alimentaria, todavia se encuentran bajo rigurosa revisién, por lo
que profundizar los estudios sobre ellos, resulta extremadamente importante, ya que
esta enfermedad impacta severamente en la calidad de vida de los individuos que la
padecen 20,51,52
Cabe destacar que la terminologia referente a este tema, ha sido normatizada con

el objeto de reducir la disparidad de criterios de estudio e interpretacién vy facilitar la

investigacion >°.
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Alergia a la leche de vaca

La leche de vaca es el alérgeno mas frecuentemente observado como causa de
alergia en el lactante. Su incidencia en nifios es del 2 al 7.5% en paises desarrollados
donde predomina la practica de la lactancia materna y del 5 al 12% o mas en los paises
en vias de desarrollo >*>°.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son gastrointestinales (vomitos, célicos,
diarrea) y/o dérmicas (eritema, urticaria, eczema, dermatitis atdpica). Los sintomas
respiratorios (tos persistente, asma y/o rinitis) son reportados como menos
frecuentes. Se ha sugerido que el paso de la sensibilizacién alimentaria a la de
alérgenos inhalantes, puede ocurrir en algunos nifios antes de los de 4 afios de edad y
que la rinitis puede ser mas comun de lo que se reporta epidemiolégicamente %6,

La hipersensibilidad a las proteinas de la leche de vaca conforma un grupo de
entidades clinico-patoldgicas con asiento Unico o no en el aparato digestivo que
frecuentemente tienen en comun una exagerada produccién de IgE y el protagonismo
de células TH2 (comprobables en casi el 60% de los casos).

También pueden ser responsables de la enfermedad las reacciones por inmuno-
complejos, las citotéxicas y las mediadas por células >”.

Los alérgenos principales de la leche de vaca se distribuyen entre el suero y
fracciones de caseina. Los alérgenos de suero incluyen a: 1) Alfa-lactoalbimina ALA
(Bos d 4) PM 14,2 KD, su papel en la alergia a la leche es controvertido y los resultados
de su prevalencia varian entre el 0 y el 80% de los pacientes que reaccionan a esta
proteina; 2) Beta-lactoglobulina BLG (Bos d 5) PM 18,3 KD, la proteina mas abundante
del suero de la leche de vaca, pero no esta presente en la leche humana. Trece a 76%
de los pacientes reaccionan a esta proteina; 3) Albumina de suero bovino (Bos d 6)
involucrada en la alergia a la carne, ésta se reporta entre 0 y 88% de los eventos de
sensibilizacién, mientras que los sintomas clinicos se producen hasta en el 20% de los
pacientes. Las Inmunoglobulinas bovinas (Bos d 7) rara vez son responsables de los
sintomas clinicos en alérgicos a la leche de vaca, mientras que las caseinas constituyen
el 80% del total de proteinas de la leche de vaca y sus alergenos (conocidos

colectivamente como Bos d 8) constan de 4 proteinas diferentes (alfal, alfa2, con un
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PM de 23,6 KD, beta con un PM 23,9 KD y kappa caseina con un PM de 19 KD) que
comparten escasa homologia secuencial. Sin embargo, la sensibilizacion simultanea a
estas caseinas se observa con frecuencia *.

Desafortunadamente, los resultados de las investigaciones sobre la historia natural
de la alergia a la leche de vaca, no han provisto aun, de un cuadro claro y consistente.

Como consecuencia, el manejo del nifio alérgico a la leche de vaca, permanece
como un gran desafio para el médico tratante. Por lo tanto, indicar la supresion del
alimento, genera gran preocupacion en los padres y acarrea cierto riesgo para el
estado nutricional del paciente.

Ademads, aunque la mayoria de los nifios que tienen manifestaciones clinicas antes
de los doce meses de vida, desarrollan tolerancia a la leche de vaca alrededor de los
tres afios de edad, en la préctica clinica, algunos nifios sin dieta de exclusién estricta,
pierden su sensibilizacidn a la leche rapidamente (en algunos meses) mientras otros no
alcanzan la tolerancia a pesar de ser sometidos a una eliminacién alimentaria rigurosa.

Sin embargo, la oportuna exclusiéon de las proteinas lacteas, continda siendo el
tratamiento de eleccién para alcanzar, lo antes posible, la tolerancia inmunolégica 8

En todos los casos, el desarrollo y la evolucidén de la alergia a la leche de vaca, es
dependiente de la presencia de una serie de factores genotipicos y fenotipicos
involucrados en la regulaciéon de la permeabilidad intestinal y del tejido linfatico
asociado al intestino.

Estos factores serian responsables de su fisiopatogenia y de otros tipos de
inflamacién intestinal >°.

Como se ha sefialado anteriormente, el proceso de sensibilizacion resulta de una
compleja interaccion entre el individuo y el ambiente (bacterias, nutrientes y otros
agentes). Asi, el desarrollo de la homeostasis inmune de la mucosa intestinal parece
depender: a) del establecimiento y composicion de la flora comensal y b) de un
adecuado tiempo-dosis de antigenos dietéticos, cuando estos son introducidos por

primera vez o0,
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Por lo tanto, en la patogénesis de esta enfermedad, ademas de la predisposicidn
genética, se debe considerar al alérgeno, a la barrera intestinal y a la respuesta
inmunoldgica.

Nosotros focalizamos nuestro estudio en el inicio de la enfermedad, teniendo en
cuenta que el concepto de “ventana de sensibilizacion” en las primeras etapas de la
vida, se basa en estudios que evalluan el efecto que provoca la ingesta de leche de vaca
en diferentes momentos de la infancia.

Se ha demostrado, desde hace ya tiempo, que la sensibilizacion es mas probable
cuanto mas temprano se incluyen las proteinas lacteas en la dieta y que los procesos
de digestion/absorcién de antigenos alimentarios asociados al sistema inmunoldgico
de mucosas muestran marcados cambios segun el tipo de alimentacién y el desarrollo

del nifio &V ©

. Entonces, creemos que la edad del nifio seria condicionante de la
digestion y absorcién de antigenos, de la respuesta inmune y de las manifestaciones
clinicas.

Por lo anterior, tanto el tipo de alimentacidn recibida durante los primeros meses
de la vida como la edad del lactante al tiempo en que comienzan las manifestaciones
clinicas de hipersensibilidad a la leche de vaca (ya sean digestivas, dérmicas o
respiratorias) parecen constituir fuerzas que dirigirdn la marcha alérgica.

Por otra parte, es una preocupacién actual el hecho de que la alergia a los alimentos
se haya transformado en un problema de salud publica a nivel global.

Su incidencia ha aumentado en la ultima década mas rapidamente de lo que
permitirian los cambios en el genoma. Entonces cabe preguntarse: écuales son los
factores ambientales que podrian interactuar con el riesgo adquirido genéticamente
para desarrollar la enfermedad? 63, 64, Algunos individuos poseen factores genéticos
gue confieren susceptibilidad o resistencia a una determinada patologia en un entorno
particular.

Al respecto, la historia familiar es un potente factor de riesgo para el desarrollo de
la alergia a alimentos, aunque no parece ser el Unico. Hay buena evidencia proveniente
de estudios en gemelos, que sefalan la importancia de la variacidn genética, mas aun

cuando se asocia con otras enfermedades atépicas °> %% 7,
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La predisposicion genética conduce a la producciéon de citocinas
predominantemente Th2 (IL-4, IL-5, IL-9 y IL-13) que contribuyen a la sensibilizacién
alérgica, originada en defectos intrinsecos de células T o de células presentadoras de
antigenos %.

Como se sabe, la alergia a la leche de vaca (ALV) es la principal causa de alergia
alimentaria, afecta mayormente a los niflos y no existe suficiente informacién
referente a tendencias geograficas en su desarrollo.

En ese sentido, los genotipos asociados con la ALV son desconocidos (ain no han
podido ser replicados en poblaciones independientes) y podrian ser responsables de la
marcada variabilidad de la respuesta clinica individual a las proteinas lacteas ®°. Por
eso, en la actualidad el riesgo de padecer ALV es definido de acuerdo a los
antecedentes familiares **.

La poblacién humana ha acumulado un alto nimero de substituciones de bases en
el ADN mitocondrial (ADNmt) a lo largo de linajes maternales, en los cuales las
combinaciones especificas constituyen los haplogrupos mitocondriales supuestos o,

Los haplogrupos ADNmt especificos para una poblacién, pueden ser funcionalmente
diferentes y ejercer influencias que podrian afectar los resultados de las
enfermedades, ya sea exacerbando, retrasando o bien aminorando la sintomatologia
dada 71,72, 73.

Recientemente se ha comprobado que los nifios de raza negra presentan mayor
riesgo de ser sensibilizados a alérgenos alimentarios y a mds de un alimento, cuando se
los compara con nifios caucdsicos. Segun este estudio, la ascendencia africana se
asocia mayormente con sensibilizacion al mani "

El avance en los estudios de secuenciacion de la Regidn Hiper-variable uno (HVI) de
la regién D-Loop en el ADNmt ha revelado que la tasa de mutacién es diferente a lo
largo del segmento. Algunas posiciones de la Regidn HVI, son extremamente variables

entre los linajes, mientras que otras son relativamente constantes .
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Analisis de la diversidad genética

Durante la Edad de Hielo (43.0 -12.0 mil afios), el subcontinente siberiano completo,
se amplid enormemente en el noreste, debido a los menores niveles de los mares de
Bering y Chukchi, creando asi el refugio Beringia en la pieza de hielo que conecta
Siberia y Alaska. Esto permitid las migraciones humanas en el nuevo mundo 76,77,

Siberia se encuentra al sur del Circulo Polar Artico, lo que implica que las
poblaciones tempranas de su extremo noreste, se extinguieron o se retiraron hacia el
sur, o bien, que el medio ambiente y las condiciones del habitat, hubieran cambiado y
permitieron una repoblacién del Artico Siberiano 879,

La presencia de Beringia tendria implicancias importantes para la resolucién de
asentamiento humano inicial del extremo noroeste del nuevo mundo %% &

Los ultimos habitantes del ex Beringia, el yukaghir, Chukchi, como los Esquimal-
Aleutianos y los Indigenas Na-Dene, seria probable, probablemente sean
sobrevivientes a los rapidos cambios ambientales que tuvieron lugar a finales del
Pleistoceno/ temprano Holoceno. La presencia humana en el Monte Verde, sitio
ubicado en el sur de América del Sur, cuestiona este modelo Clovis y genera la
convocatoria de alternativas a la hipdtesis. Debido a que la fecha mas temprana para
Monte Verde implica que el poblamiento de las Américas, al sur de Beringia, se
produjo antes de que el corredor libre de hielo se formara, una primera migracién a lo
largo de la costa del Pacifico, puede haber sido una ruta viable 82,83, 84

Una de las herramientas para estudiar y responder a estas teorias, el ADN de
herencia materna mitocondrial (ADNmt), ha sido ampliamente utilizado para
comprender la poblacién de las Américas. Desde los primeros estudios, se ha
encontrado que poblaciones nativas americanas existentes, presentan casi
exclusivamente 5 haplogropos en el ADNmt, clasificados como: A, B, C, Dy X 8,

Haplogrupos A-D se encuentran en todo el Nuevo Mundo y son frecuentes en Asia,

con un origen noreste asiatico de estos linajes 81,83

. Estos haplogrupos, se utilizan para
sugerir una sola migracién como modelo 3. Sin embargo, en algunos estudios, se

encuentra un patréon diferente de diversificacion y distribucidon del haplogrupo B,

RVB



31

llevando a algunos autores, a la hipdtesis de que podria representar una posterior y
separada migracion de la llegada conjunta de los haplogrupos A, C,y D 8,

La historia del haplogrupo X es mas dificil de alcanzar, ya que se encuentra en la
actualidad en el Nuevo Mundo con una frecuencia relativamente baja y sélo en
América del Norte, es raro en el Occidente Euroasiatico y esta casi ausente en Siberia
87.

Tras aplicar los tests de neutralidad de Tajima a la distribucién de las variantes
mitocondriales establecidas a partir de secuencias completas del ADNmt de los
diferentes haplogrupos mundiales, individualmente y agrupdndolos por continentes, el
equipo de Douglas Wallace concluyd que mientras que los haplogrupos africanos,
tanto en conjunto como individualmente, se ajustaban a un modelo de evolucién
neutral, los clusters europeos: M, N y sus derivados y los asiaticos: A, B, C, D, G, Z, Y, X

se desviaban significativamente del modelo 85,89,90
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rica 120,000- 150,000 \/
55,000- 75,000 >

40,000- 70,000 Family Tree DNA

40.000- 60,000 mtDNA Migrations Map
35,000- 50,000

Y 15,000- 35,000
he/Esk/Aleuts 8,000- 10,000

En el paisaje actual existente de nativos americanos ADNmt, la diversidad
filogenética se compone de los mismos cinco grandes haplogrupos basales: AD + X, sin
embargo, hoy se pueden distinguir nuevas secuencias fundadores en cada haplogrupo
gue suman diez monofiléticos sub-haplogrupos: A2, B2, Clb, Clc, C1d, C4c, D1, D2A,
D3y D4h3a 5% 88,

La clasificacion de los haplogrupos mitocondriales segun las posiciones diagndstico
de la region control no es 100% exacta. Esto se debe esencialmente a dos fendmenos:

la retromutacion y la homoplasia.
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Para la datacidén de los diferentes clusters se estima el tiempo del ancestro comun
mas reciente (TMRCA, Time of the Most Recent Common Ancestor) de cuantas lineas
lo integran. Para ello se consideran aquellos haplotipos relacionados, se calcula su
diversidad y se estima el tiempo que ésta ha tardado en generarse con una tasa de
mutacién determinada.

