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Identificacion de poblacidon de riesgo para alergia a la
leche de vaca

Identification of population at risk for allergy to cow's milk

Boudet RV?, Copioli JC?, Muifio JC?, Geréz de Burgos N1, Chaig MR?, Damilano G#, Chaig R.

Resumen

ANTECEDENTES: Los genotipos asociados con la alergia a la leche de vaca (ALV) son
desconocidos. Aun 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.

OBJETIVO: Caracterizar haplogrupos, de la Regién D-Loop del ADN mitocondrial, en un grupo
de nifios ALV, con el fin de arribar a un mejor conocimiento de la herencia biolégica y genética
en la etiologia de la enfermedad.

POBLACION Y METODO: Disefio: Andlisis de mutaciones o variantes de la region D-loop del
genoma mitocondrial. Poblacion: 41 nifios de ambos sexos de 0-2 afios, 11 alérgicos ALV y
30 controles. (Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina) Los pacientes ALV se dividieron, segun la
sintomatologia que presentaban en 6 casos con Dermatitis Atépica (DA) + Enfermedad
Gastrointestinal (EGI) y en 5 casos con Rinitis y Asma (RA).

La Region D-Loop del genoma mitocondrial se amplificd por PCR. El analisis filogenético fue
calculado usando el programa CLUSTAL OMEGA, the Neighbor-Joining, BLOSUMG62, con los
datos estudiados y grabados por Jukes-Cantor y luego con Kimura-2, programas especificos
disponibles (software).

RESULTADOS: Se encontré una mutacién o variante nucleotidica no descripta T16519C en
la transicion de haplogrupos asociada a pacientes ALV con DA+EGI en 6/6 casos, comparados
con 5/5 casos con RA que no la presentaron, mientras que en los controles se la observé solo
en 6/30, p=0,0312; RR 2,900.

CONCLUSIONES: Estos hallazgos sugieren que esta mutacién probablemente aumente la
posibilidad de padecer ALV asociada con DA+EGI.

Palabras Claves: Alergia a la leche de vaca, haplogrupos, nifios, mutacién no descripta,
genoma mitocondrial

Abstract

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

OBJECTIVE: 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 at a better understanding of biological
and genetic heritability in the etiology of the disease.

POPULATION AND METHOD: Design: Analysis of mutations or variants of the D-loop of
mitochondrial genome region. Population: 41 children of both sexes from 0-2 years, 11 with
CMA and 30 healthy subjects (controls). (Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina). The CMA patients
were divided according to the symptoms presenting in: 6 cases with Atopic Dermatitis (AD) +
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Gastrointestinal disease (GID) and in 5 cases with Rhinitis and Asthma (RA). The D-Loop
Region of mitochondrial genome was amplified by PCR. Phylogenetic analysis was calculated
using the program CLUSTAL OMEGA, the Neighbor-Joining, BLOSUMG62, with studied and
recorded by Jukes-Cantor data and then with Kimura-2, available specific programs (software).
RESULTS: We found a non-descript mutation or variant nucleotide T16519C in the transition
of haplogroups associated with CMA patients with AD+ GID in 6/6 cases, compared with 5/5
cases with RA that failed it, whereas in controls was observed it only in 6/30, p = 0, 0312 RR
2,900.

CONCLUSIONS: These features suggest that this mutation probably increases the possibility
of suffering CMA associated with AD + GID.

Key words: Cow’s Milk Allergy, haplogroups, children, not decipher mutation, mitochondrial
genome..
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INTRODUCCION

La alergia a los alimentos es un
problema de salud publica a nivel
global. Su incidencia ha aumentado en
la dltima década mas rapidamente de
lo que permitirian los cambios en el
genoma. Sin embargo, todavia no se
ha podido determinar cuéles son los
factores ambientales que podrian
interactuar con el riesgo adquirido
genéticamente para desarrollar la
enfermedad (1, 2). Algunos individuos
poseen factores genéticos que
confieren susceptibilidad o resistencia a
una determinada patologia en un
entorno particular.

