UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Maestria y Doctorado en Ciencias Médicas, Odontolégicas y de la Salud
Campo disciplinario: Epidemiologia clinica
Campo de conocimiento: Ciencias de la Salud

Titulo de trabajo

“Diferencias en la composicion de la microbiota intestinal de escolares alérgicos y no
alérgicos de la Ciudad de México”

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA
Nayely Reyes Noriega

Tutor principal:
Dra. Blanca Estela del Rio Navarro
Hospital Infantil de México Federico Gomez

Comité tutoral:
Dra. Elsy Maureen Navarrete Rodriguez

Hospital Infantil de México Federico Gbmez

Dra. Sofia Moran Ramos
Instituto Nacional de Medicina Gendmica

Ciudad Universitaria, CD. MX., octubre 2020.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A mis padres, quienes me han impulsado con amor, paciencia y carifio a lograr mis metas y sequir
adelante.

A mis hermanas y sobrinos Emiliano y Frida, quienes son una motivacion para miy me [lenan de amor.
A mis tutoras, la Dra Blanca Estela del Rjo Navarro, Dra Elsy Maureen Navarrete Rodriguez y la Dra
Sofia Mordn Ramos, quienes son un ejemplo de profesionales comprometidas con la ciencia y han sido mi

guda en este proceso de aprendizaje.

A mis maestros de la maestria, quienes siempre mostraron disposicion y compromiso para ensefiar.

A Manuel, quien siempre me apoya e inspira a sequir mis suefios. Gracias por ser mi equipo y caminar
conmigo.

Finalmente, agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el apoyo para la
realizacion de este proyecto.



indice

Resumen

AN CBABNTES. ... o e e s 2

Epidemiologia de las enfermedades al€rgiCas. ..........c.ouiuiiiiiii e
Generalidades de las enfermedades alérgicas

Relacién de la microbiota intestinal con el sistema inMUNOIBGICO. ... ..o e, 5
Factores relacionados con la microbiota intestinal y alergia........... ... 7
QL= 101 E= W SR =NY o =T o o - TP 12
Planteamiento del problema. . ... 14
JUSHITICACION. ... e 15
Pregunta de iNVESHIGaCioN.........c.ouiuiii 15

L0 0] 1= 117/ PSPPSR 5

ODBJEEIVO GENEIAL. . ... e ettt e ettt
Objetivos especificos
Objetivo secundario

17070 (TS 3 16
1 [=] (o T [o] (oo | £= TR PPN 16
ANAIISIS €STaAISTICO. ... iiei i 30
RESUIBUOS. ...t e 31
IS CUSION. ...t e 34
107073 T 1111 (o] o 1= PPN 37
LIMItACIONES. . .o 38
Y 1= o O 39

Referencias bibliograficas



Resumen

~ Antecedentes: Las enfermedades alérgicas son las condiciones crénicas mas frecuentes en la
infancia, causadas por respuestas aberrantes del sistema inmunoldgico contra antigenos
ambientales “inocuos” (alérgenos) en individuos susceptibles y de origen multifactorial. México
reporté en 2019, un incremento significativo en la prevalencia de estas enfermedades alérgicas en
escolares de 6-7 afios de acuerdo al estudio Global Asthma Network, representando una carga
economica en salud publica. (Del-Rio-Navarro et al., 2020) (Ellwood et al., 2017). Recientemente, se
ha descrito la importancia de la microbiota intestinal en la modulaciéon y maduracién del sistema
inmunolégico como factor que pudiera predisponer a la presencia de dichas enfermedades en edad
escolar. Sin embargo, no hay estudios hasta el momento que describa los perfiles bacterianos
asociados con estas enfermedades en escolares mexicanos.

~ Objetivo general: Describir y comparar la composicion de la microbiota intestinal de escolares
alérgicos y no alérgicos de 6 a 10 anos de la Ciudad de México.

~ Metodologia y andlisis estadistico: Se trata de un estudio transversal anidado a una cohorte
llamada “Red Global de Asma Fase II”, que tiene como objetivo la deteccidon de sintomas de alergia
en escolares de 6 a 10 afos del area norte de la Ciudad de México. Se les realizaron pruebas
auxiliares de diagndstico para alergia y se realizé el analisis de la composicion de microbiota
intestinal en muestras fecales a través de la secuenciacién del gen 16S del ARN ribosomal, region
V3-V4. Se obtuvieron las medianas de la abundancia relativa bacteriana del grupo de alérgicos y no
alérgicos y se compararon dichos resultados con la prueba U de Mann-Whitney. Finalmente se
realizé una correlacion de Spearman en busca de asociaciones entre la abundancia bacteriana y
covariables, ademas de los niveles séricos de inmunoglobulina E, considerando un valor de p<0.05
como significativo.

~ Resultados: Se analizaron los datos de un total de 21 pacientes, de los cuales 12 fueron alérgicos
(57.1%) y 9 controles. A nivel de familia, hubo diferencias significativas entre los grupos, donde los
alérgicos presentaron mayor cantidad (abundancia relativa) de Paraprevotellaceae (p=0.047),
Planococcaceae (p=0.043), Staphylococcaceae (p=0.032), Turicibacteraceae (p=0.033),
Peptostreptococcaceae (p=0.028) y Burkholderiaceae (p=0.003). La familia Staphylococcaceae y el
género Staphylococcus mostraron una asociacion negativa moderada con la duracion de la lactancia
materna (p=0.025). El género Ruminococcus mostrd una asociacion negativa moderada con la edad
(p=0.042) y una asociacién negativa fuerte con el indice de masa corporal (p=0.001). En cuanto a la
correlacion de la abundancia relativa bacteriana y los niveles de IgE séricos, ninguna bacteria mostré
una asociacion significativa; sin embargo, Planococcaceae y Faecalibacterium mostraron una
tendencia positiva moderada.

~ Conclusion: Esta investigacion nos permitio estudiar e identificar diferencias en la composicion de
la microbiota intestinal entre pacientes alérgicos y no alérgicos, como potenciales contribuyentes al
estado inflamatorio. Si bien, los efectos inmunomodulandores o exacerbadores de la respuesta
inflamatoria aln se encuentran en estudio, consideramos que las asociaciones reportadas en esta
investigacion son de gran valor para comprender la fisiopatologia de la enfermedad a nivel
microbiolégico y su potencial aplicacién a nivel clinico.



~Antecedentes
Epidemiologia de las enfermedades alérgicas

Las enfermedades alérgicas son las condiciones crénicas mas frecuentes en la infancia, de etiologia
multifactorial, las cuales incluyen asma, rinitis alérgica y dermatitis atépica. Dichas enfermedades
pediatricas han incrementado su prevalencia en paises industrializados en la ultima década,
afectando el 20% de la poblacién mundial. (www. ginasthma.org) (Downs et al., 2001) (Anandan et
al., 2010)

En México, de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, el 7% de la poblacién padece asma
(aproximadamente 8.5 millones de mexicanos) y en las Ultimas cuatro décadas, la prevalencia ha ido
en incremento de forma importante, principalmente en las ciudades industrializadas. (Vazquez
Garcia & Salas Hernandez, 2017)

En 2010, el Estudio de la carga mundial de la enfermedad (Global Burden Disease) reporté que el
numero de infecciones en escolares ha ido en descenso; sin embargo, la discapacidad por
enfermedades cronicas, como son las enfermedades alérgicas, se ha convertido en un importante
problema para el sistema de salud. (The Global Burden of Disease: Generating Evidence, Guiding
Policy. Seattle, WA: IHME, 2013).

El Estudio Internacional de Asma y Alergias en la Infancia (ISAAC), el cual inicié en 1991, fue el
primer estudio epidemioldgico, internacional y multicéntrico en estudiar la prevalencia de
enfermedades alérgicas en diferentes paises del mundo. Se llevé a cabo de 1992 al 2003, periodo
durante el cual se aplicd un cuestionario validado en multiples paises (incluido México), traducido a
53 idiomas y estandarizado, con el propdsito de evaluar la reproducibilidad de las preguntas a dos
grupos de edad: escolares de 6-7 afios y adolescentes de 13-14 afios. Los participantes fue elegidos
de forma aleatoria en un area geografica determinada.