La estima no se corresponde exactamente con el momento en que surgieron las
mutaciones que caracterizan a dichos clusters, pues desde ese momento hasta la
fijacion de dichas mutaciones en las lineas descendientes puede haber transcurrido
mucho tiempo. Por otra parte, la estima del TMRCA se basa en aquellos haplotipos
derivados del linaje original. Muchos de los descendientes de este MRCA pueden
haberse extinguido por procesos de deriva genética por lo que el tiempo estimado
puede ser menor al real. Entre las medidas de diversidad mds empleadas para calcular
el TMRCA esta el estadistico U (Rho). La datacién mediante este estadistico requiere
de la reconstruccion filogenética entre los haplotipos que conforman un cluster
determinado, habitualmente en forma de Median Networks o Median Joining
Networks.

El estadistico U representa el nimero medio de cambios mutacionales entre el
haplotipo original (root = raiz) y los haplotipos individuales de la muestra. Estos
cambios se estiman a partir del Network, puesto que éste tiene en cuenta las
reversiones y paralelismos en los sitios hipermutables.

Puede calcularse un error estdandar de cada fecha en base al nimero de haplotipos

muestreados y a la subestructura de las ramas 91,92
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OBJETIVOS

Valorar la influencia en el desarrollo de la alergia a la leche de vaca de factores tales
como la edad y caracteristicas de las manifestaciones clinicas al inicio de Ia
enfermedad, el tipo de alimentacion recibida durante los primeros 3 meses de vida, la
presencia de antecedentes familiares de alergia y la exposicién ambiental.

Elaborar indices predictivos de riesgo para alergia a la leche de vaca que puedan ser
obtenidos facilmente en la practica clinica pediatrica diaria y permitan realizar un
diagnéstico precoz de la patologia.

Estudiar la influencia de haplogrupos mitocondriales en un grupo de nifios ALV,
caracterizando haplogrupos de la Regién D-Loop del ADN mitocondrial con el fin de
arribar a un mejor conocimiento de la herencia biolégica y genética en la etiologia de

la enfermedad.
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Diseio y poblacién
Se realizé un andlisis observacional y retrospectivo de historias clinicas, tomadas
al azar, de 91 nifios con diagndstico de ALV y 91 controles de ambos sexos, menores

de 6 afos de edad.

Lugar de realizacion
Todos los pacientes provenian de zonas urbanas y suburbanas de la ciudad de
Rio Cuarto y fueron asistidos en el Servicio de Alergia del Hospital San Antonio de

Padua en el periodo 1991-2003.

Criterios de inclusion y de exclusion

Se incluyeron los casos cuyo diagndstico se haya basado en una prueba de
provocacion oral positiva.

Se excluyeron aquellos nifios que tenian alguna patologia sistémica y aquellos
cuyas madres hubieran estado bajo dieta restrictiva o algin tipo de control

ambiental durante el embarazo y/o la lactancia.

Criterios metodoldgicos

Los pacientes fueron agrupados teniendo en cuenta el tipo de alimento recibido
hasta los 3 meses de edad en: 1) grupo F (alimentados con férmulas a base de leche
de vaca), 2) grupo P (alimentados exclusivamente con pecho materno) y 3) grupo M

(alimentados con féormulas a base de leche de vaca y con pecho materno).

Definicidn de las variables

Para cada paciente se registraron: a) la edad (en meses) en la que se presentan
los primeros sintomas, b) la existencia o no de historia familiar de enfermedades
con base atdpica (rinitis, asma, eczema), tanto para el padre como para la madre, c)
si hubo exposicion al humo de cigarrillo, d) la ausencia o presencia de diarrea,
vémitos, colicos, eritema, urticaria, dermatitis alérgica eccematosa, asma y/o rinitis

y e) la categorizacion positiva o negativa, en funcion de la ratificacion o no de la
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etiologia, luego de excluir de la dieta a la leche de vaca por un lapso de 14 dias y

reintroducirla (prueba de provocacidn o desafio oral abierto).

Analisis estadistico

Se efectud un andlisis estadistico descriptivo de todas las variables consideradas
en el estudio; las continuas se resumieron como media + desviacién estandar y
mediana con rango intercuartilico, y las categdricas como porcentajes.

Para determinar la relacion de cada factor con el diagnéstico, se realizaron
andlisis bivariados a través de la prueba chi-cuadrado (B%) de independencia, célculo
de Odds Ratio (OR), contrastes para diferencias de medias paramétrico (test t para
muestras independientes) y no-paramétricos (pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de
Mann-Whitney), segin fuera apropiado.

Las técnicas multivariadas de andlisis de correspondencias multiples y Regresion
Logistica se emplearon para el estudio de los factores que inciden de manera
conjunta en la probabilidad de ser ALV y posterior determinacién de perfiles
clinicos.

Ademas, se elaboraron tres indices predictivos de riesgo de alergia a leche de
vaca basados en la ponderaciéon de cada factor seglin los OR individuales, los
correspondientes a la Regresidn Logistica y en la identificacidn de criterios mayores
y menores. La efectividad diagndstica de cada uno se evalué mediante el area bajo
la curva ROC, sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo.

Para los contrastes se consideré un nivel de significacién del 5% (p<0,05) y un
95% de confianza para la construccién de los intervalos informados (IC).

En el procesamiento de datos y obtencidén de los resultados empleados en el
analisis estadistico, se utilizaron diferentes programas (software) especificos
disponibles.

Ademas, se estudiaron 41 nifios de 0 a 2 afios de edad y de ambos sexos, que

viven en la ciudad de Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina.
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Once (11) de ellos tenian diagndéstico de ALV y treinta (30) individuos sanos
conformaron el grupo control. Las muestras sanguineas obtenidas de esta
poblacién, previo consentimiento informado, fueron utilizadas para el andlisis del
ADN mitocondrial.

El diagnéstico, se confirmd en todos los pacientes, luego de dos semanas de
exclusién del alimento, por medio del desafio oral abierto atendiendo a dos razones
practicas: 1) corta edad de los nifios y 2) baja sensibilidad de las pruebas
diagndsticas para ALV en lactantes menores de 1 afio de edad.

Los nifios ALV (n=11) se dividieron de acuerdo al tipo de manifestaciones clinicas
con que iniciaron la enfermedad en: a) Dermatitis atépica (DA) + Enfermedad

Gastrointestinal (EGI) (n: 6 casos) y (b) Rinitis y Asma (n: 5 casos).

Analisis de mutaciones o variantes en la region D-Loop del genoma

mitocondrial

La regidén D-Loop HVI, Il y Il del genoma mitocondrial, fue amplificada por
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Los “primers” utilizados fueron: Fw
16033 a 16055 y Rev. 50 a 29 (RHVI); Fw 29 a 51 y Rev. 713 a 693 (RHVII y lll). Las
condiciones de la mezcla de incubacidn, para amplificar los productos en la PCR,
tenian una temperatura de annelling (para los diferentes segmentos) en un rango
de 56°C a 58°C.

Posteriormente se realizo electroforesis en geles de agarosa al 2%, para la
visualizacién de las bandas de ADN, con luz UV. Cada fragmento fue purificado y
mandado a secuenciar para su analisis (dos determinaciones).

Los resultados fueron comparados con la puesta del Consenso de la secuencia de

Cambridge (GenBank Accession No.: NC_012920.1).

Analisis filogenéticos
La filogeografia se encarga del estudio de la distribucién geogréafica de los
distintos linajes mitocondriales. Mediante la integracién de la informacién genética

y su localizacién geografica se ha intentado evaluar el impacto de determinados
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procesos histéricos sobre la diversidad genética actual. La antropologia genética
investiga las causas de la variacion genética humana en el presente y la historia
evolutiva que la ha generado **.

La cantidad y naturaleza de la diversidad genética en los humanos modernos
proporciona valiosa informacién acerca de nuestra historia evolutiva. Sin embargo,
generalmente resulta dificil determinar el origen de la diversidad en esas
poblaciones. Esto puede deberse a que sus culturas se han integrado a otras
sociedades, resultando en un perfil genético indistinguible del “pool” génico general
o bien, como ocurrié en América, la pérdida de variabilidad como consecuencia de
la Conquista y sus secuelas: guerra, esclavitud, hambre y epidemias.

La poblacién humana actual de Argentina y de Latinoamérica en general es el
resultado de cinco siglos de contacto entre los nativos americanos y las poblaciones
migrantes, principalmente de Europa y Africa.

Los analisis de secuencias y los andlisis filogenéticos son herramientas muy
eficaces en el estudio de las especies de cualquier fila. Los arboles filogenéticos dan
con gran precisién datos importantes para el trabajo de ecologia de poblaciones y
conservaciéon de especies, ya que ayuda a determinar individuos o grupos
emparentados inter-especificamente y en ciertas ocasiones, se puede obtener una
distancia evolutiva que suele ser utilizada para elucidar hechos del pasado que han
marcado la historia de los animales en cuestion ** .

Una de las metas de los estudios en biodiversidad es el entendimiento de los
procesos de coexistencia entre las especies a distintas escalas espaciales vy
temporales. Los métodos de alineamiento progresivo, producen un 4arbol
filogenético porque incorporan las secuencias nuevas, en el alineamiento calculado
por orden de distancia genética.

El problema basico en la filogenia basada en morfologia es la construccién de
una matriz matematica que contenga valores representativos de cada una de las
caracteristicas fenotipicas usadas como clasificador para cada uno de los taxones
(pacientes) en estudio. Los métodos de analisis filogenético mediante matriz de

distancias descansan de forma explicita en una medicién de la "distancia genética"
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entre las secuencias en estudio, y por ello requieren un alineamiento multiple como
informacién de entrada. A menudo se define la distancia como la fraccién de
desajustes en las posiciones alineadas, con los gaps en el alineamiento, las regiones
de apareamiento vacias (no marcadas por asterisco), que sefialan regidén que no se

aparea, ignorados o contados como desajustes *°, Figura 1.
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Figura 1. Alineamiento parcial de la region hipervariable uno (HVI) en la poblacién

estudiada.

Los métodos de distancia procuran construir una matriz completa de
correspondencias y describir las distancias existentes entre cada par de secuencias.
A partir de esta matriz, se construye un arbol filogenético que situa dentro del
mismo nodo interior las secuencias cercanamente relacionadas y cuya longitud de
ramas representa las distancias observadas.

Los métodos de neighbor-joining ("reunién por vecindad") emplean técnicas
generales de aglomeracidn de datos para el analisis de secuencias y se sirven de la
distancia genética como un medidor de aglomeracidon. Por otra parte, la taxonomia
cldsica, siempre estd entrando en debates ya que suelen ser caracteres
morfoldgicos los que se toman en cuenta en esta actividad, base de toda futura
investigacion en seres vivos. Surge entonces, la necesidad de utilizar técnicas
moleculares, ya que al estar basadas en el genoma, dan una mayor exactitud en

todos estos estudios *’.
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Construccion del arbol filogenético

Un arbol filogenético o arbol de la evolucidén es un diagrama de ramificacién o
"arbol" que muestra las relaciones evolutivas entre diversas especies bioldgicas
inferidos u otras entidades en base a similitudes y diferencias en las caracteristicas
de su fisico y / o genéticos. Los taxones que se unieron en el arbol estan implicitos
gue descienden de un antepasado comdun.

En un arbol filogenético enraizado, cada nodo con los descendientes representa
el ancestro comun mas reciente, y las longitudes del brazo o rama en algunos
arboles pueden interpretarse como estimaciones de tiempo. Cada nodo se
denomina una unidad taxonémica. Los nodos internos son generalmente llamados
unidades hipotéticas taxondmicos (UHT), ya que no puede ser observado
directamente.

Los arboles son utiles en los campos de la biologia, como la bioinformatica, la
sistematica y filogenia comparativos. Charles Darwin (1859) también produjo una
de las primeras ilustraciones y crucialmente popularizé la nocién de una evolucién
"arbol" en su libro seminal “El Origen de las Especies”, Figura 2.

Mas de un siglo mas tarde, los bidlogos evolucionistas siguen utilizando diagramas
de arbol para representar la evolucidén, porque tales diagramas efectivamente
pueden transmitir el concepto de que la especiacidon se produce a través de la
divisién adaptativa y aleatoria de los linajes. Con el tiempo, la clasificacién de las

especies se ha vuelto menos estética y mas dinamica > *°.