La historia familiar es un potente factor
de riesgo para el desarrollo de la
alergia alimentaria. Hay buena
evidencia proveniente de estudios en

gemelos, que sefialan la importancia de

la variacién genética, mas aun cuando
se asocia con otras enfermedades
atdpicas (3, 4, 5). La predisposicion
genética conduce a la produccion de
citocinas predominantemente TH2 (IL-
4, 1L-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 (6).

La alergia a la leche de vaca (ALV) es
la principal causa de alergia
alimentaria, afecta mayormente a los
nifios y no existe suficiente informacién
referente a tendencias geogréaficas en
su desarrollo. En ese sentido, los
genotipos asociados con la ALV son
desconocidos (aun no han podido ser
replicados en poblaciones
independientes) y podrian ser
responsables de la marcada

variabilidad de la respuesta clinica
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individual a las proteinas lacteas (7).
Por eso, en la actualidad el riesgo de
padecer ALV es definido de acuerdo a
los antecedentes familiares (8, 9).

La poblacion humana ha acumulado un
alto numero 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 (10, 11). Los
haplogrupos ADNmt especificos para
una poblacion, 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 (12,
13, 14).

El avance en los estudios de
secuenciacion de la Region Hiper-
variable uno (HVI) de la regién D-Loop
en el ADNmt ha revelado que la tasa
de mutacion es diferente a lo largo del
segmento. Algunas posiciones de la
Region HVI, son extremamente
variables entre los linajes, mientras que
otras, relativamente constantes (15).

El objetivo de esta investigacion fue
caracterizar haplogrupos de la Region
D-Loop del ADN mitocondrial, en un
grupo de nifios alérgicos a la leche de
vaca, con el fin de arribar a un mejor
conocimiento de la herencia bioldgica y
genética en la etiologia de la

enfermedad.

POBLACION Y METODOS
Se estudiaron, 41 nifios de 0 a 2 afios
de edad y de ambos sexos, que viven
en la ciudad de Rio Cuarto, Cordoba,
Argentina. Once (11) de ellos tenian
diagnostico de ALV y treinta (30)
individuos sanos conformaron el grupo
control. En todos los pacientes el
diagndstico se confirmd, luego de dos
semanas de exclusion del alimento, por
medio del desafio oral abierto,
atendiendo a razones practicas como
son la corta edad de los nifios y la baja
sensibilidad de las pruebas
diagnésticas realizadas (RAST IgE
especifica y Prick Test con extractos
estandarizados).

Los nifilos ALV se dividieron de acuerdo
al tipo de manifestaciones clinicas con
gue iniciaron la enfermedad en 6 casos
con Dermatitis Atopica (DA) +
Enfermedad Gastrointestinal (EGI) y en
5 casos con Rinitis y Asma (RA).

La region D-Loop y sus segmentos o
Regiones Hipervariables HVI, HVIl y
HVIII del Genoma mitocondrial (Gmt),
fue amplificada por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Los
“primers” utilizados fueron: Fw 16033 a
16055 y Rev. 50 a 29 (RHVI); Fw 29 a
51y Rev. 713 a 693 (HVII y Ill). Las
condiciones de la mezcla de
incubacion, para amplificar los
productos en la PCR, tenian una
temperatura de annelling (para los

diferentes segmentos) en un rango de
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56°C a 58°C. Posteriormente se realizo
electroforesis en geles de agarosa al
2%, para la visualizacion de las bandas
de ADN, con luz UV. Cada fragmento
fue purificado y mandado a secuenciar
para su andlisis (dos determinaciones).
Los resultados fueron comparados con
la puesta del Consenso de la secuencia
de Cambridge (GenBank Accession
No.: NC_012920.1). Ademas, se utilizd
la base de datos de GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
MITOMAP), y las base de datos The
Human Mitochondrial Genome
Database H.M.G.D. (www.mitomap.org;
www.genpat.uu.se/mtDBY/).