Dicho proyecto abarcé tres fases, donde la Ciudad de México participé en la ultima fase. Los
objetivos principales incluyeron analizar las tendencias actuales de la prevalencia de sintomas de
asma, rinitis alérgica y dermatitis atépica en los centros que habian participado en la fase | e incluir
paises que no participaron en las fases previas. El estudio de prevalencia global y gravedad de
sintomas de asma en la fase tres de ISAAC incluy6 a 388 811 escolares de 6 a 7 afios en 144 centros
de 61 paises. Esta fase reporté un incremento importante en la prevalencia de sintomas del asma 'y
la gravedad de los mismos, especialmente en los de bajos y medianos ingresos. En México, se
reportaron prevalencias similares a las reportadas internacionalmente, con una amplia variabilidad
en centros en la misma ciudad o estado y mayor prevalencia de sintomas alérgicos en regiones
tropicales. Con respecto a la Ciudad de México area norte (con mas de 6000 nifios y adolescentes
de cuatro delegaciones), se reportd una prevalencia de sintomas de asma en adolescentes de 9.9%
y en escolares 6.8%, semejante a las delegaciones del centro de la Ciudad de México. En cuanto a
la mortalidad por asma, se ha observado que es mas frecuente en invierno, con predominio discreto
en las mujeres, y México es uno de los paises con tasas mas elevadas. (B. Del-Rio-Navarro et al.,
2006) Cabe recalcar que la gravedad de sintomas de asma (valorada por el nUmero de crisis (>4 en
un ano), la presencia de tos con disturbios del suefio, o la incapacidad para hablar durante las
exacerbaciones) en Latinoamérica fue cercana al 50%. (Lai et al., 2009)

Dichos resultados publicados por ISSAC permitieron exponer, a través de evidencia médica-
cientifica, el aumento en la prevalencia de asma, rinitis alérgica y dermatitis atdpica a nivel mundial,



emitiendo una serie de recomendaciones para mejorar el costo-efectividad en salud y la importancia
de dar prioridad a las enfermedades respiratorios crénicas de la infancia.

Global Asthma Network

Debido a la alta prevalencia de sintomas relacionados con enfermedades alérgicas en ambos grupos
de estudio a nivel internacional y en paises en desarrollo como México, en 2012 se dio continuidad
al estudio ISAAC, a través de Global Asthma Network o Red Global de Asma (GAN, por sus siglas
en inglés). Este estudio epidemiolégico internacional, incorporé la metodologia de ISAAC, adaptando
el cuestionario de sintomas de alergia. (Asher et al., 2017)

México en integré a este proyecto, registrando 18 centros en el pais (Ciudad de México area norte,
Guadalajara, Ciudad Victoria, Mexicali, San Luis Potosi, Tijuana, Toluca area urbana, Toluca area
rural, Chihuahua, Ciudad Juarez, Michoacan, Xalapa, Cérdoba, Puerto Vallarta, Mérida,
Aguascalientes y Matamoros).

En agosto de 2015, se inicié a Fase | del estudio, el cual fue sometido y aprobado por el Comité de
Investigacion, Etica y Bioseguridad del Hospital Infantil de México Federico Gémez con el nombre
“‘Red Global de Asma Fase | Encuesta global: Prevalencia, gravedad, manejo y factores de riesgo”
el dia 15 de diciembre de 2016, con el nimero de protocolo HIM 2016-065.

México obtuvo datos de 14 centros participantes vy finalizd6 en 2019. De acuerdo a los resultados
obtenidos en la fase uno de dicho estudio, México tuvo un incremento significativo en la prevalencia
de sintomas de asma (10.2%) v rinitis alérgica (17.9%) en el grupo de escolares. (Del-Rio-Navarro
et al., 2020) Por dicha razén, en la Ciudad de México inicio la fase Il del estudio Global Asthma
Network, el cual tiene como objetivo estimar a través de pruebas objetivas la prevalencia de asma,
rinitis alérgica y dermatitis atopica y la gravedad de los sintomas.

Generalidades de enfermedades alérgicas

El concepto de atopia se refiere a la susceptibilidad personal o familiar a producir anticuerpos
denominados inmunoglobulina E (IgE) y sensibilizacién en respuesta a desencadenantes
ambientales, y que esta fuertemente influenciado por factores genéticos. (Johansson et al., 2004)
Por otro lado, alergia es la reaccion de hipersensibilidad estimulada por mecanismos inmunolégicos
especificos. La alergia puede ser mediada por anticuerpos o bien por células. En la mayoria de los
pacientes con sintomas de alergia en las mucosas de la via aérea o gastrointestinal, presentan
anticuerpos del isotipo IgE especificos para un alérgeno, por lo que se denomina alergia mediada
por IgE. Debido a la hiperreactividad inducida por la inflamacién, los sintomas de alergia pueden ser
exacerbados por factores no inmunoldgicos como infecciones, irritantes, ejercicio, etc. (Johansson
et al., 2004)

Dichas enfermedades inflamatorias cronicas son causadas por respuestas aberrantes del sistema
inmunoldgico contra antigenos ambientales “inocuos” (alérgenos) en individuos susceptibles. La
respuesta inmune por las células T cooperadoras tipo 2 (Th2) y la secrecion de citocinas como la
interleucina 4 (IL-4), interleucina 13 (IL-3) y la interleucina 5 (IL-5) contribuyen a la induccion y
mantenimiento de estas enfermedades. El infiltrado inflamatorio que acompania a las respuestas de
los linfocitos Th2, esta compuesto principalmente por eosindfilos, y otras células como mastocitos,
basdfilos, neutrdfilos, monocitos y macrofagos. La activacion celular y la liberacién de mediadores
inflamatorios se evidencia por la degranulacion de los mastocitos y la migracion de
eosindfilos. (Djukanovi¢ et al., 1990)



La sensibilizacion alérgica también requiere una interaccion entre las células dendriticas (DC)
presentadoras de antigeno tanto en via aérea como en piel, y de las células T especializadas. Este
mecanismo implica el procesamiento del alérgeno en péptidos pequefios y la selectiva presentacion
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase Il de estos péptidos procesados a los
receptores de células T virgenes, lo que resulta en la diferenciacion de las células T en células T de
tipo TH2. (Holgate, 2012) Estas células T de tipo TH2 secretan las citocinas pro-alérgicas, IL-3, IL 4,
IL-5, IL-9, IL-13 y el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), que a
su vez conduce a las respuestas de IgE, de mastocitos y de eosindfilos, responsables de los
sintomas de asma. (Kay, 2006)

Este proceso inflamatorio tiene implicaciones fisiolégicas y clinicas heterogéneas, dependiendo el
6rgano afectado. En el caso de asma, la pared de la via aérea se hipertrofia en proporcion a la
gravedad y la duracién de la inflamacion. Esta remodelacién implica la hipertrofia del musculo liso
de la via aérea, engrosamiento de la lamina reticular subepitelial, deposicion de matriz a lo largo de
la pared de la via aérea, angiogénesis, proliferacion neuronal y metaplasia epitelial de la mucosa; un
proceso que implica la aparicion de células mucosas en nuevas areas de la via aérea y aumento de
la produccion de moco. (Bjermer, 2014) Por lo tanto, la definicion de asma en mayores de 6 afos
requiere una combinacion de dos o mas sintomas clinicos (sibilancias, dificultad para respirar,
opresion en el pecho, tos) con una limitacién reversible documentada del flujo aéreo y/o
hipersensibilidad de las vias respiratorias (espirometria: FEV1 aumenta en mas del 12% y 200 ml
(en nifios > 12% del valor previsto) después de inhalar un broncodilatador) (Holgate et al., 2015)
(Vazquez Garcia & Salas Hernandez, 2017)