Figura 2. Grado de divergencia de las especies (Darwin 1859).
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Arbol con raiz

Un drbol filogenético enraizado es un arbol dirigido con un nodo unico
(correspondiente a los antepasados generalmente imputados) mds comun y
reciente de todas las entidades en las hojas del arbol. El método mds comun para
los arboles de enraizamiento es el uso de un grupo externo controvertido, lo
suficientemente cerca para permitir la inferencia de datos de secuencia o rasgos,

pero lo suficientemente lejos para ser un grupo externo evidente.

Arbol sin raiz

Arboles sin enraizar ilustran la relacién de los nodos de hoja sin hacer
suposiciones acerca de los ancestros en absoluto. Mientras que los arboles sin
raices siempre puede ser generados a partir de las raices simplemente omitiendo la
raiz, una raiz no se puede deducir a partir de un arbol sin raiz sin algunos medios de
identificacion de ascendencia; esto se hace normalmente mediante la inclusidon de
un grupo externo en los datos de entrada o introduccién de supuestos adicionales
sobre la tasas relativas de evolucién en cada rama, como una aplicacién de la
hipdtesis de reloj molecular. Ambos arboles filogenéticos con raiz y sin raiz, pueden
ademas ser bifurcardos o multifurcados, y marcados o no marcados.

Ahora bien, si un arbol se bifurca tiene exactamente dos descendientes
derivados de cada nodo interior (es decir, que forma un arbol binario), y un arbol de
bifurcacion sin raiz toma la forma de un arbol binario sin raiz, un arbol libre con
exactamente tres vecinos en cada nodo interno. En contraste, un arbol multifurcado
con raices pueden tener mas de dos hijos en algunos nodos y un arbol multifurcado
sin raiz puede tener mas de tres vecinos en algunos nodos.

Un arbol de marcado tiene valores especificos asignados a sus hojas, mientras
gue un arbol no marcado, a veces llamado una forma del arbol, define una
topologia Unica.

El nimero de arboles posibles para un nimero dado de nodos de hoja depende

del tipo especifico de arbol, pero siempre hay mas multifurcados que los arboles

RVB



42

gue divergen, mas marcados que los drboles no marcados, y mas arraigados que los
arboles sin raices.
La ultima distincion es la mds biolégicamente relevante, debido a que hay
muchos lugares en un arbol sin raiz para poner la raiz.
Para los arboles marcados y bifurcados, se encuentran:
Para N taxones con raiz
3x5x7X.....X(2N-3)= (2N-3)!
Para N taxones sin raiz

3x5x7X.....X(2N-5)= (2N-5)!

(2n—3)!!=%,para n=2

Denominaciones basicas

Un dendrograma es un término amplio para la representacién esquematica de un
arbol filogenético.

Un cladograma es un arbol filogenético formado usando métodos cladisticos. Este
tipo de arbol sélo representa un patrdn de ramificacién, es decir, las longitudes de
sus ramas no representan el tiempo o cantidad relativa de cambio de caracter.

Un filograma es un arbol filogenético que tiene longitudes de rama proporcional a la
cantidad de cambio de caracter.

Un cronograma es un arbol filogenético que representa explicitamente el tiempo

evolutivo a través de longitudes de las ramas.

Corriente fenética

En la bioinformatica, Neighbor joining permite la creacion de arboles fenéticos
(fenogramas). Por lo general se utiliza para drboles sobre la base de datos de ADN o
de proteina de secuencia, el algoritmo requiere el conocimiento de la distancia
entre cada par de taxones (por ejemplo, especies o secuencias).

Para formar el arbol Neighbor joining, se toma como entrada una matriz de

distancia especificando la distancia entre cada par de taxones.
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Descripcion del algoritmo utilizado en la investigacidon de haplogrupos
El algoritmo comienza con un drbol completamente sin resolver, cuya topologia

corresponde a la de una red en estrella, y se repite en los siguientes pasos hasta

que el arbol estd completamente resuelto. Todas las longitudes de rama conocidas

son:

1. Sobre la base de la matriz de distancia actual, calcular la matriz Q (definida a

continuacion).

En nuestro trabajo el genoma mitochondrial (region D-Loop RHV |, Il y Ill) seria

una matriz con quien se camparoé cada matriz de la RHV |, Il y lll de cada paciente:

d11d12d13
921922323 Fila 1= Genoma Mitocondrial
a313a3»a ; i
31632933 Fila 2. 3. 4. 5......41 Pacientes
aij;

a=a: A, G, To C(nucleotides)

i =fila; j = columna,

2. Encuentra el par de taxa para los cuales Q(Erﬁ" ) tiene su valor mas bajo. Afadir
un nuevo nodo en el arbol, uniéndose a estos taxones para el resto del arbol.

En la figura de la derecha, f y g estan unidas al arbol por el nodo u nuevo.
f

g Y ,

\0/ ®u

3. Calcular la distancia desde cada uno de los taxones en el par de este nuevo nodo.
4. Calcular la distancia desde cada uno de los taxones fuera de este par, al nuevo

nodo.
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5. Iniciar el algoritmo nuevo, substituyendo el par de vecinos unidos con el nuevo

nodo y el uso de las distancias calculadas en el paso anterior.

Q-matrix:

Sobre la base de una matriz de distancia relativa de los T taxones, calcular Q de la

siguiente manera:

T

Qirg) = (r — 2)d(i,f) — 3 d(i,k) — 3 d(j.k)

k=1 k=1

Donde d(?,_, .?} es la distancia entre taxones? y .J. Cada taxon un paciente.

Distancia de los miembros del par, al nuevo nodo:

Para cada neighbor de la pareja que se acaba de unir, se utiliza la siguiente

férmula para calcular la distancia al nodo nuevo.

Taxa fy 4 son los pares de taxones vinculado y U estd en el nodo recién

generado:

L

d.0) = 3U7.9) + 5

Y, por reflexion:

d(g,u) = d(f,g) —d(f,u)

Distancia de los otros taxa para el nuevo nodo:

Para cada taxdn no se considera en el paso anterior, se calcula la distancia hasta

el nodo nuevo de la siguiente manera:
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k) = Sfd(f.k) +d(g. k) - d(f. )]

dénde U es el nuevo nodo, £ es el nodo para el que se desea calcular la distancia f

y 9 son los miembros de la pareja que se acaba de unir.

Complejidad

Neighbor joining en un conjunto de 1" taxones que require " — 3 iteraciones. En
cada paso se tiene que construir y buscar en una Q matriz. Inicialmente, la Q

matriz es el tamafio " X T, entonces el siguiente paso es, (T - 1) x (T - 1)

3
etc. Esto, conduce a un algoritmo con una complejidad de tiempo de O(T }

Arbal ultramétrica

Tiempo

Ventajas

a) Los calculos realizados sobre los datos (matriz de distancias) son simples, lo
que contribuye a que el método sea computacionalmente rapido, su
complejidad es O (n3).

b) Es comparativamente rdpido con respecto a otros métodos de analisis
filogenético.
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Desventajas
a) Da como resultado un Unico posible arbol.

b) No considera ancestros intermedios entre los nodos existentes.

C) Las secuencias no son consideradas como tales, sino que se trabaja con la
matriz de distancias lo que puede causar pérdida de informacion.
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Caracterizacion filogenética de la poblacion estudiada

Utilizando del Programa CLUSTAL OMEGA, el Neighbour joining tree using
Blosum62, se construyé el arbol filogenético de la muestra estudiada: poblacién de

casos y controles de la ciudad de Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina, Figura 3.

II i San pr.m|mf@_l

', dal Chafiar O —

A via, do Maris d.\
_--- |
/ { N
Diamry Fuinss wlumnba

@(Lx\ ey ge e .'I \

Junin Maria
Ill.slm Carlos wiiry |' 2} Santa Mosa de Rio Primera |
Satsacate O o e Dervorbg.,
ardoba '4.1_,51-
Vi, Cusrs - itz 2
MOJ

-\- Dolores 7

Figura 3. Ubicacion geografica de la ciudad de Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina (200 Km

al sur de la capital de la provincia).

En el mismo se observa como las variantes de la regidon HVI, se distribuyen

acercandose o alejandose del GMt, desde abajo hacia arriba, Figura 4y 5.
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Figura 4. Arbol filogenético de la regién hipervariable uno (HVI1) de la poblacién estudiada.
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Figura 5. Arbol filogenético que marca las distancias de la regién hipervariable uno (HVI),

producto del recalculo de la distancia.
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Pasos para la construccion del arbol filogenético
Paso 1: Crear la matriz de distancia.
En el siguiente ejemplo se muestra el cdlculo de la matriz de distancias, de acuerdo

a la implementacidn propuesta y la generacion del arbol a partir de esta:

Sea nuestro ejemplo OTUs (Unidad Taxondmica Operativa) y taxon: cada paciente.

N
ol AGTAGTTC Genoma mitocondrial
T .

AGTAGTTA Taxon 1
U ,
AGTAGTAA Taxon 2
[
T T 41
\AGTAGGGG axon
1. AGTAGTTC
2. AGTAGTTA

1
Dis. 1,2 = 3 0.125

Luego se repite: 1, 3; 1, 4 etc.

1. AGTAGTTC
3. AGTAGTTA

2
Dis. 1,3 = 3 0,25

Matriz de distancia por distancia de Hamming

oTuU 1 2 3 4 5

1 0 0.125 0.25 0.375 0.25
2 0.125 O 0.125 0.375 0.375
3 0.25 0.125 0 0.375 0.375
4 0.375 0.375 0.375 0 0.125
5 0.25 0.375 0.375 0.125 0
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Aplicando la formula de Tajima se obtiene la siguiente matriz:

OoTU 1 2 3 4 5

1 0 0.875 1.375 1.7453 1.375
2 0.875 0 0.875 1.7453 1.7453
3 1.375 0.875 0 1.7453 1.7453
4 1.7453 1.7453 1.7453 O 0.875
5 1.375 1.7453 1.7453 0.875 0

Paso 2: Hallar la menor distancia en la matriz.
Menor distancia: (0.875) 2,1 o 1,2 (distancia).
Paso 3: Unir las Otus con menor distancia.

Unir las Otus 1y 2. Y calcular su distancia:

) ) ) ) ,875
distancia = DLSt.% = % = 4375.0

Subarbol resultante de unir OTUS 1y 2

0.4375

AGTAGTT=
0.4375

Se repite tantas veces como datos tenga la matriz, recalculando la distancia.
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Del arbol obtenido luego de entrado los datos en el Programa Clustal Omega, se
obtuvo la siguiente alineacién, en la parte superior estan los datos matriz del GMt,

luego cada matriz de cada paciente alineado de las regiones HVIl y lll, Figura 6.

[Tools/senvices/rest/clustalo/result/clustalo-20121101-153357-0765-80025178- payaln-clustal o &
File Edit Select View Format Colour Calculate Help
150 160 170

{26003 H0GpEANG_012520 1438
12326- 1001 TBeF 1662
1282519081 TBeF 1663

12330 20R07-A TBeF 1662
123302 00FF-A B -655
12336-220Gh 51 e w1662
102306 T-ATBe 666
1230620 C6-78eFwy 1648
12854-1MC-APBe P66
12856-8PV-1 7BeF 1664
12850-4BLE-17BeF w1663
12300-605-178Fw/ 1651
12302-GHHLA P8P 1667

125304 A Covnai-7BeF wi1.666
125306-84FE1 78w/ 1659
123055051756 1-667
100D PBeF 1656
139120 1BMA- 7B 1662 AN,
1230411 2hCiadi-1PBeF 665
120613085478 Fu-668
12319-14DSRATBe P66
12320-150PF- 1 TBeF 1661
12822-160F A1 TBeF 1664
1233411 7HLE-1 TBeF 1655

o

Forsene.s _

TCCT6CCTCATCCTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGTTAATTAATTAATGCTTGTAGGACATAATAATAACAATTGAATGTLTG
4

Sequence 2 ID: 13926-180GJ-17BeFw Nucleotide: Adenine (141)

Figura 6. Alineamiento parcial de la regidn hipervariable dos y tres (HVII-III).

Luego se realizaron los correspondientes calculos de distancia y peso utilizando

también el programa de Clustal Omega Neighbour joining Blosum62.
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Para estudiar nuestra poblacién, se siguié el procedimiento descripto a

continuacion:

53

El arbol usado para guia del proceso de multiple alineamiento final, se calculé de

la distancia matriz del paso 1, usando Neighbour Joining method.

e Nodo, antepasado mas reciente
13856- 2a CG 17AFw Hoja (paciente)

Rama: Iapio/evolutivo entre nodo y nodo

_|.— Raiz

&
<

v

distancia 34.53 1821.83
52.44
41,21
18,5
24,21
1554,3
581.61 o

La distancia se calculé de la siguiente manera:

Peso de Secuencia |

13856- 2a CG 17AFw
13872 11a MA 17AFw
14530 39a EE 17AFw
13868 9a ES 17A Fw

14532 40a ES 17AFw
14502 25a GD 17AFw
13870 10a MM 17AFw
13890 20a DT 17A Fw

14518 33a VL 17A Fw

_ 1gp1g3 4 2t53 5288 4121 1852 2491 155431
I, 3 T2 "5 e 7
| 58161

8
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Se habla de peso, porque el cambio de un nucledtido por otro cambia el Peso
Molecular, como no estamos en una regién codificante (es la Region intron: Control
D-Looop), no se habla de cambio de peso molecular de un aminoacido. Este arbol
indica qué pacientes o controles se alejan mas del GMt, visto de abajo hacia arriba.