Anélisis Estadistico

Para determinar la asociacion entre los
haplogrupos y la enfermedad, se
utilizaron tablas de contingencia y
calculo de riesgo (OR). El resumen
estadistico de la diversidad genética
fue calculado usando el programa
CLUSTAL OMEGA version 2.0.12
(Mdltiples Alineaciones de la
Secuencia). Para la filogenia se utilizé
el Neighbor-Joining (NJ), BLOSUM62
(BLOcks of Amino Acid SUbstitution

RESULTADOS

La Region D-Loop del Gmt fue
comparada con cada matriz de la
Regién Hipervariable (HVI, HVIl y
HVIII) de cada paciente (paso 1). Se
observé que las variantes de la Region

HVI, se distribuyen acercandose o

Matrix, 0 matriz de sustitucion de
bloques de aminoacidos) con datos
estudiados y registrados por Jukes-
Cantor y luego con Kimura-2 (16, 17,
18, 19).

Finalmente, se generaron nuevos
arboles filogenéticos utilizando los
métodos de Average distance tree
using PID; Neighbour Joining tree using
PID, Average distance tree using
BLOSUM62, con el fin de compararlos
con los obtenidos.

Consideraciones éticas

Este estudio se realiz6 previo
consentimiento informado y se con la
normativa de la Declaracion de
Helsinki, Buenas Practicas Clinicas de
ANMAT vy Ley Provincial N° 9694. El
estudio fue aprobado Comité de
Bioética del Ministerio de Salud,
Gobierno de la Provincia de Cérdoba.
Resolucion N° 296..

Se asegura proteccion de datos
personales de los pacientes segun la
Ley 25.326. Los autores declaran no

tener conflictos de intereses.

alejandose del Gmt. El &rbol
filogenético usado para guia del
proceso de multiple alineamiento final,
se calculd de la distancia matriz del
paso 1, usando Neighbour Joining

method. Este arbol indica qué
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pacientes o controles se alejan mas del
ADNmt. El paciente 13a BS, fue, en
nuestra investigacion, el mas préximo
al Gmt, el 2a CG el més alejado, y el 1a
MJC esté ancestrado con el Gmt y con
13a BS, pero se aleja ancestralmente
de los otros. El &rbol dibujado para la
HVII y HVIII, no refleja lo mismo,
aungue si lo hace para 2b CGy 17b
LB. Esto demuestra los cambios
sufridos en el tiempo para ciertas
variables (cambios nucleotidicos).

En la Tabla 1, se muestran los
haplogrupos y la identificacion de cada
variante o mutacién de la poblacion
estudiada, en las Regiones HVI, HVIl y
HVIII, siguiendo los datos registrados
en el mapa genético
(www.mitomap.org;
www.genpat.uu.se/mtDB).

Tanto los nifios ALV como los
controles, presentaron prevalencia de
los siguientes haplogrupos:
RX1ZGDzV; A+C+B; TJgroup;
UK,HVgroup; q; z; v; A+C1B y ACB, (el
signo+ indica frecuencia). En la Tabla
2, se sefiala su distribuciéon porcentual
por areas geogréaficas. Ademas, 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/), con que
otras variantes se encuentra asociada y
de qué region ancestral proviene. Este

procedimiento permitié observar la

Tabla 1. Haplogrupos y variantes genéticas en
los nifios estudiados

HAPLOGRUPOS n
WT, A+C B

(Europa, Asia) 2
RXIZGDzV, 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, Tjgroup, WT, A+ C+

(Europa, Asia) 6
Q

(Asia) 1
T, J, Tjgroup, UK, Hvgroup,

Q, DE, A++C+B

(Europa, Asia) 1
ACB

(Asia) 3
Total 41

prevalencia del haplogrupo C; TJ
group; y de la mutacién o variante no
descripta T16519C (Figura 1).