La rinitis alérgica se debe a una reaccion alérgica que inicia a partir de la inhalacién de un alérgeno,
que al ponerse en contacto con la mucosa nasal, es fagocitado y procesado por las células
dendriticas, presentandolo mediante el complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il a las
células T cooperadoras. El viraje a un linfocito Th2, por medio de las interleucinas IL-4 e IL-13,
estimula la secrecion de IgE. En la fase temprana, la liberacidon de histamina y otros mediadores
provocan los sintomas principales: estornudo, prurito nasal y rinorrea. Las fibras nerviosas del
sistema parasimpatico secretan acetilcolina, estimulando la actividad glandular y la liberacién de
cininas (péptidos activos con efectos vasodilatadores y libracion de 6xido nitrico) los cuales producen
edema y dolor local._(Duncan et al., 2000) También se liberan otros mediadores inflamatorios como
leucotrienos y prostaglandinas produciendo aumento de la permeabilidad capilar, edema y secrecion
de las glandulas mucosas. La infiltracion de diferentes células (principalmente eosindéfilos), provoca
la obstruccién nasal. El diagnéstico se basa en la concordancia entre una historia tipica de sintomas
nasales (rinorrea, estornudos, obstruccion nasal y prurito) y pruebas de diagndstico, que se basan
en la demostracion de una reaccién inflamatoria a un alérgeno especifico en la piel (pruebas
cutaneas) o en la sangre (IgE especifica) (Larenas-Linnemann et al., 2014)

Finalmente, la dermatitis atopica es una enfermedad heterogénea, que se desencadena por factores
ambientales en individuos con susceptibilidad genética. (Weidinger et al., 2018) El antecedente
familiar de atopia predispone a presentar manifestaciones clinicas de dermatitis atopica en edad
pediatrica. A pesar de que multiples genes se han visto asociados con las vias de sefalizacion del
sistema inmune innato, la activacion de células T y su diferenciacion a células Th2, poco se conoce
al respecto. La mutacién mas estudiada es la relacionada con el gen FLG (ex6n 3), el cual da lugar
a la proteina filagrina. (Irvine et al., 2011) Esta mutacion causa alteraciones en la diferenciacion de
los queratinocitos, lo cual da como consecuencia xerosis, descamacion, hiperlinearidad y
engrosamiento de la piel, lesiones caracteristicas de dermatitis atdpica. (Jungersted et al., 2010)



La barrera epidérmica juega un papel importante en la dermatitis atépica. La disrupcién de esta
barrera causa inflamacién, debido a desregulacion de las proteinas inmunomoduladoras, incluyendo
la liberacion de interlucinas (IL-103, IL-25, IL-33) y lipoproteina timica estromal (TSLP, por sus siglas
en inglés). Lo anterior, da como consecuencia aumento de pH, retencion disminuida de agua,
irritabilidad, aumento en la permeabilidad sobre moléculas de bajo peso molecular y aumento de la
susceptibilidad a infecciones (Weidinger et al., 2018) La mayoria de los pacientes con dermatitis
atopica manifiestan hipersensibilidad mediada IgE hacia aeroalérgenos, proteinas alimentarias,
antigenos antimicrobianos y autoantigenos derivados de los queratinocitos. (Gittler et al., 2012a)

En escolares y adolescentes (2 a 16 afios), las lesiones de dermatitis atdpica se caracterizan por
exudado y placas de liquenificacién en zonas de flexidn, especialmente en region antecubital y fosa
poplitea, munecas, tobillos, cuello y parpados. A los lados del cuello puede existir pigmentacion
reticular y signos de rascado, por lo que el diagndstico de esta enfermedad es clinico. (Wolter &
Price, 2014)

Relacién de la microbiota intestinal con el sistema inmunolégico

Se ha estimado que el cuerpo humano se compone de 3x10'3 células eucariontes y 4x10"3 bacterias
colonizadoras, las cuales ejecutan acciones coordinadas que tienen impacto no solo en la digestién
de alimentos a través del cual otorga sustratos a las células epiteliales intestinales, también en el
metabolismo hepatico y en la modulaciéon de diversas respuestas inmunoldgicas necesarias para
sobrevivir. (Sender et al., 2016) (Milani et al., 2017), (Ley et al., 2008)

El establecimiento temprano de la microbiota intestinal y su interacciéon con el huésped a través de
multiples estimulos antigénicos, constituyen un evento clave para que se logre la maduracion y
equilibrio apropiado de la microbiota intestinal, del sistema inmunoldgico y otros 6rganos distales,
necesarios para la supervivencia del ser humano y asi, evitar enfermedades a corto y largo plazo.
(Gensollen et al., 2016) (Clarke et al., 2014) (Heijtz et al., 2011) (Neuman et al., 2015) Por otro lado,
la microbiota intestinal juega un papel fundamental en la induccién a la tolerancia inmunoldgica, ya
que cepas especificas han demostrado estimular la produccién de citocinas antiinflamatorias como
IL-10 y TGF-B, los cuales contrarrestan el fenotipo Th2, responsable de causar atopia y sintomas de
alergia. (Hansen et al., 2000) (Sanfilippo et al., 2000) Al no ejercer estas funciones la microbiota
intestinal, se produce una respuesta Th2 constante, promoviendo la produccién de células B
secretoras de IgE. (Sanfilippo et al., 2000)

La inestabilidad de la microbiota durante la infancia hace que la estructura de la comunidad
microbiana sea mas susceptible a los factores ambientales. El hecho de que la colonizacion
microbiana coincida con el periodo limitado de maduracion del sistema inmunolégico, sugiere que el
sistema inmune es receptivo a los estimulos y sefalizaciones emitidas por las bacterias
colonizadoras y que ésta influencia pudiera ser duradera, creando una ventana de oportunidad para
la maduracion, expansion y tolerabilidad del sistema inmune en respuesta a antigenos externos por
parte de las células T. (Koenig et al., 2011) (Ridge et al., 1996)

Estudios experimentales en animales ha permitido estudiar la relaciéon entre el sistema inmunolégico
y la microbiota intestinal, asi como los mecanismos por los cuales se desarrollan diferentes
enfermedades. Ensayos comparativos entre roedores gnotobidticos y roedores colonizados, han
permitido identificar diferencias entre ambos grupos, como el aumento en tamafio del ciego por la
acumulaciéon de moco no degradado, motilidad intestinal reducida, alteraciones morfologicas del
epitelio intestinal donde se observan vellosidades largas con criptas pequenas y la reduccion de



péptidos antimicrobianos. (Loesche, 1969) (Abrams & Bishop, 1967) (Abrams et al., 1963) (Salzman
et al., 2003) (Vaishnava et al., 2008)

Por otro lado, la ausencia de bacterias comensales tienen efectos negativos en el desarrollo de
organos del sistema inmune, incluyendo el desarrollo del tejido linfoide del bazo, timo, nodos
linfaticos mesentéricos y placas de Peyer. (Macpherson & Harris, 2004) A su vez, alteraciones
estructurales proximas a la mucosa sugiere que existe interaccion del intestino con comunidades
especificas de microbios, los cuales modulan el desarrollo de tejidos linfoide asociado al intestino
(GALT). (Bauer et al., 1963) Esto trae como consecuencia una disminucion en los niveles de células
T CD4+ y CD8+ intestinales asi como una reduccion en el niumero de linfocitos intraepiteliales que
expresan receptores off de células T. (Umesaki et al., 1993)

Las células T reguladoras son una fuente importante de interleucina 10 (IL-10) y son capaces de
reconocer antigenos derivados de bacterias comensales, lo cual permite el mantenimiento de
homeostasis. (Lathrop et al., 2011) (Cebula et al., 2013) De forma interesante, se ha documentado
un balance sistémico entre las células TH1 y TH2 al colonizar un ratén gnotobi6tico con Bacteroides
fragilis, gracias a una molécula microbiana llamada polisacarido A (PSA), la cual estimula la
expresion de interferon y (IFNy), citocina relacionada con expresion del subtipo TH1 de T CD4+ e
induce la produccion de IL-10 a través de su union con receptor tipo Toll-2 (TLR2), lo cual mejora la
capacidad supresora de las células T reguladoras. (Mazmanian et al., 2005) (Round et al., 2011)
Por otro lado, cepas de Clostridium de los grupo IV y XIVa inducen la expresion de TGF-3 de las
células epiteliales intestinales, lo cual contribuye a la diferenciacion de las células T reguladoras.
(Atarashi et al., 2011) Similar a lo anterior, las presencia de las bacterias filamentosas segmentadas
han sido relacionadas con el desarrollo de células TH17, las cuales estimulan la secrecion de
interleucina 17 (IL-17) importante para el mantenimiento integro de la mucosa y en el aclaramiento
de patégenos en el tejido intestinal. (Ivanov et al., 2009)