El paciente 13 a BS, es el mds proximo al GMt, el 2a CG el mas alejado, y 1a MJC,
estd ancestrado con el GMt y con 13a BS, pero se aleja ancestralmente de los otros.

Sin embargo, el arbol dibujado para la region HVIl y llII, no refleja lo mismo, pero
si lo hace para 2b CG. Esto demuestra los cambios sufridos en el tiempo para ciertas
variables (cambios nucleotidicos). Las variantes de la region HVII y Ill, en los
pacientes 2b CG y 17b LB, estarian emparentadas, cercanas al GMt, pero

ancestralmente distante de los otros pacientes, Figura 7.

= Average distance tree using PID == ==

File Wiew

1294945-2bCE- 17 BaFu

12923417 bLB-17BaFum

13926-13b3J-17BeFum
13903-FhbDprimas-17BeFu
129322-21bFF-17BaFuu
12920-20bD T-17BeFuw
12593-dbLE-17BeFuw
12299 1bJC- 17 BeFun

" 12916-12bBS-17BaFu
12926-22bChE-17BaFu

- 13596-ZbFWw-17BaeFuu

m

129340-23bET-17FBaFuu

1Z90Z2-GbHM-17BeFu

12923-19bBF-17BaFu

1Z290G-2bFI-17BeFu

12900-5b0S-17BaFu

12913+ 1ZbDprimasd-17BeFu

12913-14bSR-17BeFu

1292Z2-16bFA-17BaFu

12910-10bMbA- 17 BeFue

12920-15bFF-17BaFu

1Z291Z2-11bMAa- 17 BaFu -

Figura 7. Arbol filogenético de la regién HVII y HVIII en la poblacién estudiada.
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Detalle de los calculos efectuados en el analisis estadistico.

Se aplicé el método cientifico x%, con una hipétesis nula (HO): los haplogrupos

no influyen en la enfermedad.

HAPLOGRUPO Controles ALV* Total
Europeo al=21 a2=9 NA =30
Asia - Europeo bl=5 b2=0 NB=5
Asia - Americano cl=3 c2=2 NC=5
Africano di=1 d2=0 ND=1
Sub-Total N1=30 N2 =11 N =41
*Alérgicos a la leche de vaca
41[21% 92 4152 0 41[3%2 22 41[1% 0
= |—t—=|+t ===+ ==+ =+ ==+ =
30130 11 5130 11 5130 11 1130 11
& x? = 2,79 de la muestra
(Grado de libertad)=3
iciente d ti jaC = 279 = 0.25
coeficiente de contingencia C = 279 + 41 .

|-

55

El grado de asociacion de haplogrupos con la poblacién enferma es minimo, no

significativo.

Por lo tanto, para un nivel de significacién del 5% y 3 grados de libertad, se

obtiene que el valor de X* de la muestra, es menor que el valor critico de 7.81, por

lo que puede concluirse que no podemos rechazar Hg (hipdtesis nula), es decir, los

haplogrupos en la poblacién estudiada no influirian en el desarrollo de Ia

enfermedad.
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En la tabla 1, se identifica la variante T16519C, que no estd descripta en
(www.mitomap.org; www.genpat.uu.se/mtDB/), pero que en nuestros
pacientes tuvo alta prevalencia.

Para conocer su asociacidén con variantes de haplogrupos definidos y con
pacientes ALV, vy obtener una proyeccién, se aplicé también el método

cientifico X%

Célculo del X?

, 14 12+22+14[o+1]+14[0+1]+14[1+1]+14 30
Y =38 | T 186l T1l8 6l T 21876l T3 |8 76

"3

14[22 1] 14[12 0
1

i §+El—14

x?2 =65

Dado que el 42,8% de los pacientes que tienen la mutacién son ALV
(P=6/14=0,428), los limites de confianza 95% para la poblacion son (p=6/41=0.146),
es decir la probabilidad de enfermarse teniendo la mutacién, para seis grados de
libertad X=6 es:

X3.5 = 1.24; x3,5 = 14.4.

Como x2=6.5 esta dentro del rango de los limites de confianza 95%, lo que

sugiere que la probabilidad de padecer ALV teniendo la mutacidn o variante

T16519C, existe.

RVB


http://www.mitomap.org/
http://www.genpat.uu.se/mtDB/

Capitulo Il
RESULTADOS

RVB

57



58

Se estudiaron 182 pacientes, con 86 nifias (47%) y 96 nifos (53%). Ademas se
separaron en: ALV 91 casos, con 58% varones y Controles 91 casos con mayor
proporcion de mujeres (53%). El género no resulté un factor significativo en el

diagnodstico de ALV (p=0,138), Tablal.

Tabla 1. Distribucién del género segun el grupo de pertenencia

Grupo
Género Total
ALV Controles
n n
Varén 53 43 86
Mujer 38 48 96
Total 91 91 182

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos. Prueba chi-
cuadrado para la asociacion entre grupo de pertenencia y el género no significativa (p=0,138); Coeficiente de

contingencia =0,109. Estimacion de Riesgo de ser ALV entre varones y mujeres OR=1,557; ICgsy (0,867; 2,796).

La mayoria de los nifios del grupo ALV recibieron alimentacién mixta (M) 54%,
seguida de alimentacién materna exclusiva (P) 32%, mientras los controles
recibieron mayoritariamente P (45%), seguida de M (40%).

Para ambos grupos la proporcién de pacientes que recibié férmulas a base de

leche de vaca (F) fue la mas baja 14% y 15% respectivamente, Tabla 2.
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Tabla 2. Tipo de alimentacién recibida segln el grupo de pertenencia

Grupo
Tipo de alimentacion Total
ALV Controles
n n

Pecho 29 41 70
Férmula 13 14 27
Mixta 49 36 85
Total 91 91 182

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos. Prueba chi-

cuadrado para la asociacién entre grupo de pertenencia y tipo de alimentaciéon no significativa (p=0,130);

Coeficiente de contingencia =0,148.

Si bien no se observd una asociacidn estadisticamente significativa entre el tipo

de alimentacién y el diagndstico (p=0,130), al reagrupar las categorias en P vs. F/M

(nueva categoria compuesta por aquellos nifios que cuya alimentacién no fue

exclusivamente con pecho, sino en base a férmula o bien mixta) se encontré una

asociacién significativa al 7% (p=0,067), y ademas, se pudo estimar que un nifio

alimentado con formula o alimentacion mixta tiene 75% mas de chances de ser ALV

gue uno que sélo se alimentd con el pecho materno (OR=1,75), Tabla 3.
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Tabla 3. Alimentacion materna exclusiva (Pecho) vs. Formula o

Mixta segun grupo de pertenencia

Grupo
Tipo de alimentacion Total
ALV Controles
n n
Pecho 29 41 70
Férmula o mixta 62 50 112
Total 91 91 182

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos; Prueba chi-
cuadrado para la asociacion entre grupo de pertenencia y tipo de alimentacién significativa al 7% (p=0,067);
Coeficiente de contingencia =0,134. Estimacion de Riesgo de ser ALV entre haber sido alimentado solo a pecho

vs. Férmula o mixta, OR=1,753 1Cqs (0,958; 3,208).

Dentro de las manifestaciones clinicas que se presentaban al inicio de la
enfermedad, el sistema respiratorio fue el mas afectado en el grupo control 86%
(46% rinitis y 35% sibilancias) mientras que solo alcanzé al 17% en el grupo ALV.
Estas diferencias se revirtieron para el sistema gastrointestinal donde el 28% de los
ALV y solo el 3% de los controles presentaron sintomas como diarrea, vomitos,
reflujo gastroesofagico, o célicos; y no fueron tan marcadas para las
manifestaciones dérmicas (dermatitis eczematosa atdpica y/o eritema) 14% de los
ALV y 10% de los controles.

Tan solo un nifio del grupo control presentd combinacién de dos o mas
manifestaciones clinicas, mientras que se dieron en el 42% de los nifios del grupo
ALV, discriminadas en: Respiratorios + Dérmicos (6%); Gastrointestinales + Dérmicos
(4%) Respiratorios + Gastrointestinales (26%) y Respiratorios + Gastrointestinales +

Dérmicos (6%), Tabla 4.
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Tabla 4. Tipo de manifestaciones clinicas de inicio seguin grupo de pertenencia

Grupo
Tipo de alimentacion Total
ALV Controles
n n
Respiratorias (R)
Rinitis 2 42 44
Sibilancias 7 32 39
Rinitis + Sibilancias 6 4 10
Total 15 78 93
% de Tipo Manifestaciones 16,1 83,9 100
% de Diagnostico 16,5 85,7 51,1
Dérmicas (D)
Dermatitis Eczematosa 13 9 22
Total 13 9 22
% de Tipo Manifestaciones 59,1 40,9 100
% de Diagnoéstico 14,3 9,9 12,1
Gastrointestinales (G)
Diarrea/Vémitos 20 0 20
Reflujo Gastroesofagico 5 3 8
Total 25 3 28
% de Tipo Manifestaciones 89,3 10,7 100
% de Diagnéstico 27,5 3,3 15,4
Combinacion
R+G 24 1 21
R+D 5 0 5
G+D 4 0 4
G+D+R 5 0 5
Total 38 1 39
% de Tipo Manifestaciones 97,4 2,6 100
% de Diagndstico 41,8 1,1 21,4
Total 91 91 182

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos; Prueba chi-
cuadrado para la asociacion entre grupo de pertenencia y tipo de manifestaciones clinicas al inicio de la enfermedad

significativa al 1% (p=0,000); Coeficiente de contingencia =0,587.
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Figura 8. Distribucion de la edad al inicia de las primeras
manifestaciones clinicas segtin grupo de pertenencia

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos.
* O valores Extremos observados, mayores al percentil 95% correspondiente a cada grupo.
Las barras representan la Media de la edad de inicio del grupo ALV y de los Controles.

Es importante resaltar que si bien solo 8 pacientes de los 182 estudiados
tuvieron diagndstico de reflujo gastroesofagico, en este subgrupo el 63% de ellos
pertenecian al grupo ALV.

La prueba de provocacion fue positiva en todos los nifios ALV y en sélo 7
pacientes fue necesario repetirla con el fin de confirmar el diagndstico.

La aparicidon de la primeras manifestaciones clinicas se dio de manera mas
temprana y con menor variacidon central, para los lactantes diagnosticados como
ALV (promedio 8 meses, mediana 5 meses) que para los del grupo Control
(promedio 20 meses, mediana 14 meses), aunque se observaron valores atipicos
muy extremos de hasta 72 meses. Las diferencias entre las medias de la edad al
inicio de las primeras manifestaciones clinicas para el grupo ALV y para el grupo
Control resultaron significativas al 1% (p<0,001), tanto en la aplicacion de

contrastes paramétricos como no-paramétricos, Figura 8, Tabla 5 y Tabla 5a.
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Tabla 5. Valores caracteristicos de la Edad (en meses) en que
inician las primeras manifestaciones clinicas en cada grupo

ALV Controles

Media 7,98 | Media 20,41

Mediana 5,00 | Mediana 14,00

Estadisticos de la Desv. tip. 11,08 | Desv. tip. 17,09
Edad de las primeras Minimo/Méaximo 0-72 | Minimo/Maximo 1-72
manifestaciones Percentil 90 15,8 | Percentil 90 48,0
Percentil 95 24,0 | Percentil 95 60,0

Amplitud intercuartil 6,00 | Amplitud intercuartil 18,00

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos

Tabla 5a. Pruebas de significacion para diferencias de medias de la edad
de inicio de las primeras manifestaciones clinicas entre ambos grupos

Estadistico de

Test utilizado contrate Valor p*
Test t de student -5,819 0,000
Z de Kolmogorov-Smirnov 3,261 0,000
U de Mann-Whitney 1803,000 0,000
W de Wilcoxon 5989,000 0,000

(*) Todos los contraste resultaron significativos al 1% (p<0,001)

Por otra parte, al categorizar la variable segun si las primeras manifestaciones
clinicas se daban dentro del primer afio de vida (< 12 meses) o después (> de 12
meses) se obtuvo una asociacidn significativa al 1% (p<0,001) con un OR = 9,04,

Tabla 6.
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Tabla 6. Inicio de las primeras manifestaciones clinicas antes y
después del afio de edad en el grupo ALV vs. Controles

nicio pri Grupo

nicio Primera

Mani?estaciiness Vil

ALV Controles
n n

Antes del afo 81 43 124
Después del afio 10 48 58
Total 91 91 182

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos; Prueba chi-
cuadrado para la asociacion entre grupo de pertenencia e inicio de las primeras manifestaciones clinicas antes del
afio, significativa al 1% (p=0,001); Coeficiente de contingencia =0,409. Estimacion de Riesgo de ser ALV entre tener
las primeras manifestaciones clinicas antes del afio y después del afio, OR=9,042 |Cgsy (4,165; 19,630).