El diagnostico de ALV y la presencia de
la variante nucleotidica no descripta
T16519C se asociaron
significativamente al 10% (p=0,095);
Coeficiente de contingencia=0,252
(Prueba chi-cuadrado para la
asociacion entre grupo de pertenencia
y presencia de la mutacion). Un
paciente que posea dicha mutacion,
tiene mayor probabilidad de ser ALV
gue aguel que no la presenta:
OR=3,300, IC95% 0,785; 13,879 (Tabla
3).
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La evaluacion del indicador pudo 6/6 pacientes, mientras que no hubo
resumirse como: Area ROC global
64%; Sensibilidad 55%; Especificidad
73%:; Predictivo Positivo 43%;
Predictivo Negativo 82%.

Se hall6 a la variante T16519C no

asociacion en 5/5 pacientes que
presentaron manifestaciones clinicas
de inicio de Rinitis y Asma (RA),
p=0.0001.

En el grupo control solo 6/30 individuos
descripta en la transicion de poseian la variante T16519C no
haplogrupos asociada con los descripta con una asociacion también
significativa, p = 0, 0312 RR 2, 900

(Figura 2).

pacientes ALV que iniciaron la
enfermedad con manifestaciones
clinicas de Dermatitis Atépica (DA) +

Enfermedad Gastrointestinal (EGI) en

Tabla 2. Distribucion de haplogrupos por regiones geograficas en el grupo de nifios
alérgicos a la leche de vaca y en los controles

HAPLOGRUPO Controles ALV Controles ALV Total
(n) (n) (%) (%) (%)
Europeo 21 9 51,22 21,95 73,17
Asiatico — Europeo 5 0 12,20 0,00 12,20
Asiatico - 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

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

Revista Methodo: Investigacion Aplicada a las Ciencias Bioldgicas. Facultad de Medicina. Universidad
Catolica de Coérdoba. Jacinto Rios 571 B° Gral. Paz. X5004FXS. Cérdoba. Argentina. Tel.: (54) 351
4517299 / Correo: methodo@ucc.edu.ar / Web: methodo.ucc.edu.ar | DOI: 10.22529/me.2017.2(3)02



Boudet RV, Copioli JC, Muifio JC, Geréz de Burgos N, Chaig MR, Damilano G, Chaig R. Identificacion de poblacion de
riesgo para alergia a la leche de vaca

16

14
12

o 10
o J/
@ 8
/
= 6
4
2
0

TJ group Haplogrupo AD,E.GTJ D.EGAVTJ T16519C
C group group

Figura 1. Prevalencia de haplogrupos y de la variante no descripta T16519C
en los nifios estudiados

Tabla 3. Presencia de la variante no descripta (T16519C) en nifios alérgicos a la leche de
vaca vs. controles

Grupo
Variante no descripta (T16519)
ALV Controles Total

NO n 5 22 27
% dentro de Mutacién 18,5% 81,5% 100,0%
% dentro de Grupo 45,5% 73,3% 65,9%
% del total 12,2% 53,7% 65,9%

Sl n 6 8 14
% dentro de Mutacion 42,9% 57,1% 100,0%
% dentro de Grupo 54,5% 26,7% 34,1%
% del total 14,6% 19,5% 34,1%

Total Recuento (n) 11 30 41
% dentro de Mutacién 26,8% 73,2% 100,0%
% dentro de Grupo 100,0% 100,0% 100,0%
% del total 26,8% 73,2% 100,0%

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

Controles=grupo de nifios sanos

Catolica de Coérdoba. Jacinto Rios 571 B° Gral. Paz. X5004FXS. Cérdoba. Argentina. Tel.: (54) 351

Revista Methodo: Investigacion Aplicada a las Ciencias Bioldgicas. Facultad de Medicina. Universidad
85
4517299 / Correo: methodo@ucc.edu.ar / Web: methodo.ucc.edu.ar | DOI: 10.22529/me.2017.2(3)02 -