Las superficies mucosas son la primera linea de defensa contra patégenos a nivel intestinal. Las
células B son esenciales para llevar a cabo este mecanismo de proteccidn, ya que son responsables
de cinco isotipos diferentes de anticuerpos: IgA, IgE, IgG, IgD e IgM. Especificamente, la IgA
constituye mas del 80% de los isotipos producidos en los tejidos asociados a mucosa en humanos y
su induccion, transporte y regulacién depende de las células T CD4+ y de la estimulacion por parte
de las placas de Peyer (PP), sitio de mayor estimulacion de la respuesta IgA especifica en el
intestino. (McGhee & Fujihashi, 2012) (Craig & Cebra, 1971)

Las presencia de las bacterias filamentosas segmentadas, las cuales son comensales, juegan un
papal importante en la respuesta de las células T cooperadoras y en la induccion de la
inmunoglobulina A secretora (IgA). (Gaboriau-Routhiau et al., 2009) (Klaasen et al., 1993)

De forma contraria, Moon et al., reportd una asociacion entre la presencia del anaerobio Gram
negativo Sutterella y niveles bajos de IgA en ratones. (Moon et al., 2015) Dicho microorganismo se
ha relacionado como enfermedades como enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad celiaca y
asma; sin embargo, el mecanismo por el cual dichas especies interactian con el sistema
inmunoldgico se encuentran en estudio, aunque se ha propuesto que estimula la respuesta
inflamatoria a través de la IL-8 a nivel sistémico. (Hiippala et al., 2016) (Wang et al., 2018)

Las células epiteliales son la interferencia entre la microbiota luminal y el sistema inmunoldgico en
la mucosa del intestino y juegan un papel importante en el reconocimiento de microorganismos y
estimulacion del sistema inmune. (Peterson & Artis, 2014) Una de sus funciones es el producir
péptidos antimicrobianos, como el caso de una lectina tipo C llamada Regllly, la cual regula la
interacciéon entre la microbiota y el huésped a través de su actividad antimicrobiana hacia Gram
positivos y se expresa principalmente en las células de Paneth en la base de las criptas de



Lieberkuhn en el intestino delgado. La expresion de esta lectina también esta regulada por la
interleucina 22 (IL-22) y la presencia de Bacteroides thetaiotaomicron en el intestino delgado y colon.
(Cash et al., 2006)

Otra proteina intestinal importante es la resistina llamada RELMp, la cual se expresa en las células
de Goblet, principalmente. Esta proteina regula la expresion de citocinas inflamatorias a través de
los macroéfagos intestinales, evitando la presencia de colitis. (Natividad et al., 2013)

Diversos estudios han reportado una disminucion en la expresén de Regllly, RELMp y del complejo
mayor de histocompatibilidad tipo 2 (MHC) en las células epiteliales de ratones gnotobioticos. Sin
embargo, al ser colonizados se restaura la expresion de dichas proteinas. Ademas, se ha reportado
que el acetato de Bifidobaterium longum podria reforzar la funciéon de proteccion de las células
epiteliales en respuesta a procesos infecciosos. (He et al., 2003) (Fukuda et al., 2011)

Las células T natural killer invariantes (iNKT) expresan una cadena invariante TCR-a. y una cadena
TCR-B, las cuales reconocen antigenos lipidicos endégenos y exdgenos al ser presentados a través
de una molécula llamada CD1d. (Van Dieren et al., 2007) En ratones gnotobidticos, las células iINKT
se encuentran disminuidas en tejidos periféricos como en bazo e higado y responden de forma
exacerbada a la estimulacién de antigenos lipidicos. (Wingender et al., 2012)

En contraste, la mucosa pulmonar e intestinal presentan altas cantidades de células iINKT en
comparacion de los ratones colonizados, por lo que se ha argumentado una asociacién entre los
altos niveles de estas células y la presencia de colitis e hiperreactividad bronquial. (Olszak et al.,
2012) (An et al., 2014)

Esta acumulacion exagerada de células iNKT (asociado con altos niveles del ligando CXCL16) y la
respuesta exagerada de estas al ambiente, induce colitis en ratones gnotobidticos, lo cual puede ser
controlado al colonizar al ratén con la Bacteroides fragilis o esfingolipidos de dicha bacteria en las
primeras dos semanas de vida unicamente. Sin embargo, en el caso de hiperreactividad bronquial,
esta respuesta inflamatoria disminuye al colonizar al ratén con microbiota estandar y no solo con
Bacteroides fragilis durante las primeras dos semanas de vida. (Olszak et al., 2012) (An et al., 2014)
Estos estudios revelan dos mecanismos diferentes por los cuales la microbiota puede modular la
expresion de las células iINKT. En este contexto, la bacteria comensal Bacteroides fragilis, inhibe la
proliferacion y expresion de las células iINKT durante la primera etapa de la vida y los esfingolipidos
derivados dicha bacteria tienen un efecto inhibidor en colon. (An et al., 2014)

Los anticuerpos IgE producidos por las células B juegan un papel clave en la respuesta ante
alérgenos e inmunidad hacia patégenos, por lo que se relaciona con enfermedades alérgicas y
parasitarias. Mientras que los niveles de IgA e IgG1 se encuentran disminuidos en los ratones
gnotobidticos, los niveles de IgE en suero se encuentran elevados después del destete
(aproximadamente 30 dias) debido al cambio de clase hacia IgE de las células B en las placas de
Peyer (PP) y en los nodos linfaticos mesentéricos (NLM). Estos niveles elevados de IgE se asociaron
con anafilaxia y con altos niveles de IL-4, producidos en las PP y NLM dependiente de células T
CD4+. Al colonizar a los ratones con microbiota estandar desde el nacimiento hasta las 4 semanas
de edad, los niveles séricos de IgE alcanzaban los niveles esperados para un ratdén adulto, lo cual
sugiere que se requiere de niveles criticos de microbiota intestinal durante la infancia para inhibir la
induccion exacerbada de IgE. (Cahenzli et al., 2013)

Factores relacionados con la microbiota intestinal y alergia

La composicion de la microbiota intestinal puede verse afectada por multiples factores intrinsecos
como el pH, el nivel de oxigeno (por el proceso oxido-reduccion), la viabilidad de nutrientes, la



temperatura asi como el intercambio hidrico y iénico intestinal, por mencionar algunos y por factores
extrinsecos, como resultado de la interaccion con el huésped con su entorno desde el nacimiento.
(Ursell et al., 2012) Diversos andlisis han relacionado ciertas alteraciones en Ia
microbiota/microbioma intestinal, como la disminucién de la diversidad o una composicién aberrante,
con una serie de enfermedades que se manifiestan desde edad escolar hasta la edad adulta como
asma, enfermedad inflamatoria intestinal, cancer, trastornos neurolégicos y diversas patologias de
indole metabdlico como la diabetes y la obesidad. (Milani et al., 2017) (Turnbaugh et al., 2009)
(Larsen et al., 2010). Lo anterior se debe a un proceso llamado disbiosis, el cual hace referencia a
la disrupcion del balance normal entre la microbiota intestinal y el huésped, por un cambio en la
composicion de las comunidades comensales residentes en individuos sanos. (Lozupone et al.,
2012) (Petersen & Round, 2014)