Igual nivel de significacion (p<0,001) presenta la asociacion si la categorizacion se
realiza desde los 3 meses de vida en adelante o hasta los 3 primeros meses, pero

con un menor OR = 5,10, Tabla 7.

Tabla 7. Inicio de las primeras manifestaciones clinicas antes y
después de los 3 meses de edad en el grupo ALV vs. Controles

Grupo
Inicio Primeras
ymeo Prim Total
anifestaciones ALV Controles
n n

0 a 3 meses 30 8 38
>3 meses 61 83 144
Total 9 oL 182

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos; Prueba chi-
cuadrado para la asociacion entre grupo de pertenencia e inicio de las primeras manifestaciones antes de 3 meses
de edad: significativa al 1% (p=0,000); Coeficiente de contingencia =0,285. Estimacion de Riesgo de ser ALV entre
tener las primeras manifestaciones antes de los 3 meses y después de los 3 meses, OR=5,102 [Cqs (2,187; 11,903).
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Cuando se discrimind de acuerdo al tipo de alimentacién recibida por cada
grupo, se encontré que dentro de los lactantes ALV el inicio de la enfermedad se
dio, en promedio, primero en el grupo F (5 meses), luego en el M (8 meses) y por
ultimo en el P (9,5 meses); mientras que para los controles los P presentaron sus
primeros sintomas a los 18 meses y casi no hubo diferencias entre los F (21 meses) y
los M(23 meses); sin embargo, la aplicacién del ANOVA no arrojé diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de la edad de inicio de la
enfermedad segun el tipo de alimentacion recibida tanto en el grupo ALV (p=0.537)

como en los controles (p=0.461). Figura 9, Tabla 8, Figura 9a y Figura 9b.
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Figura 9. Edad de inicio de las primeras manifestaciones clinicas segtn
el tipo de alimentacion recibida por los nifios del grupo ALV vs. Controles

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos.
* O Valores Extremos observados, mayores al percentil 95% correspondiente a cada grupo.
Las barras representan la Media de la edad de inicio del grupo ALV y de los Controles.
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Tabla 8. Valores caracteristicos de la edad de inicio de las primeras manifestaciones
clinicas segun el tipo de alimentacion recibida por los nifios del grupo ALV y Controles

Grupo aIi;iE:tsgén Media Mediana | Desuv. tip. Minimo | Maximo irﬁr:rrélli}:r?n
Férmula 5,38+0,9 4,00 3,254 2 11 6

ALV Mixta 7,78 +1,6 5,00 11,027 0 72 7
Pecho 9,48+25 5,00 13,271 1 70 7
Férmula 21,21+4,8 15,00 18,04 1 62 29

Controles Mixta 22,83+3,2 16,00 19,42 1 72 28
Pecho 18,00 +2,3 13,00 14,51 1 60 15

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos; Prueba ANOVA
para la comparacion de medias de la edad de las primeras manifestaciones clinicas segun el tipo de alimentacion no
significativa, ni en el grupo ALV, (p=0,537) ni en el grupo de Controles (p=0,461).
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Figura 9a. Edad de inicio de las primeras manifestaciones clinicas segun el tipo
de alimentacién recibida por los nifios del grupo ALV

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos.
* O Valores Extremos observados, mayores al percentil 95% correspondiente a cada grupo.
Las barras representan la Media de la edad de inicio del grupo ALV y de los Controles.
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Figura 9b. Edad de inicio de las primeras manifestaciones clinicas segun el tipo
de alimentacion recibida por los Controles.

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos.
* O Valores Extremos observados, mayores al percentil 95% correspondiente a cada grupo.
Las barras representan la Media de la edad de inicio del grupo ALV y de los Controles.

La asociacién entre antecedentes familiares de alergia y diagndstico de ALV fue
significativa al 5% (p=0,04). El 80% de los nifios ALV registraban antecedentes
familiares de alergia, con mayor proporcion para antecedentes maternos 32%, 25%
de ambos progenitores y 23% del padre; mientras que solo el 63% de los controles
los presentaban, correspondiendo a antecedentes del padre el 24%, 22% de la

madre y el 17% a ambos, Tabla 9.

RVB



68

Tabla 9. Presencia de antecedentes familiares de alergia en los nifios
del grupo ALV y en los Controles

Grupo
Antecedentes Familiares de Alergia Total
ALV Controles
n n
Ambos 23 15 38
Madre 29 20 49
Ninguno 18 34 52
Padre 21 22 43
Total 91 91 182

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos; Prueba chi-
cuadrado para la asociacién entre grupo de pertenencia y antecedentes hereditarios, significativa al 5% (p=0,041);
Coeficiente de contingencia =0,209.

Cuando se reagrupd a los pacientes segun la presencia de antecedentes
maternos de alergia, la asociacion resultd significativa al 1% (p=0,012), evidenciada
en que mas de la mitad (57%) de las madres de los nifios diagnosticados con ALV
eran alérgicas; estimandose ademads que, un paciente con antecedentes maternos,
tiene el doble de chances (OR=2,13) de ser ALV con respecto al que no los tiene,

Tabla 10.

Tabla 10. Presencia de antecedentes maternos de alergia en los
nifios del grupo ALV vs. Controles

Grupo
Antecedentes P Total
Maternos de Alergia ALV (S e ota
n n
Sl 52 35 87
No 39 56 95
Total 91 91 182

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos; Prueba chi-
cuadrado para la asociacion entre grupo de pertenencia y antecedentes hereditarios maternos, significativa al 1%
(p=0,012); Coeficiente de contingencia =0,184. Estimacion de Riesgo de ser ALV entre tener antecedentes
maternos y no tenerlos, OR=2,133 1Cgsy (1,180; 3,857).

Aunque sdélo 58 (32%) de los pacientes vivian en ambientes de fumadores, mas

de la mitad de los mismos (60%) pertenecian al grupo ALV; ademas, se puedo
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observar que el 39% de los ALV estaban expuestos a humo de cigarrillo mientras
que para los controles esa proporcién desciende al 25%. Se encontrd una asociacion
significativa al 5% (p=0,05) y la estimacién del riesgo indicé que un nifio expuesto a
humo de cigarrillo tiene 85% mas chances de ser ALV que aquel no expuesto

(OR=1,85), Tabla 11.

Tabla 11. Exposicién a humo de cigarrillo en los nifios del grupo
ALV vs. Controles

Ambiente fumadores CliL i
Total
ALV Controles
n n
Si 35 23 58
No 56 68 124
Total 91 91 182

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos; Prueba chi-
cuadrado para la asociacion entre grupo de pertenencia y exposicion a humo de cigarrillo, significativa al 10%
(p=0,056); Coeficiente de contingencia =0,140. Estimacion de Riesgo de ser ALV entre estar expuesto al humo de
cigarrillo y no estarlo. OR=1,848 1Cgs (0,980; 3,483).

Del andlisis de correspondencia multiple, se desprende claramente que los
pacientes diagnosticados como ALV se agrupan en torno a varones con una
alimentacion de tipo mixta, que presentan antecedentes familiares de alergia
(madre, padre o ambos) y manifestaciones clinicas combinadas o de tipo dérmicas o
gastrointestinales, viven en ambientes expuestos a humo de cigarrillo y la edad de
los primeros sintomas es anterior a los 12 meses de edad.

Los controles por su parte, conforman un grupo constituido por nifas
alimentadas exclusivamente con pecho, que no tienen antecedentes familiares
alérgicos, viven en ambientes libres de humo de cigarrillo, los primeros sintomas se
presentan después del ano de vida y las manifestaciones clinicas son respiratorias,

Figura 10.
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Figura 10. Factores asociados para el riesgo de ALV (Diagrama conjunto de puntos

de categorias)
ALV= grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles= grupo de nifios Sanos.

Inicio antes y después del afio de las primeras manifestaciones clinicas.

También se consideraron los distintos factores de exposicion que,

individualmente, pueden influir sobre el desarrollo la enfermedad de manera
significativa a fin de generar un indice predictivo para el riesgo de ALV. Para ello, se
asigno un puntaje en funcion de los valores de los OR individuales y se establecié el

criterio de clasificar como ALV los casos con 15 puntos o mas, sobre un total de 121

puntos, Tabla 12.
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Tabla 12. Asignacién de puntajes basados en los OR individuales de factores
significativos para la construccién de un indice predictivo del riesgo de ALV

. Grupo
Factores de Exposicién P Total
ALV Controles
) ) ) Férmula o mixta 62 50 112
Tipo Alimentacién
OR=1,75 (%
Ptos =2
Sélo Pecho 29 41 70
o Antes del afio 81 43 124
Edad de Inicio 1° Sintomas
OR =9,04 (***)
Ptos =9
Después del afio 10 48 58
o o Si 35 23 58
Exposicion al Humo de Cigarrillo
OR = 1,85 (*¥)
Ptos =2
No 56 68 124
Si 52 35 87
Antecedentes Maternos
OR =2,13 (**)
Ptos =2
No 39 56 95
_ _ si 58 4 62
TMC Gastrointestinales
OR = 38,23 (***)
Ptos = 38
No 33 87 120
_ si 27 9 36
TMC Dérmicas
OR = 3,84 (***)
Ptos =4
No 64 82 146
) ) Si 38 1 39
TMC Combinaciones
OR = 64,53 (***)
Ptos = 64
No 53 920 143

ALV= grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles= grupo de nifios sanos.
TMC-= tipo de manifestaciones clinicas al inicio; OR=0dds Ratio; Ptos=puntaje de impacto asignado al factor.
(*) Significativo al 10% (p<0,10); (**) Significativo al 5% (p<0,05); (***) Significativo al 1% (p<0,01)
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En la Tabla 13 se muestra la evaluacién diagndstica del indice predictivo basado

en el puntaje obtenido.

Tabla 13. Evaluacion diagndstica del indice predictivo basado en el puntaje de OR Individuales

Estado Real

Vs, OR * Global ROC* Sensibilidad Especificidad Predictivo (+) Predictivo (-)
Grupo Estimado (95% IC) % (95% IC) % % % %
OR individuales 49 (20;120) 86,8 (81,1;92,5) 82,4 91,2 41,2 45,6
(*) p <0,001

A través del modelo de Regresidn Logistica Binaria se obtuvieron los factores
significativos que de manera conjunta pueden incidir en la probabilidad de padecer
ALV, a saber: la edad de inicio de las sintomatologia (p=0,007), el tipo de
alimentacion (p=0,003), el tipo de ambiente (p=0,031), los antecedentes maternos
(p=0,028) y la presencia de manifestaciones gastrointestinales (p<0,001), dérmicas
(p<0,001) y combinaciones (p=0,025).

De manera mas especifica, los datos revelan que: a) la alimentacién en base a
Formula o Mixta eleva en casi 4 veces las chances de ser ALV (OR=3,75) con
respecto a si es alimentado sélo a Pecho; b) el retardo en un mes en la aparicién de
los primeros sintomas las disminuye (OR=0,96); c) los nifios/as con antecedentes
maternos (OR=2,58) y los que viven en ambientes con humo de cigarrillo (OR=2,75)
tienen mas del doble de chances de ser ALV; d) las chances de ser ALV son 15 veces
mas si tiene manifestaciones gastrointestinales (OR=14,71) y alrededor de 11 veces

mas, si son de tipo dérmicas (OR=11,46) o combinaciones (OR=10,64), Tabla 14.
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Tabla 14. Factores de exposicion para el Riesgo de ALV (Modelo de Regresion Logistica)

I.C. 95% para EXP(B)

B p-valor EXP(B) Inferior Superior
EDADIN_M (edad de inicio de las manifestaciones clinicas) -,042 ,007 ,959 ,930 ,989
ANTMADRE (antecedentes maternos de alergia) ,949 ,028 2,582 1,106 6,030
HUMO (exposicion al humo de cigarrillo) 1,013 ,031 2,754 1,099 6,904
DERMICAS (manifestaciones clinicas dérmicas) 2,439 ,000 11,458 3,538 37,113
GASTROIN (manifestaciones clinicas gastrointestinales) 2,684 ,000 14,706 5,291 40,000
PECHO (alimentacion exclusiva con pecho materno) 1,322 ,003 3,750 1,582 8,886
COMBIN (combinacién de dos o mas tipos de manifestaciones 2,365 ,025 10,643 1,352 83,800

clinicas)

Evaluacion del modelo: 3= 122,59 con 7 g.l.; p-valor=0,000; -2LV=129,72; R? de Cox y Snell=0,490; R? de Nagelkerke=0,653.