Boudet RV, Copioli JC, Muifio JC, Geréz de Burgos N, Chaig MR, Damilano G, Chaig R. Identificacion de poblacion de

riesgo para alergia a la leche de vaca
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Figura 2. Relacion entre manifestaciones clinicas y la presencia de la variante
no descripta T16519C en nifios alérgicos a la leche de vaca vs.controles
ALV= grupo de nifios alérgicos a la leche de vaca; Controles: pacientes sanos

DA/EGI= Dermatitis Atépica/Enfermedad Gastrointestinal
R/A= Rinitis/Asma

DISCUSION
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
organos y tejidos por lo que su correcto
diagnéstico implica la obtencion de
datos clinicos, morfoldgicos,
bioquimicos y genéticos.

Por otra parte, la investigacion de las
diferencias genéticas subyacentes,
heredadas por individuos predispuestos

a la produccion de células TH2, en

respuesta a alérgenos alimentarios,

promete identificar mecanismos
involucrados en determinar el desarrollo
de la tolerancia inmunolégica o en su
defecto la enfermedad alérgica (20). En
este sentido, la variabilidad clinica
observada en la presentacion de la ALV,
podria explicarse en parte, por la

presencia de polimorfismos en genes

candidatos que influyen en su
desarrollo.
Las variaciones nucleotidicas

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 dispersion

geogréfica global. Los haplogrupos méas
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antiguos son mas grandes y se
encuentran mas dispersos y de ellos
descienden numerosos subgrupos. La
migracion, dando por resultado el
aislamiento de la poblacién, es una de
las cuatro fuerzas evolutivas junto a la
seleccién natural, deriva genética y
mutacion. La disciplina de genética de la
poblacion (Gp), es el estudio de la
distribucion de frecuencias y del cambio
en la variacion del gen (alelo) bajo tales
influencias (21).

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 (22).
Nuestro estudio, se concentr6 en
conocer ademas de los haplogrupos
nativos en América, qué otros
haplogrupos en el ADNmt se presentan
en la poblacion estudiada (mediados por
la inmigracion y el medio ambiente u
otros factores) y de qué manera influyen
en el desarrollo de la enfermedad ALV.
Para observar 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 andlisis de datos se basa en
la generacion de los llamados arboles
filogenéticos, que son estructuras

geométricas de interconexion que

representan la posible relacién entre las
distintas especies en estudio. El comun
ancestro mas reciente es el ADNmt, con
quién se alinearon cada uno de los
nifios incluidos en este estudio.

El interrogatorio realizado a sus padres,
denuncié un origen ancestral como
descendientes de espafioles, italianos y
criollos. Sin embargo, la presencia del
haplogrupo Q que deriva del M y éste
del L3 (Africano), en este grupo de
nifios, indicaria migraciéon que da origen
a la diversidad del mestizaje (22, 23).
Por otra parte, no es frecuente que los
nifios ALV comiencen la enfermedad
con la afectacion del sistema
respiratorio, como Unica manifestacion
clinica (8). Al respecto, la variante no
descripta (cambio nucleotidico
T16519C) estuvo presente solo en los
nifilos ALV que iniciaron la enfermedad
con manifestaciones clinicas

gastrointestinales y dérmicas.

CONCLUSIONES

La variante no descripta (T16519C) se
presenté con mayor frecuencia en los
nifos que habian sido diagnosticados
como ALV.

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

Todos los nifios ALV que iniciaron la
enfermedad con  manifestaciones
clinicas de Dermatitis Atopica (DA) y

Enfermedad Gastrointestinal (EGI), la
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presentaron. Esto sugiere que la
presencia de esta mutacion

probablemente aumente la posibilidad
de padecer ALV asociada con DA+EGI.
En el desarrollo de la ALV estarian
ademas del ADN

mitocondrial otros genes nucleares y

involucrados

factores epigenéticos que hacen al

fenoma y quizéds al proteoma. Futuras
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