La microbiota intestinal es muy variable de persona a persona y es diferente de acuerdo a la
localizacion en el cuerpo humano, sin embargo, miembros de la misma familia pueden albergar las
mismas cepas bacterianas en comparaciéon de individuos no relacionados genéticamente y no
compartan el mismo ambiente. (Turnbaugh et al., 2009). La teoria de que la colonizacion del intestino
daba inicio después del nacimiento debido al ambiente estéril “in uUtero” de la madre ha sido
contradicha por multiples estudios, los cuales han reportado presencia de bacterias en la placenta,
en el cordon umbilical y en el liquido amnidtico en embarazos a término en adecuado estado de
salud. (Jiménez et al., 2005) (DiGiulio et al., 2008) (Aagaard et al., 2014) Estos estudios sugieren
que el feto podria estar expuesto a diferentes microorganismos que derivan de la microbiota materna,
asi como a metabolitos y componentes derivados de dichos microorganismos (incluyendo DNA)
antes del parto, es decir, que se existe una transmision vertical y horizontal y estos tienen un gran
impacto al término del embarazo y en el desarrollo del infante hasta la edad escolar. (Perez-Munoz
et al., 2017) (Romano-Keeler & Weitkamp, 2015) (Gray et al., 2017)

Fuente: (Milani et al., 2017)

A continuacioén, se abordaran los factores mas estudiados en el desarrollo de la microbiota intestinal
y alergia:

e Tipo de nacimiento



Estudios han reportado que el nacimiento via vaginal permite que el neonato entre en contacto a
través de secreciones y superficie de contacto con la microbiota vaginal y fecal materna, lo que
resulta en la colonizacién intestinal del neonato por bacterias asociadas a la vagina como
Lactobacillus y Prevotella. (Dominguez-Bello et al., 2010) (Biasucci et al., 2010) En contraste, los
neonatos nacidos por ceséarea, son colonizados por microorganismos de la piel de la madre o del
ambiente hospitalario. (Biasucci et al., 2010) (Rodriguez et al., 2015). Dichos infantes también
mostraron una reducida complejidad en la microbiota intestinal, menor colonizacion de
Bifidobacterium y Bacteroides, asi como mayor colonizacion de miembros de Clostridium
sensustricto (cluster 1) y Clostridium difficile. (Dominguez-Bello et al., 2010) (Biasucci et al., 2010)
(Del Chierico et al., 2015) (Adlerberth et al., 2007) (Jakobsson et al., 2014) (Neu & Rushing, 2011)
(Hill et al., 2017) Los infantes nacidos por cesarea mantienen su heterogeneidad microbiana en
comparacion con los infantes nacidos por via vaginal hasta los 7 afios de edad. (Neu & Rushing,
2011) (Salminen, 2004). Esto tiene una repercusion importante a nivel inmunoldgico, con la
disminucién en algunas citocinas antiinflamatorias como la IL-2, responsables de la activacién de
células T contra antigenos y activaciéon de monocitos (Robb et al., 1981), niveles elevados de IL-4
implicada en la respuesta humoral de tipo Th2 y la producciéon de inmunoglobulina E (IgE) (Jutel et
al.,, 1995) (Ryan, 1997) (Bjorksten et al., 1995). También se ha reportado que el nacimiento por
cesarea interfiere con otros factores fisiolégicos e inmunolégicos como el establecimiento tardio de
la microbiota intestinal (Bennel & Nord, 1987), un decreciente nimero de neutrdfilos fetales y células
natural killer (Thilaganathan et al., 1994) (Kinoshita et al., 1991), asi como un incremento en la
actividad fagocitaria. (Grénlund et al., 1999) Debido a lo anterior, el nacimiento por cesarea se ha
asociado como un factor que condiciona mayor riesgo para el desarrollo de enfermedades alérgicas
como asma [OR 2.22 (IC 95% 1.06— 4.64)], p< 0.01. (Kero et al., 2002) (Jakobsson et al., 2014)

e Edad gestacional

La edad gestacional es un factor a considerar en el establecimiento de la microbiota intestinal durante
la infancia. Se considera como neonatos pretérmino a aquellos que nacieron antes de las 37
semanas de gestacion, los cuales presentan un sistema digestivo, respiratorio e inmunoldgico
inmaduro, asi como mayor exposicion a medicamentos, a una larga estancia intrahospitalaria,
alimentacion parenteral y ventiladores. (Milani et al., 2017) (Ruiz et al., 2016)

Dichos factores repercuten de forma importante el desarrollo y composicion de la microbiota
intestinal, los cuales presentan una colonizaciéon tardia de anaerobios comensales como
Bifidobacterium o Bacteroides, y presentan mayor cantidad de Enterobacteriaceae, Enterococcus y
otros patdgenos oportunistas en comparacion de los neonatos con edad gestacional a término. (Hill
et al., 2017) (Rougé et al., 2010) (Jacquot et al., 2011) (Arboleya et al., 2012)

En neonatos prematuros y con bajo peso al nacimiento, se ha reportado el dominio de bacterias
Gram positivas como Staphylococcus, Enterococcus y clostridia, durante el primer mes de vida.
(Castro-Delgado et al., 2016) (Aujoulat et al., 2014)

Estos alteraciones en la microbiota intestinal han sido asociadas con una transicion tardia en el
establecimiento de la microbiota intestinal en edad adulta, asi como una disminucién en la produccién
de acidos grasos de cadena corta, mayor frecuencia en la expresion de genes relacionados con la
degradacion xenobiotica y menor frecuencia en la expresién de genes relacionados con el
metabolismo energético y biosintesis de vitaminas. (Arboleya et al., 2012) (Arboleya et al., 2016)

e Lactancia materna



Otro factor determinante para la composicion de la microbiota intestinal y la funcion gastrointestinal
es el tipo de alimentacion. Durante el periodo de lactancia materna, la microbiota de los infantes pasa
por un proceso continuo y diverso hasta el destete, donde cambia la una microbiota compleja y
estable, similar a la del adulto. (Fallani et al., 2011) (Koenig et al., 2011)

Los infantes alimentados con leche materna presentan mayores niveles de Bifidobacterias y
Lactobacilli en comparacion de los alimentados por formula. (Yatsunenko et al., 2012) (O’Sullivan et
al., 2015) Por otra parte, la lactancia materna provee de oligosacaridos (HMOs) e inmunoglobulina
A (IgA), la cual promueve un sistema inmunoldgico tolerogénico. (Maynard et al., 2012) La microbiota
intestinal de los infantes lactados presenta un una menor diversidad bacteriana y una expresion
elevada de genes asociados a actividades metabdlicas e inmunoldgicas. (Praveen et al., 2015)
Bifidocterium ha sido considerado el género dominante en la microbiota intestinal de neonatos
lactados, el cual perdura hasta los 6 meses de edad. (Hill et al., 2017) Sin embargo, también se
encuentran presentes en gran numero, miembros de la phyla Firmicutes y las familias
Staphylococcaceae, Clostridiaceae, Lachnosporaceae y Veillonellaceae. (Fan et al., 2013)

Por otro lado, los infantes alimentados con férmula estan expuestos a diferentes carbohidratos,
bacterias y micronutrientes, causando patrones de colonizacién microbiana distintas. Dichos
pacientes presentan altos niveles de staphylococci, Bacteroides, clostridia, enterococci,
enterobacteria y el género Atopobium, asi como altos niveles de acidos grasos de cadena corta en
la materia fecal como propionato y butirato, los cuales tienen efectos importantes en la modulacion
de la respuesta de las células T reguladoras. (Martin et al., 2016) (Bezirtzoglou et al., 2011) (Guaraldi
& Salvatori, 2012) (Gritz & Bhandari, 2015) (Le Hurou-Luron et al., 2010).