Lo anterior permite determinar distintos perfiles clinicos como por ejemplo, si el
lactante no tiene antecedentes maternos de alergia, vive en una ambiente libre de
humo de cigarrillo, se alimentd exclusivamente con pecho materno, solo presenta
manifestaciones clinicas respiratorias y los primeros sintomas se dieron después de
los dos afos, la probabilidad de ser ALV se estima en 0.023 (2%); por el contrario, si
tiene antecedentes maternos de alergia, su alimentacién fue con Férmula o Mixta,
vive en un ambiente expuesto al humo de cigarrillo, presentd los primeros sintomas
en el 22 mes de vida y ademds tuvo manifestaciones dérmicas, gastrointestinales y
combinaciones al inicio de la enfermedad, la probabilidad estimada de ser ALV es de

0.993 (99%), Tabla 15.

Tabla 15. Perfiles clinicos segln la probabilidad estimada de ALV por la Regresién Logistica

Manifestaciones Manifestaciones Manifestaciones

Antecedentes Alimentacién Edad IMC Amblente clinicas clinicas clinicas P(ALV)
umo . . . . A
dérmicas gastrointestinales combinadas

No Pecho 26 No No No No 0,023
Madre/Ambos  Férmula/Mixta 2 Si Si Si Si 0,993
Madre/Ambos Pecho 3 Si Si No No 0,831

No Pecho 18 Si No Si No 0,564
Madre/Ambos Formula/Mixta 10 No No No No 0,303
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En funcion de estos resultados se generd un indice predictivo basado en la
Regresion Logistica; el grupo pronosticado clasifica como ALV si la probabilidad
estimada a partir del modelo considerado es superior a 0.50 (punto de corte 0.5).

La evaluacion diagndstica del mismo se resume en la Tabla 16.

Tabla 16. Evaluacion diagnostica del indice Predictivo basado en la Regresion Logistica

ESta{j/‘; Real OR* Global ROC*  Sensibilidad Especificidad  Predictivo (+)  Predictivo (-)
” (95% Cl) % (95% Cl) % % % %
Grupo Estimado
Regresion Logistica 40 (17 ; 94) 85,7 (79,8;91,6) 81,3 90,1 40,7 45,1
() p<0,001

Adicionalmente, se agruparon estos factores facilmente obtenibles en la practica
clinica diaria en cualquier nivel de atencién, en criterios mayores y menores, con el
fin de desarrollar indices clinicos predictivos que facilite al médico tratante, la

identificacidn de pacientes con riesgo de desarrollar la enfermedad, Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de factores de riesgo de desarrollar ALV segln
criterios Mayores y Menores

Mayores Menores

MCI Dérmicas

Edad de Inicio antes de afo MCI Gastrointestinales

MCI Combinaciéon de MC
Alimentacién con férmula o mixta Antecedentes Madre

Ambiente con humo de cigarrillo

Concretamente, a través de distintas combinaciones de estos criterios se
obtuvieron tres indices predictivos que identifican como posible ALV a pacientes
gue presenten: a) 1 criterio Mayor y 2 menores; b) 2 criterios Mayores y 1 menor; y

c) 2 criterios mayores y al menos 1 menor o 1 mayor y al menos 2 menores.
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El resumen de la eficacia predictiva de cada uno de los indices basados en estas

combinaciones de criterios, se presenta en la Tabla 17.

Tabla 17. Evaluacion diagnéstica del indice Predictivo basado en la combinacion de criterios

ESta{’/‘; Real OR* Global ROC*  Sensibilidad  Especificidad  Predictivo (+)  Predictivo (-)
” (95% CI) % (95% Cl) % % % %
Grupo Estimado
1 Mayor y 2 menores 16 (8;35) 79,1 (72,3;86,0) 71,4 86,8 35,7 43,4
2 Mayores y 1 menor 13 (6;28) 75,3 (68,0;82,5) 61,5 89,0 30,8 44,5
2 Mayores y 1 menor o 22(10;48) 81,9 (75,4;88,3) 86,8 76,9 434 385
1 Mayor y 2 menores
(*) p<0,001

La investigacién genética se realizd6 en la Catedra de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de
Cérdoba, con la aprobacién del Comité de Bioética del Ministerio de Salud,
Gobierno de la Provincia de Cordoba. Resolucidon N2 296 (adjunta en Anexos).

La Region D-Loop (HVI, Il y 1ll) del Genoma mitocondrial (Gmt), fue comparada
con cada matriz de la Regién HVI, Il y lll de cada paciente, observandose que las
variantes de la Regidn HVI, se distribuyen acercandose o alejandose del Gmt.

El arbol usado para guia del proceso de multiple alineamiento final, mostré que
el paciente 13a BS, es el mas proximo al Gmt, el 2a CG el mas alejado, y el 1a MJC
esta ancestrado con el Gmt y con 13a BS, pero se aleja ancestralmente de los otros,
mientras que el arbol dibujado para la HVII y HVIII, no refleja lo mismo, aunque si lo
hace para 2b CGy 17b LB.

Esto demuestra los cambios sufridos en el tiempo para ciertas variables (cambios

nucleotidicos).
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En la Tabla 18, se muestran los haplogrupos vy la identificacion de cada variante o
mutacion de la poblacion estudiada, tanto de la Regién HVI como HVII y HVIII,
siguiendo los datos registrados en el mapa genético (www.mitomap.org;

www.genpat.uu.se/mtDB).

Tabla 18. Haplogrupos y variantes en los nifios estudiados (n=41)

HAPLOGRUPOS N
WT, A+C B ( Europa, Asia) 2
RXIZGDZzV, A+C+B (Europa, Asia) 10
ACBV (Asia, Europa) 1
WDEG, ACB (Europa, Asia) 5
RXIZGD, UK,Hvgroup; Q, A+C1+B (Europa, Asia)) 5
B++ AC1 (Asia) 1
UK, Hvgroup, Q, Z, V, A+C1B (Europa, Asia) 6
T, J, Tigroup, WT, A+ C+ (Europa, Asia) 6
Q (Asia) 1
T, J, Tigroup, UK, Hvgroup, Q, DE, A++C+B (Europa, Asia) 1
ACB (Asia) 3
Total 41
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Tanto los nifios con ALV como en los controles, presentaron prevalencia de los

siguientes haplogrupos: RXIZGDZV; A+C+B; Tlgroup; UK,HVgroup; q; z; v; A+C1B y

ACB, (el signo + indica frecuencia). Ademas, en la Tabla 19, se muestra su

distribucién porcentual por dreas geograficas en los pacientes y en los controles.

Tabla 19. Distribucion de haplogrupos por regiones geograficas en el grupo

de nifios alérgicos a la leche de vaca (ALV) y en los sanos (Controles)

Controles ALV Controles ALV Total
HAPLOGRUPO
N n % % %
Europeo 21 9 51,22 21,95 73,17
Asia — Europeo 5 0 12,20 0,00 12,20
Asia - Americano 3 2 7,32 4 .88 12,20
Africano 1 0 2,44 0 2,44
Sub-Total 30 11 73,17 26,83 100,00
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También se identific6 cada variante, su frecuencia, su pertenencia a un

haplogrupo o no, si es una variable identificada en el (www.mitomap.org;

www.genpat.uu.se/mtDB/) y con qué otras variantes se encuentra asociada, ademas

de la regidn ancestral de donde provienen.
Como resultado de este procedimiento se observd la prevalencia del haplogrupo

C; Tlgroup; y la variante no descripta T16519C, Figura 11.
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Figura 11. Prevalencia de haplogrupos y de la mutacion o variante no descripta (T16519) en
la poblacion estudiada (n=41)

No se encontrd asociacion entre los haplogrupos y la enfermedad. Sin embargo,
el diagndstico de ALV y la presencia de la variante mencionada se asociaron

significativamente al 10% (p=0.095) Tabla 20.
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Tabla 20. Presencia de la mutacion Genética (T16519C) en el grupo ALV
vs. grupo Control

Grupo
Mutacién Genética Total
Controles ALV
Recuento 22 5 27
% dentro de Mutacion Genética 81,5 18,5 100,0
NO
% dentro de Grupo 73,3 45,5 65,9
% del total 53,7 12,2 65,9
Recuento 8 6 14
% dentro de Mutacion Genética 57,1 42,9 100,0
Sl % dentro de Grupo 26,7 54,5 34,1
% del total 19,5 14,6 341
Recuento 30 11 41
% dentro de Mutacion Genética 73,2 26,8 100,0
Total
% dentro de Grupo 100,0 100,0 100,0
% del total 73,2 26,8 100,0

ALV=grupo conformado por nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles=grupo de nifios sanos; Prueba chi-
cuadrado para la asociaciéon entre grupo de pertenencia y presencia de la mutacién genética, significativa al 10%
(p=0,095); Coeficiente de contingencia =0,252. Estimacion de Riesgo de ser ALV entre tener la mutacion genética y
no, OR=3,300 ICgsy (0,785; 13,879).

Un paciente que posea la variante T16519C, tiene 3 veces mas probabilidad de
ser ALV que aquel que no la presenta (OR=3.3). La evaluacion del indicador puede
resumirse como: Area ROC global 64%; Sensibilidad 55%; Especificidad 73%;
Predictivo Positivo 43%; Predictivo Negativo 82%. Ademds, encontramos la
mutacion T16519C no descripta en la transicion de haplogrupos asociada
significativamente con los pacientes ALV con manifestaciones clinicas de Dermatitis
Atopica (DA) + Enfermedad Gastrointestinal (EGI) en 6 de 6 casos, mientras que no
estuvo presente en ninguno de los 5 pacientes ALV que tenian manifestaciones

clinicas de Rinitis y Asma. En el grupo control tampoco hubo una asociacién
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significativa, solo 8 pacientes de los 30 presentaron la mutacién, p=0,0312 RR 2,

900, Figura 12.

n=41
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Figura 12. Relacidon entre manifestaciones clinicas y la variante no descripta
T16519C en nifios ALV vs. Controles.

ALV= grupo de nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles: pacientes sanos.

D/Gl= Dermatitis Atdpica/Enfermedad gastrointestinal.

R/As= Rinitis/Asma.
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Consideraciones ampliadas sobre los resultados

Si bien, es conocido que las secuencias evolucionan mediante mutaciones, ya
sean inserciones, deleciones, etc.,, nosotros nos limitamos a estudiar las
mutaciones.

Aplicamos para ello, los dos modelos mas sencillos, Jukes-Cantor y Kimura con
dos parametros > 1%

Los modelos sencillos asumen que en una secuencia cada “sitio” evoluciona de
forma independiente. Sélo necesitamos el modelo de evolucién de cada sitio.

Como en cada sitio puede haber 4 estados A,G,C,T; necesitamos conocer las
probabilidades de cada una de las mutaciones en un tiempo t.

Una vez escogido el modelo, la distancia entre dos secuencias se puede pensar
como la suma del tiempo de evolucién transcurrido desde la “bifurcacion” de su
ancestro comun mds cercano, en la busqueda del nucleétido ancestro
equiprobable, en la que también influye el peso.

Al identificar los haplogrupos con poblaciéon sana (controles) y enferma (ALV),
observamos la prevalencia del haplogrupo C en la constitucidon de los diferentes
haplotipos, este haplogrupo deriva del haplogrupo M y este del haplogrupo L
(Africano), migrado a Asia y Ameérica, como asi también, la prevalencia de los

haplogrupos Tlgroup (europeo); y Z (deriva del haplogrupo C); A+C+B deriva de Asia.
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La edad de inicio de la enfermedad, en nuestro estudio, fue marcadamente
menor en los lactantes del grupo ALV que en los nifios del grupo Control, esto
independientemente del tipo de alimentacidn recibida durante el primer trimestre
de vida.

Nuestros resultados coinciden con lo comunicado por otros autores en que la
exposicion oral a proteinas foraneas en las primeras etapas de la vida tiende a
inducir sensibilizacién mas que tolerancia y podria determinar hipersensibilidad en
individuos predispuestos 101,

En el suero de lactantes con alimentacién materna exclusiva se ha detectado la
presencia de alérgenos relacionados con las distintas proteinas de la leche de vaca,
huevo, trigo, maniy otros %1%,

Asi, los alérgenos ingeridos por la madre y transferidos en minimas dosis, via
leche materna, pueden favorecer la respuesta Th2 vy activar la produccidn
exagerada de IgE en nifios predispuestos *%*.

Sin embargo, existen otras investigaciones que sefialan a la exclusién de la dieta
materna de alimentos probablemente alergénicos (durante el embarazo o la
lactancia) como no beneficiosa a2

Para determinar la influencia de la leche de vaca, huevo y trigo, sobre el
comportamiento inmunolégico del lactante, hemos estudiado la presencia en el
suero de antigenos completos e incompletos, relacionados con dichos alimentos y la
curva de desarrollo de los niveles de IgE sérica total, ademas de la aparicién o
incremento de IgE o IgG especificas (tanto en sangre de cordén umbilical como en
sangre venosa) a los 120 dias de edad.

Nosotros concluimos que era indudable la influencia ejercida por la alimentacidn
recibida, durante las primeras semanas de vida, sobre los niveles séricos de IgE total
e IgE e 1gG especificas, aunque no observamos relacién con la presencia en el suero
de los alérgenos alimentarios estudiados.