e Dietay localizacion geografica

La localizacion geografica también tiene un impacto de la microbiota, el cual parece estar asociado
a la dieta regional, cultura y estilo de vida de un area en especifico. (Rodriguez et al., 2015) (Arrieta
et al., 2014) Por ejemplo, los escolares de una zona rural en Africa presentan una composicién y
diversidad microbiana diferente a la los escolares que viven en una regién urbana en ltalia; donde la
proporcién de Actinobacteria y Bacteroidetes fue mayor en los escolares africanos (10.1% vs 6.7%
y 57.7% vs 22.4%, respectivamente), contrario a lo observado en escolares europeos donde
Firmicutes y Proteobacteria fueron mas abundantes (63.7% vs 27.3% y 6.7% vs 0.8%,
respectivamente). (De Filippo et al., 2010) (Fallani et al., 2011) (Grzeskowiak et al., 2012) (Lin et al.,
2013) Otro estudio comparé infantes pertenecientes al sureste de Africa e infantes residentes del
noroeste de Europa, donde se observé una composicion microbiana diferente entre los grupos,
especificamente en el género Bifidobacterium y del grupo Bacteroides-Prevotella los cuales se
encontraban en altas cantidades en las muestras fecales de los escolares africanos (70.8% vs
46.8%, p<0.001; 17.2% vs 4,7%, p<0.001; 4.4% vs 2.8%, p<0.01, respectivamente) . (Grzeskowiak
etal.,, 2012)

De forma similar, un estudio controlado en individuos demostré que la composicion de la microbiota
puede cambiar en 24 horas de acuerdo a la dieta y reporté una asociacion del enterotipo Bacteroides
con un alto consumo de proteinas de origen animal, una variedad de aminoacidos y grasas
saturadas, caracteristicos de la dieta Occidental. En contraste, el enterotipo Prevotella se asocié con
un alto consumo de carbohidratos y azucares simples, tipicos de una dieta vegetariana o de areas
rurales. (Wu et al., 2011)

e Genética del huésped
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Recientemente, multiples estudios han indicado que la composicién de microbiota intestinal tiene
relacion con la genética del huésped (Benson et al., 2010) (Grzeskowiak et al., 2012) (Turpin et al.,
2016) Tal es el caso del gen OB (también conocido como LEP), el cual codifica una hormona llamada
leptina. La leptina es clave en la regulacion del apetito, el gasto energético y es considerada una
citocina, por lo que interactia con células del sistema inmune. (Kelesidis et al., 2011) (Sanchez-
Margalet et al., 2010) Polimorfismos en el gen del receptor de leptina (OBR o LEPR) se ha asociado
con la presencia de obesidad, diabetes tipo 2, alteraciones en la microbiota intestinal (con una
disminucion de Bifidobacterium spp y elevacion de Halomonas spp), asi como alteraciones en los
niveles de mucina en el epitelio intestinal. (Waldram et al., 2009) (El Homsi et al., 2007) (Plaisancie
et al., 2006)

Otros estudios experimentales han demostrado que la delecién de los genes que codifican al
receptor tipo Toll 5 (TLR-5), responsable del reconocimiento de proteinas flagelares, el factor de
trancripcién T-bet o el receptor de reconocimiento de patrones NLRPG, causan alteraciones en la
microbiota intestinal que son transmisibles. (Hooper et al., 2012) Esto sugiere que las alteraciones
genéticas del huésped y alteraciones en la microbiota intestinal comensal, en conjunto podrian
regular la expresion de ciertas enfermedades. (Zeissig & Blumberg, 2014)

e Teoria de higiene y exposicion a animales

En 1989, Strachan reportd una relacion inversa entre el tamano de las viviendas y la prevalencia de
rinitis alérgica y eccema en escolares britanicos de 11 anos de edad. El sugiri6 inicialmente que el
incremento en las enfermedades atépicas podria ser resultado de la baja prevalencia de
enfermedades infecciosas. Esta teoria fue llamada posteriormente “la hipdtesis de la higiene”.
(Strachan, 1989) Una década después, multiples estudios propusieron que los altos estandares de
higiene y baja tolerabilidad inmunolégica son precursores de enfermedades alérgicas y autoinmunes
en paises desarrollados. (Von Mutius & Vercelli, 2010)

La hipétesis original de la higiene ha sido extendida a la “hipétesis de la microbiota”, con el propésito
de reconocer la importancia de la microbiota intestinal en el desarrollo de enfermedades alérgicas y
atopia. (Rautava et al., 2004) Por ejemplo, Kalliomaki et al. reporté diferencias en la microbiota
intestinal de neonatos con atopia, los cuales presentaron una disminucién en la cantidad de
bifidobacteria en comparacion de neonatos no atopicos. (Kalliomaki et al., 2001)

De igual forma, se ha demostrado que la exposicion relacionada con la agricultura, como la
exposicion a cobertizos de animales o el consumo de leche cruda, protegen contra el desarrollo de
asma, posiblemente por un mecanismo que involucra a la enzima modificadora de ubiquitina A20.
(Von Mutius & Vercelli, 2010) (Riedler et al., 2001) (Schuijs et al., 2015) (Ege et al., 2011)

Ademas, la exposicion al ambiente de granja durante el embarazo, modula la respuesta inmune de
la madre y el feto, disminuyendo el riesgo de asma. Este efecto protector ha sido asociado con el
incremento en la actividad de células T reguladoras en la infancia y al tipo de microbiota que
presentan dichos infantes, la cual es diferente a la microbiota de infantes con diferentes estilos de
vida. (Schaub et al., 2009) (Dicksved et al., 2007)

También se ha demostrado que las comunidades microbianas en el hogar y en la microbiota intestinal
de los habitantes se ven significativamente afectadas por la presencia de mascotas en interiores.
(Maier et al., 2010) (Fujimura et al., 2010) Multiples investigaciones desde 1980, han demostrado
que las mascotas y sus duefios comparten bacterias intestinales en comun y que los escolares con
exposicion temprana a mascotas con pelo, incrementan la riqueza y diversidad de la microbiota
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intestinal en humanos, con efecto protector contra enfermedades alérgicas. (Caugant et al., 1984)
(Azad et al., 2013) Un estudio comparativo realizado en adultos jovenes, reporté diferencias en la
alfa y beta diversidad entre el grupo con y sin mascotas, donde el primer grupo presentd cuatro
OTUs: Lactobacillus gasseri (OTU 65), Clostridium oroticum (OTU 1089), Bacteroides cellulosilyticus
(OTU 120), y Akkermansia muciniphila (OTU 784), los cuales se ha reconocido por tener efectos
antiinflamatorios.(Kates et al., 2020)

e Uso de antibidticos

Actualmente, los antibiéticos son los medicamentos que con mayor frecuencia son prescritos en
edad pediatrica y se estima que el 50% de dichas prescripciones no son necesarias o bien, no se les
da un uso adecuado. Por lo tanto, no es sorpresivo que la resistencia a antibiéticos sea un problema
de salud publica a nivel mundial. (Goossens et al., 2005) (Ternhag & Hellman, 2013)

Multiples estudios han reportado una asociacion entre la exposicion a antibiéticos y el cambio
persistente de la microbiota intestinal el cual, a su vez, causa alteraciones en la mucosa intestinal en
todas las etapas de la vida (Anexo 3). (Antonopoulos et al., 2009) (Dethlefsen & Relman, 2011)
(Zeissig & Blumberg, 2014) (Willing et al., 2011)

La alteracion de la microbiota intestinal a través del uso de antibiéticos puede modificar la inmunidad
del huésped e incrementar el riesgo de desarrollar enfermedades alérgicas. Estudios experimentales
en ratones gnotobioticos han reportado un incremento de la respuesta inmune TH2, eosinofilia en la
via aérea y un aumento en la produccion de IgE. Si bien, al ser colonizados estos ratones, dicha
respuesta disminuye, se requiere que la exposicidn microbiana sea durante la edad neonatal ya que
no es efectivo en ratones adultos. (Sudo et al., 1997) De forma notable, cuando se somete a los
ratones a un ciclo de antibidticos durante la edad posnatal, existe un incremento en la produccion de
IL-4 e IgE de forma considerable, una disminucién de células T reguladoras e infiltracién de células
iNKT en el colon. (Olszak et al., 2012) (An et al., 2014) (Oyama et al., 2001) (Russell et al., 2012)
(Noverr et al., 2005) (Atarashi et al., 2011)