En esta investigacion no se pudo encontrar un modelo Unico de respuesta

humoral 1%,
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El presente estudio revela que la alimentacion con leche materna exclusiva (P)
proporcionada por madres sin dietas restrictivas, comparada con la alimentacion
con féormulas a base de leche de vaca (reunidos F y M), mostrd tener cierto efecto
protector contra la aparicion temprana de la hipersensibilidad a la leche de vaca.

Este efecto protector es conocido de ser moderado, limitado y quizds restringido
a lactantes con alto riesgo de atopia y no hay datos que demuestren si varia de
acuerdo a la herencia genética *°* '’

Hace varios afos estudiamos, el probable efecto protectivo que ejerce la
lactancia materna contra la enfermedad alérgica y coincidimos con otros autores en
qgue la alimentacion con el pecho materno, durante los primeros 4 meses de vida,
protege al nifio de alto riesgo, cuando la madre observa un estricto control
ambiental y una dieta de exclusién de los alimentos mas alergénicos .

Estudios prospectivos recientes coinciden en sefialar que la lactancia materna
exclusiva, durante no menos de 4 meses y combinada con la introduccién de
alimentos sélidos, después del cuarto mes de edad, se asocia con riesgo reducido de

2 En otra

alergia alimentaria, particularmente, en lactantes de alto riesgo
investigacion, la alimentacién exclusivamente con pecho durante 4 meses o mas,
reduce el riesgo de padecer asma durante los primeros 4 afios de edad,
independientemente del grado de sensibilizacién a aero-alergenos que esos ninos
posean %%

Por otra parte, cuando no es posible mantener la alimentacién materna por 4-6
meses o esta es insuficiente, se ha demostrado, una significativa reduccion de
alergia alimentaria en lactantes de alto riesgo, si ellos son alimentados con férmulas
basadas en hidrolizados proteicos 110,

Al respecto, un meta-analisis de 15 estudios, ha confirmado que el efecto

preventivo de las formulas parcialmente hidrolizadas, es similar al que posee la

. . 111
leche materna en aquellos lactantes con riesgo de padecer enfermedad atépica ~.
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Es importante mencionar, que existen estudios retrospectivos que destacan el
valor de los nutrientes elaborados a base de soja en la prevencién de atopia.

Mas audn, un estudio prospectivo y randomizado, concluyé que la alimentacidn
con soja en las primeras semanas de vida, reduce la incidencia de asma y de rinitis
112 sin embargo, la falta de efectividad en mejorar la dermatitis atépica, llevé a
investigaciones sobre su estructura antigénica, de las que surge que esta legumbre,
no debe ser considerada hipoalergénica ni beneficiosa en la prevencién de la
enfermedad alérgica **.

Entre las manifestaciones clinicas que tuvieron lugar al inicio de la enfermedad
prevalecieron las combinaciones (gastrointestinales y/o dérmicas y/o respiratorias)
seguidas por las gastrointestinales y luego las dérmicas.

Coincidiendo con estos resultados, en la mayoria de las investigaciones en
poblaciones de niflos ALV, existe una superposicion en la presentacién de sintomas
que son a menudo confirmados con el desafio oral *2.

La rinitis y/o sibilancias también estuvieron presentes al inicio de la enfermedad
en los lactantes ALV. Actualmente, esta presentacidn clinica es considerada como
predictiva de la persistencia de ALV 14,

Por otro lado, la ALV ha sido asociada con la Enfermedad por Reflujo Gastro-
Esofagico (ERGE) y en ocasiones hasta responsabilizada de inducirla. Estos datos
obligan a los pediatras a investigar esta posible concomitancia en todos los nifios
menores de 1 afio que tienen ERGE '*>. Al respecto, hayamos un numero bajo de
lactantes con diagndstico de reflujo gastro-esofagico, aunque la mayoria de ellos
pertenecian al grupo ALV. Actualmente un estudio realizado en nifilos con ALV vy
sospecha de ERGE, demostrd que la exposicidn a las proteinas lacteas aumenta
poco el nimero de episodios de reflujo acido **°.

Por razones practicas y por la edad de los nifos, el desafio oral abierto resulto el
método adecuado para alcanzar el diagnédstico en la poblacion estudiada, ya que las
pruebas diagndsticas para clasificar a la ALV en mediada o no por IgE poseen baja

sensibilidad en lactantes menores de 12 meses de edad 117/ 118119,
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En nuestro trabajo, la historia familiar de atopia y en especial la materna es un
potente factor de riesgo asociado con el diagndstico de ALV.

Estudios provenientes de gemelos confirman la importancia de la variacién
genética y mas auin cuando esta se asocia con otras enfermedades atépicas 2% *2%.
Sin embargo, los genotipos asociados con la ALV son desconocidos y podrian ser
responsables de la marcada variabilidad de la respuesta clinica individual a las
proteinas lacteas **.

En este sentido, la predisposicidon genética conduce a la produccion de citocinas
predominantemente Th2 (IL-4, IL-5, IL-9 y IL-13) que contribuyen a la sensibilizacion
alérgica, originada en defectos intrinsecos de células T o de células presentadoras
de antigenos %

Por otra parte, un hecho transcendental para un individuo es el contacto directo
que tiene la flora intestinal con las células dendriticas especializadas en la
presentacion de antigenos, las cuales orquestan la homeostasis del sistema inmune
de la mucosa.

La composicidon microbiana y la gran actividad bioldgica de la micro-biota, provee
de sefales de maduracidn al sistema inmune infantil y contribuye a la generacién de
linfocitos T reguladores, los cuales a través de la Inter-leucina 10 y el Factor de
Crecimiento Transformante beta, establecen y mantienen la tolerancia inmune
mucosal.

Este fendmeno, “caprichoso” por lo variable y pobremente desarrollado durante
la temprana infancia, parece estar involucrado en la prevencién de la alergia a
alimentos y depender de las caracteristicas bioldgicas del individuo y también de la
especificidad antigénica de la alergia alimentaria 124,125

Hace algunos afios un grupo de investigadores, ha sugerido como probable
estrategia de prevencion, la utilizacién de péptidos o hidrolizados de leche de vaca
tolerogénicos como inductores de tolerancia oral en pacientes de riesgo 2% *%’.

También se ha informado que una temprana exposicion a proteinas de la leche

de vaca como suplemento de la leche materna podria promover tolerancia 128
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No obstante, el impacto de la ingesta temprana de diferentes cantidades de
proteinas lacteas y su influencia sobre el desarrollo de tolerancia, es desconocido,
aunque individuos expuestos a esta circunstancia parecen adquirirla mas
rapidamente que aquellos que han recibido férmulas a base de leche de vaca
extensivamente hidrolizadas, quizds debido a una antigenicidad residual de estos
preparados 129,

Por otra parte, la cantidad de antigeno, es determinante del tipo de respuesta
inmunoldgica. Asi, la ingestidon de continuas dosis bajas promueven la activacion de
células T reguladoras induciendo una respuesta de tipo supresiva protectiva,
mientras que altas dosis inducen anergia o apoptosis. Pero, en algunos pacientes,
repetidas exposiciones aun a pequefias cantidades del alimento ofensor, pueden
retardar el fenémeno de tolerancia inmunoldgica **°.

En nuestra investigacion, la temprana ingesta de proteinas lacteas se asocié con
mayor frecuencia con el desarrollo de ALV comparada con la alimentacién materna
exclusiva, independientemente de la dieta de la madre.

La exposicién ambiental al humo de cigarrillo también incidié en el diagnéstico
de ALV. Esto sugiere que este factor epi-genético podria estar involucrado en el
desarrollo de la enfermedad en las etapas tempranas de la vida, especialmente en
individuos genéticamente predispuestos **.

En los ultimos afios se han descrito mutaciones que se han asociado con
sindromes clinicos bien definidos.

Las caracteristicas genéticas del ADNmt, herencia materna, poliplasmia vy
segregacion mitética, confieren a estas enfermedades propiedades muy
particulares. Las manifestaciones clinicas de estas patologias son muy heterogéneas
y afectan a distintos érganos y tejidos por lo que su correcto diagndstico implica la
obtencidn de datos clinicos, morfoldgicos, bioquimicos y genéticos.

Por otra parte, la investigacion de las diferencias genéticas subyacentes,
heredadas por individuos predispuestos a la producciéon de células Th2, en

respuesta a alérgenos alimentarios, promete identificar mecanismos involucrados
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en determinar el desarrollo de la tolerancia inmunoldgica o en su defecto Ia
enfermedad alérgica **2.

En este sentido, la variabilidad clinica observada en la presentacion de la ALV, en
nuestra investigacion, podria explicarse en parte por la presencia de polimorfismos
en genes candidatos que influyen en su desarrollo.

El analisis de las variaciones genéticas asociadas con la activacién de mecanismos
inmunolégicos mediados por Ige y el desarrollo de alergia alimentaria,
probablemente represente una nueva y esperanzadora linea de investigacién para
la comprension adicional de la etiologia de la enfermedad.

En un esfuerzo por aclarar los factores de riesgo genéticos para la alergia
alimentaria se han realizado una serie de estudios en busqueda de genes
candidatos, que evaluaron las variantes genéticas (alelo) dentro y alrededor de un
gen de interés con una enfermedad.

A menudo esto se realiza mediante la comparaciéon de casos afectados con
sujetos de control no relacionados ni afectados.

Una profunda comprensién de la patofisiologia de la enfermedad es
habitualmente necesaria para elegir un gen candidato potencial 133

En este sentido, los genes candidatos para la alergia alimentaria pueden abarcar
a los conocidos por estar asociados con asma y eccema, que estan estrechamente
relacionados con enfermedades atdpicas.

Sin embargo, hasta la fecha, las investigaciones sobre estos genes candidatos
para el desarrollo de la alergia a los alimentos han tenido muy poco éxito.

Al respecto, se han investigado polimorfismo (s) incluyendo el antigeno del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad del leucocito humano (HLA clase Il familia
de genes HLA-DRB1, HLA-DQB1 y HLA-DPB1), grupo de diferenciacion 14 (CD14),
FOXP3, transductor de sefial y activador de la transcripcion 6 (STAT6), inhibidor de
la proteasa de serina Karzal tipo 5 (SPINK5), Interleucina-10 (IL-10) y la interleucina-

13 (IL-13)"4,
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Cada uno de estos genes fue asociado con la incidencia o la gravedad de la
alergia alimentaria en estudios individuales. Sin embargo, la mayoria de estas
asociaciones todavia no han podido ser replicadas en poblaciones independientes.

Por otra parte, los factores de riesgo genéticos para el eczema y su asociacion
con alergia alimentaria a menudo coexisten.

El desafio oral alimentario, doble ciego y controlado con placebo, prueba de oro
para el diagndstico de la patologia, demostré que la alergia a los alimentos se
encuentra en cerca de 35 — 80% de los nifios con moderado a severo eczema135.

El gen asociado con eczema mds convincente hasta la fecha es el gen filaggrin
(agregacién de filamentos de proteinas) (FLG), con mds de 20 estudios que
informaron asociaciones positivas; no obstante, no existen estudios que investiguen
la relacién entre las mutaciones FLG y el riesgo de desarrollar alergia alimentaria >°

En este sentido, las variaciones encontradas en el ADNmt humano determinan
los haplogrupos, los cuales trazan la ascendencia matrilineal hasta los origenes de la
especie humana en Africa y desde alli a su dispersién geografica global.

Los haplogrupos mas antiguos son mas grandes y se encuentran mas dispersos y
de ellos descienden numerosos subgrupos. La migracién, dando por resultado el
aislamiento de la poblacién, es una de las cuatro fuerzas evolutivas junto a la
seleccion natural, deriva genética y mutacion.

La disciplina de genética de la poblacién (Gp), es el estudio de la distribucién de
frecuencias y del cambio en la variacion del gen (alelo) bajo tales influencias **’.

La Gp observada en poblaciones modernas, ha abierto una ventana en los
patrones histéricos de migraciones, con una técnica iniciada por Luigi Luca Cavalli-
Sforza *.

Entre los pueblos europeos que participaron activamente en estas emigraciones
masivas hacia América, ademas de los espainoles, podemos citar a los ingleses,
portugueses, franceses, alemanes, italianos y holandeses.

Debido a la escasez de mano de obra, sobre todo en el trabajo de las llamadas
plantaciones, se importaron esclavos africanos de raza negra procedentes de los

paises del Golfo de Guinea, lo que cambid nuevamente la composicion de la
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poblacién y nuevas mezclas raciales: mulatos, zambos, y otras denominaciones que
ya no suelen emplearse.

Los descendientes, cada vez mas mezclados con los otros grupos raciales,
predominaron en las regiones de clima cdlido préximas a la costa, donde constituian
la mano de obra de las principales haciendas o plantaciones de cafia de azlcar,
cacao y algoddn, entre otros cultivos.

Bajo la forma de colonizacidn, la migracion ha transformado el mundo como los
establecimientos prehistdricos e histéricos de Australia y de las Américas.

La misma teoria de la evolucién y el hallazgo de restos fdsiles muy antiguos en
Africa, nos da pie para creer que los seres humanos tuvieron un origen comun
desde donde emigraron en distintas direcciones para irse estableciendo en lugares
cada vez mas apartados.