Diversos estudios han demostrado a través de estudios experimentales, la importancia de la
colonizacion de bacterias especificas durante la etapa posnatal. Por ejemplo, Furusawa y
colaboradores reportaron que ratones expuestos a Helicobacter pylori o bien, a acidos grasos de
cadena corta (butirato y propionato) durante el periodo neonatal, no presentan hiperreactividad
bronquial debido a que expansién de células T reguladoras y el al subconjunto de células iNKT.
(Atarashi et al., 2011) (Furusawa et al., 2013) (Arpaia et al., 2013b)

En complemento con lo anterior, se ha asociado la exposicién a antibiéticos durante los primeros
seis meses de vida con el desarrollo de asma y otras enfermedades alérgicas a los 6 afos de edad.
(Risnes et al., 2011) Otros estudios han reportado la presencia de sibilancias y eccema a los 8 afnos
edad en escolares que estuvieron expuestos a antibiéticos durante el primer afio de vida, a pesar de
haber presentado o no infecciones de vias respiratorias en la infancia. (Mai et al., 2010)

Tabla de evidencia

Con el propésito de obtener sustento tedrico en cuanto a las diferencias en la composicion de la
microbiota intestinal entre pacientes pediatricos alérgicos/atdpicos y sanos, se realizé una busqueda
en las bibliotecas electronicas como PubMed y Scopus, con los términos ((gut microbiome) AND
(allergy)) OR (atopic) y los filtros “Preschool Child: 2-5 years” y “Child: 6-12 years”, de acuerdo a la
plataforma utilizada.
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Tabla 1. Diferencias en la composicion de microbiota intestinal en presencia de alergia o atopia:

parte de un estudio

-23 preescolares sin
antecedente familiar

PRC en tiempo real
para la deteccion de C.

alérgicos (mediados
por IgE) con y sin

Referencia Poblacion Definicion de alergia Analisis de la microbiota | Resultados en el | Observaciones
grupo de alérgicos
(StSepetova | Se incluyeron 40 | Diagnéstico de alergia | Para la extraccién de -1 en la prevalencia >B. adolescentis es
etal., 2007) preescolares de 5 | por criterio clinico, | DNA se utilizé QlAamp de Bifidobacterium capaz de estimular
afios (17 H/ 23 M) | pruebas cutaneas | DNA Stool Mini Kit adolescentis (70% vs | citocinas
Estonia seleccionados positivas e IgE | (Qiagen, Alemania) 25%, p=0.01) proinflamatioras
aleatoriamente de | especifica por | 16S RNA primers T7 y como TNF, IL-6 e IL-
un estudio de | quimioluminiscencia a | SP6 en busca de -} en la prevalencia | 12. (krameretal, 1995; He et
cohorte. caseina, huevo, gato, | Bifidobacterium por de  Bifidobacterium | al. 2002)
perro, acaro de polvo, | DGGE. catenulatum/pseudoc | —>B. bifidum, B.
Criterios de | abedul y pasto timothy atenulatum longum y
inclusion: (ALK): B.catenulatum/pseud
nacimiento por via | -5 preescolares con - baja diversidad en | ocatenulatum indicen
vaginal, lactancia | diagnéstico de A la microbiota | la produccién de IL-
materna -9 preescolares con intestinal (p=0.005) 10 (Young et al., 2004)
diagnostico de DA ->El enfoque basado
20  preescolares | -2 preescolares con RA en DGGE, solo
con alergia -1 preescolares con A+ permite identificar la
20  preescolares | RA fraccién dominante
controles -2 preescolares con DA de la microbiota
+RA intestinal y no toda la
-1 preescolar con DA + complejidad
A filogenética del
ecosistema.
(Candela et Se incluyeron 19 | Diagnostico de alergia | Cuantificacion del -1 en la prevalencia -> Clostridium cluster
al., 2012) pacientes alérgicos | por criterio  clinico, | gen16S RNA en busca de Akkermansia IV, F. Prausnitzii y
y 12 controles de 4- | pruebas cutaneas | de A. muciniphila, muciniphila (p=0.009) | A.muciniphila son
Italia 14 afios positivas a huevo, soya, | Faecalibacterium , Faecalibacterium clave para la
cacahuate, trigo, | prausnitzii, Prausnitzii (p=0.001) homeostasis
Criterios de | pescado, pollenes, | Enterobacteriaceae, ¥ Ruminococcus inmunolégica por su
inclusion: Dermatophagoides Clostridium cluster 1V, bromii (Clostridium interaccién con las
nacimiento por via | pteronyssinus, D. | Bifidobacterium and cluster V), células Tyla
vaginal, lactancia | Farinae, gato e IgE total | Lactobacillus por qPCR | Clostridium produccion de IL-10
materna por 3 | por ELISA (solo en 10 cluster XIVa, (Atarashi et al., 2011) (Sokol
meses, sin | pacientes): (p=0.0035) etal., 2008)
infecciones en las -T en la prevalencia > Enterobacteriacea
Ultimas 2 semanas, | -6 nifios con DA + RA de e se ha relacionado
no toma de | -6 nifios con DA + RA+A Enterobacteriaceae, con la induccién a un
antibiético en los | -4 nifio con A+ RA Bacillus clausii and estado proinfimatorio
ultimos 3 meses -1 n@rjo con DA Veillonella parvula crénico a nivel
-1 nifio con A intetinal y sistémico.
-1 nifio con RA (Lupp et al., 2007)
(Van Se incluyeron 1776 | Utilizaron el | Las muestras de -1 colonizacion de , - Los factores como
Nimwegen escolares de 6-7 | cuestionario de ISAAC | materia fecal fueron Clostridium difficile al | tipo de nacimiento, el
etal., 2011) | afios de la cohorte | para obtener | procesadas por PRC mes de edad se lugar de nacimiento
KOALA con Ay DA | informacion respecto a | en tiempo real para la asocion con mayor (hogar u hospital) y
Paises la presencia de | deteccion de riesgo de presentar alta presencia de
Bajos sibilancias en el dltimo | Bifidobacterium, sibilancias (OR 1.38; Clostridium difficile
afio; el diagndstico de | Escherichia coli, C 1.16-3.64), eccema pudieran influir en el
asma fue clinico (1 | difficile, el grupo (OR 1.43; 1.09-1.88) riesgo de presentar
episodio de sibilancias | Bacteroides fragilis, y y asma (OR 2.06; sintimas de alergia
o disnea o el uso de | especies de 1.16-3.64) a los 6-7 de forma importante,
broncodilatador o | Lactobacillus. afos de edad. al presentarse en
corticoesteroides conjunto.
inhalados por lo menos
2 meses en el Ultimo
afo).
También se obtivo
informacién respecto a
la presencia de eccema
en los ultimos 12 meses
y la localizacién.
IgE  especifica para
leche, huevo,
cacahuate, gato, perro,
acaro de polvo vy
algunos pastos.
(Positivo >0.35 IU/mL)
(Johansson Se incluyeron 58 | Antecedente materno | Para la extraccion de -y en la prevalencia - Esta diferencia
etal., 2011) preescolares de 5 | de alérgia: DNA se utilizé QlAamp de Lactobacilli, , B. entre grupos fue
afos de edad, los | -35 pacientes  con | DNA Stool Mini Kit bifidum en notoria a los dos
Suecia cuales formaron | madre alérgica (Qiagen, Alemania) preescolares meses de vida

- Este estudio
sugiere que la
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de cohorte al

nacimiento.
Criterios de
inclusion:
embarazo a

termino, con peso
medio de 3.7 kg
(2.7-4.6),
nacimiento por via
vaginal, lactancia
materna exclusiva
por >3 meses y sin
uso de antibidtico
en los primeros 3
meses de vida.