Al dia de hoy, los paises americanos donde en la gran mayoria de su poblacidn se
observa la presencia o la mezcla con elementos migratorios europeos o de otros
continentes son: Estados Unidos, Canada, Argentina, Brasil, Chile, Cuba, Costa Rica,
Meéxico, Puerto Rico, Uruguay y Venezuela.

Luego de que los europeos llegaran a América, una parte de los indigenas
originarios, fueron desplazados o diezmados y otra gran parte termind mezclandose
con ellos, dando origen al mestizaje, que forma en Hispanoamérica principalmente,
la mayor parte de la poblaciéon actual.

Nuestro estudio, se concentrd en conocer ademas de los haplogrupos nativos en
América, qué otros haplogrupos en el ADNmt se presentan en la poblacién
estudiada (mediados por la inmigracién y el medio ambiente u otros factores) y de
gué manera influyen en el desarrollo de la enfermedad ALV.

Para conocer las posibles relaciones genealdgicas entre los distintos compases,
utilizamos una técnica comun en el andlisis filogenético que nos ayudara a analizar y
visualizar el conjunto de datos obtenidos en el cuadro (matriz) de distancias.

Esta técnica de analisis de datos se basa en la generacion de los llamados arboles
filogenéticos, que son estructuras geométricas de interconexion que representan la

posible relacion entre las distintas especies en estudio.
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Este tipo de representaciones graficas tienen la propiedad de que la distancia en
el dibujo entre dos nodos refleja tanto como es posible la verdadera distancia entre
los dos géneros correspondientes en la matriz de distancias.

Para ello, se introducen nuevos nodos, con el objetivo de obtener un mejor
ajuste. Tales nodos (que aparecen sin etiqueta) sugieren la existencia de
“generaciones ancestrales" de donde su “descendencia" podria haber surgido.

El comun ancestro mas reciente es el ADNmt, con quién se alinearon cada uno
de los nifios estudiados.

Por otro lado, el interrogatorio realizado a sus padres, denuncia un origen
ancestral como descendientes de espafioles, italianos y criollos.

La presencia del haplogrupo Q que deriva del M y éste del L3 (Africano), en este
grupo de nifos, indicaria migracion que da origen a la diversidad del mestizaje.

Esta variante estaria asociada a haplogrupos europeos, pero se necesitan mas
estudios para confirmarlo.

Ahora bien, resumiendo lo expresado por numerosos autores, los factores
genéticos, epigenéticos y ambientales parecen contribuir al aumento de la
incidencia de la alergia alimentaria mediada por IgE, en fases prenatales, perinatales
y postnatales.

Entre los que pueden actuar en la etapa prenatal, se mencionan a los
antecedentes familiares de atopia, edad materna y paterna, exposicién a:
antibidticos, probidticos, alimentos complementarios, alimentos alergénicos y Ia
exposicidén al humo de cigarrillo.

La modificacién epi-genética desempefia un importante papel durante los
periodos prenatales y perinatales, durante la lactancia a partir de la etapa perinatal,
en factores dietéticos del bebé y la exposicién a la luz solar, mientras que los
contaminantes ambientales y factores relacionados con la hipdtesis de la higiene

pueden influir sobre el desarrollo de alergia alimentaria en la etapa postnatal *
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En nuestro estudio sobre factores involucrados en el desarrollo de la ALV,
sefialamos que el sistema respiratorio como Unica expresidon clinica de inicio fue
menos afectado en los nifios que padecian la enfermedad que en los sanos,
mientras que los sintomas correspondientes al sistema gastrointestinal y al
dérmico, prevalecieron en los ALV.

Coincidentemente, en la investigacion de la influencia de haplogrupos en el
desarrollo de la ALV, encontramos que la variante no descripta (cambio nucleotidico
T16519C) estuvo presente en los nifios que tenian la enfermedad con significancia
estadistica, en aquellos pacientes que iniciaron la patologia con manifestaciones
clinicas dérmicas + gastrointestinales, comparados con los que presentaron rinitis y

asma y con los sujetos que conformaron el grupo Control.
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Si bien en este estudio la mayor proporcion de varones se dio en los nifios ALV,
esto solo marcéd una tendencia, ya que el género no se asocid significativamente
con el diagnéstico de la enfermedad.

La alimentacion con leche materna exclusiva hasta el tercer mes de vida, ejercid
efecto protector contra el desarrollo temprano de la enfermedad.

Los nifios que recibieron férmulas o féormulas y leche de madre, tuvieron mayor
probabilidad de desarrollar ALV que aquellos alimentados solo con pecho materno.

Se encontré una marcada asociacion entre el diagndéstico de ALV vy el tipo de
manifestaciones clinicas presentes al inicio de la enfermedad.

Concretamente, el sistema respiratorio como Unica expresién clinica de inicio fue
menos afectado en los nifios ALV que en los sanos, mientras que los sintomas
correspondientes al sistema gastrointestinal y al dérmico, prevalecieron en los ALV.

Los pacientes ALV presentaron con mayor frecuencia manifestaciones clinicas
de inicio combinadas (de dos o mas tipos) que involucraron a los 3 sistemas antes
mencionados.

Se hallé un nimero bajo de nifios con enfermedad por reflujo gastroesofagico
(ERGE), sin embargo, esta afeccion se asocid fuertemente con el diagndstico de ALV.

Los pacientes ALV iniciaron las primeras manifestaciones clinicas antes que los
sanos (controles), tanto a los 3 meses como a los 12 meses de edad,
independientemente del tipo de alimentacién recibida durante los primeros 3
meses de vida.

La edad de inicio de los primeros sintomas en los niflos ALV, fue en promedio a
los 8 meses de vida, mientras que para los controles fue en promedio a los 20
meses.

Los ninos con antecedentes maternos de alergia, presentaron el doble de
posibilidades de desarrollar ALV que aquellos que no los tenian.

La exposicion de los nifios al humo de cigarrillo durante la etapa prenatal y/o

postnatal, incrementd en un 85% la probabilidad de desarrollo de ALV.
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Basandonos en los hallazgos mds importantes, se puede afirmar que los factores
de mayor importancia que de manera conjunta parecen influir en el desarrollo de la
ALV, fueron:

1) Eltipo de alimentacidn recibida hasta el 32 mes de vida.

2) El tipo de manifestaciones clinicas con que comienza la enfermedad.
3) Laedad de inicio de los sintomas.

4) Los antecedentes alérgicos maternos.

5) La exposicion del nifio al humo de cigarrillo.

Estos resultados sirvieron para disefiar distintos tipos de modelos que permiten
predecir, para un perfil clinico de paciente determinado y en funcién de los factores
seleccionados, cual es la probabilidad que tiene el nifio de sufrir ALV.

La utilidad de estos perfiles radica en una temprana identificacion de pacientes
con riesgo, con el fin de realizarle una prueba de desafio oral y de esta forma
confirmar el diagndstico.

En la practica el indice basado en criterios mayores y menores, identifica facil y
tempranamente, a aquellos pacientes que presenten 2 criterios mayores y al menos
1 menor o 1 mayor y al menos 2 menores como de riesgo para el desarrollo de ALV.

Futuros estudios en esta direccion enriquecidos con la experiencia clinica de
médicos que asistan a ninos pequefios, permitiran la validacion clinica de esta
herramienta.

Ademas, la mutacidon o variante no descripta (cambio nucleotidico T16519C)
estuvo presente con mayor frecuencia en los nifos que tenian la enfermedad.

El riesgo de desarrollar ALV fue 3 veces mds elevado en los pacientes que
poseian la mencionada la mutacién.

En los pacientes ALV que iniciaron la enfermedad con manifestaciones clinicas de
Dermatitis Atdpica (DA) + Enfermedad Gastrointestinal (EGI), la mutacién o variante
no descripta T16519C, estuvo presente con significancia estadistica.

Esto sugiere que esta mutacion probablemente aumente la posibilidad de

padecer alergia a la leche de vaca asociada con DA+EGI.

RVB



96

Por lo anterior, en el desarrollo de la ALV estarian involucrados ademas del ADN
mitocondrial otros genes nucleares y factores epigenéticos que hacen al fenoma y
quizas al proteoma.

Consideramos necesario ampliar esta investigacion con el estudio del Genoma
mitocondrial completo, con el objetivo de poder correlacionar las variantes de la
Regidn Control D-Loop con el o los haplogrupos correspondientes, lo que resultaria
en los haplotipos o subhaplotipos que las caracterizan, tanto para la variante no
descripta T16519C como para otras hipotéticas.

Nuevos estudios, en lo posible en diferentes poblaciones y no solo enfocados en
el linaje materno sino también en el paterno, contribuirdn para un mejor

conocimiento de la génesis de la enfermedad.
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ESTUDIO DE LA REGION CONTROL ADN MITOCONDRIAL EN NINOS CON
ALERGIA A LA LECHE DE VACA.

Chaig MR1, RV Boudet1,2, RV Chaigl, JC Muifio3, NM Gerez de Burgosl, JC
Copioli4. 1Catedra de Bioquimica y Biologia Molecular. FCM-UNC, 2Hospital
zonal de Rio Cuarto - Cérdoba, 3UHMI N24 Medicina Ill. FCM-UNC, 4UHMI
Ne3. Medicina Ill. FCM-UNC.

e-mail: mrchaig@hotmail.com

La alergia a los alimentos es un problema de salud publica, a nivel global. La
historia familiar es un potente factor de riesgo para el desarrollo de la alergia
alimentaria. Los haplogrupos mitocondriales especificos para una poblacién
pueden ser funcionalmente diferentes y ejercer influencias en la enfermedad.
El objetivo de nuestro trabajo fue: caracterizar mutaciones especificas de la
Regidn D-Loop del ADNmt en un grupo de nifos con alergia a la proteina de la
leche de vaca (APLV), con el fin de arribar a un mejor conocimiento biolégico,
genético heredable y etioldégico de la enfermedad. Se estudiaron 41 nifios de 0
a 2 anos de edad y de ambos sexos, que viven en la ciudad de Rio Cuarto,
Cérdoba Argentina; 11 de ellos tenian diagndstico APLV y 30 sanos. La region
D-Loop HVI, Il y lll del genoma mitocondrial, fue amplificado por reaccién en
cadena de la polimerasa, utilizando “primers” especificos y secuenciados. El
analisis filogenético fué calculado usando el programa CLUSTAL OMEGA, el
Neighbor-Joining, BLOSUMG62 con datos estudiados y registrados por Jukes-
Cantor y luego con Kimura-2. El grado de asociacién de haplogrupos con la
poblacién enferma es minimo, no significativo, lo que indica que los
haplogrupos en esta poblaciéon no influirian en la enfermedad. La variante
T16519C, no esta descripta, pero en nuestra poblacion enferma tiene alta
prevalencia y podriamos decir que la probabilidad de enfermarse teniendo
esta variante existe. Ademas de ADNmt, otros genes nucleares y factores

epigenéticos podrian estar involucrados en el desarrollo de APLV.
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The Relationship Between Mitochondrial Haplogroups Variant
On Children With Cow: Milk Allergy Expressed As Atopic
Dermatitis and Gastrointestinal Disease

Dr. Juan Carlos Muino, MD PhD FAAAAI', Dr. Raul Boudet', Dr.
Maria Chaig’, Dr. Roberto Chaig', Prof. Nelida Gerez*and Prof, Juan
Carlos Copioli', (1)FAC CS MED UNC, Cordoba, Argentina, (2)FAC
CS MED UNC, Coérdoba, Argentina.

Rationale: Genotypes associated to cow's milk allergy are
unknown. They have not been replicated in independent population,
and could be responsible for the marked variability in individual
clinical response to cow milk proteins.

Methods: The objective was to characterize haplogroups of the D-Loop
region of mitochondrial DNA in a group of children allergic to

cow's milk in order to arrive to a better knowledge of biological and
genetic heritability in the etiology of the disease. We studied 41
children of both sex aged 0-2 years , 11 allergic to cow's milk
demonstrated by challenge and 30 healthy subjects (controls), from
the urban area of Rio Cuarto City, Cordoba, Argentina. We performed
Analysis of variants of D-loop region of the mitochondrial genome.
The D-Loop region HVI, Il and IlI of the mitochondrial genome was
amplified by PCR, for which we used specific primers. Phylogenetic
analysis was calculated using the program CLUSTAL OMEGA, the
Neighbor-Joining, BLOSUM62 with data studied and recorded by
Jukes-Cantor and then with Kimura-2

Results: The cow milk allergic patients were divided in: (a) Atopic
Dermatitis (AD) + Gastrointestinal Disease (GID) (n: 6) and (b)
Rhinitis and Asthma (n: 5). We found the non described variant in
transition of haplogroups, T16519C associated with (a) in 6/6 cases
when compared with (b) negative in 5/5 cases and the control group
(6/30), p= 0, 0312, RR: 2,900

Conclusions: These features suggest that this variant probably
increases the possibility of suffering cow milk allergy associated with
AD +GID
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