Se les realizaron
pruebas cutaneas a:
huevo, cacahuate,
leche, soya, gato,
perro,
Dermatophagoides
farinae, pastos y
malezas (ALK) e IgE
especiiifica a un
alergeno (positivo >0.35
1U/mL):

-20 pacientes alérgicos
-19 no alérgicos

-11 no sensibilizados
pero con sintomas de
DA*

-4 no sensibilizados
pero con sintomas de
A*

-4 pérdida de
seguimiento

difficile, B.
adolescentis, B.
bifidum, B. breve, a
group of Lactobacilli

(L. casei, L. paracasei,
L. rhamnosus) y S.
aureus. L. casei, L.
paracasei, L.
Rhamnosus (en
conjunto, “Lactobacilli”)

antecedente materno
de alergia.

colonizacién por
Lactobacilli protege
contra el desarrollo
de enfermedades
alérgicas,
independientemente
de el antecedente
heredofamiliar.

- Se ha asociado la
reduccion de los
niveles de IgE
especifica y aumento
de IgE tras la
administracion de
Lactobacilli en
pacientes con RA
comparado con
placebo. (wory et al., 2008)

(Drell et al.,
2015)

Estonia

Se incluyeron 7
escolares atépicos
y 15 escolares
sanos,

seleccionados de
un estudio de
cohorte.

Se definié como atdépico
los  escolares  con
sensibilizacion a un
alergeno en la prueba
de pruebas cutaneas a
gato, perro, acaro de
polvo, pasto timothy
(ALK) y con IgE total
especifica positiva a
cualquier alergeno
previamente escrito, por
quimioluminicencia.

El grupo control fue
definido como la
ausencia de sintomas
de alergia y pruebas
cutaneas negativas.

Las muestras de
materia fecal fueron
recolectadas alos 5y
12 afios de edad.

Para la extraccion de
DNA se utilizé QlAamp
DNA Stool Mini Kit
(Qiagen,N.V.) con
algunas modificaciones
Se realiz6 la
amplificacién del gen
16S RNA region
hipervariable V1-V2 y
PCR.

-y en la prevalencia
de Akkermansia a los
5y 12 afios en
atopicos (29 vs. 93 y
17 vs 67 %,
respectivamente; p =
0.004 y p =0.02)
-Correlacion negativa
entre la abundacia
de Prevotellay la
abundancia de
Bacteroides, Dialister
(p<0.001 y p=0.004,
respectivamente)

- Akkermansia spp.,
tiene a habilidad de
degradar mucina, lo
cual es una funcién
reguladora
importante de la
mucosa intestinal.
(Belzer & De Vos, 2012)
->Modula la
sefializacién de las
células B, IL-4,
complemento,
coagulaciény el
receptor de células T
en el colon, en la
extravasacion de
leucocitos, en la
presentacion de
anigenos en el ciego.
(Derrien et al., 2011) (Everard et
al.,, 2013)

A: asma, DA: dermatitis atopica, RA: rinitis alérgica, DGGE: electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion, qPCR: PCR cuantitativo,
*Excluidos del analisis

Planteamiento del problema

Las enfermedades alérgicas son las condiciones cronicas mas frecuentes en la infancia, las cuales
incluyen asma, rinitis alérgica y dermatitis atépica. (www. ginasthma.org) (Downs et al., 2001)
(Anandan et al., 2010) La prevalencia de dichas enfermedades han incrementado en paises
industrializados en la Ultima década, afectando el 20% de la poblacién mundial. (Vazquez Garcia &
Salas Hernandez, 2017) México reporté en 2019, un incremento significativo en la prevalencia de
estas enfermedades alérgicas en escolares de 6-7 afos (mayor de 5 puntos porcentuales de acuerdo
al estudio GAN), lo cual representa una carga econdmica en salud publica. (Del-Rio-Navarro et al.,

2020) (Ellwood et al., 2017).

Si bien, se han reportado factores genéticos y ambientales involucrados en el desarrollo de las
enfermedades alérgicas, diversos disciplinas han realizado esfuerzos por identificar otros factores
importantes en la fisiopatologia de las enfermedades alérgicas que pudieran asociarse con el
incremento en la prevalencia de estas enfermedades. (Koenig et al., 2011) (Costello et al., 2009) Por
lo anterior, en la ultima década se ha reconocido la importancia de la microbiota intestinal en el
desarrollo de enfermedades alérgicas, gracias a su interaccién con la maduraciéon del sistema
inmunoldgico en la infancia y el impacto de algunas cepas bacterianas en la modulacién de la
respuesta inmunoldgica Th2, responsable de las manifestaciones clinicas de asma, rinitis alérgica y
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dermatitis atépica. (Johansson et al., 2004) Sin embargo, la microbiota intestinal se ve influenciada
a su vez por factores como la dieta, la localizacién geografica y la edad, por lo que es un area de
conocimiento que requiere ser explorado. (Rodriguez et al., 2015)

Justificacion

Actualmente, no hay estudios en escolares mexicanos que describan la comunidad bacteriana de la
microbiota intestinal en presencia y ausencia de enfermedades alérgicas. Por lo anterior, este
proyecto propone la descripcion de la comunidad bacteriana intestinal en ambos grupos, con el
propdsito de identificar los géneros y familias prevalentes tanto en pacientes alérgicos como sanos,
para generar una base de conocimiento en nuestra poblacién y disefar protocolos a futuro
potencialmente utiles para el estudio de perfiles bacterianos con mecanismos inmunolégicos
regulatorios e inflamatorios, de que pudieran condicionar mayor riesgo para el desarrollo de
enfermedades alérgicas en poblacién pediatrica.

Pregunta de investigacion

¢ Existe diferencia en la composicion de la microbiota intestinal de escolares alérgicos y no alérgicos
de 6 a 10 afos de la Ciudad de México?

Objetivo general

Describir y comparar la composicion de la microbiota intestinal de escolares alérgicos y no alérgicos
de 6 a 10 afos de la Ciudad de México.

Objetivos especificos
» Describir las caracteristicas demograficas y clinicas de los escolares alérgicos y no alérgicos.
» Conocer el efecto del peso al nacimiento, el antecedente de alergia familiar, lactancia
materna y convivencia con animales en la composicion de la microbiota intestinal de
escolares alérgicos y no alérgicos
»  Comparar la composicion de la microbiota intestinal de escolares alérgicos y no alérgicos

Objetivo secundario:

e Correlacionar la abundancia relativa bacteriana del grupo alérgico con los niveles séricos de
IgE total.

Planteamiento de hipétesis

Ho: No hay diferencia en la composicidon de la microbiota intestinal de escolares alérgicos y no
alérgicos de 6 a 10 afos de la Ciudad de México

Ha: Hay diferencia en la composicion de la microbiota intestinal de escolares alérgicos y no alérgicos
de 6 a 10 afos de la Ciudad de México.
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Metodologia

e Disefo del estudio

Se trata de un estudio transversal anidado a una cohorte llamada “Red Global de Asma Fase 11",
(HIM/2018/093) la cual da continuidad al estudio Global Asthma Network (GAN). A través de juntas
informativas programadas con la cooperacion de los directivos 58 escuelas del area norte de la
Ciudad de México (alcaldias Miguel Hidalgo, Azcapotzalco, Gustavo A. Madero y Venustiano
Carranza), se les entrego a los padres o tutores una invitacion formal para agendar una cita y asistir
al Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica Pediatrica del Hospital Infantil de México Federico
Gomez (HIMFG), para la aplicacién del cuestionario de sintomas de alergia y realizacion de pruebas
auxiliares de diagnéstico. Por lo anterior, se consideré un método no probabilisitico a conveniencia
y se incluyeron los pacientes que cumplieran con los criterios de inclusion. Este proyecto fue
aprobado por el Comité de Etica, Investigacion y Bioseguridad con el nimero (HIM/2018-034)

e Tamario de la muestra
El nimero de nifios a incluir en cada grupo se calculé considerando la abundancia del género
Akkermansia en el grupo con atopia con respecto a un grupo control de escolares sin atopia. (Drell
et al., 2015) Este célculo se realizé con base a diferencia de medias para poder observar un efecto
similar al previamente reportado y con un poder estadistico de 0.8. Se obtuvo un tamafio de 143

casos y 143 controles (atdpicos y no atdpicos).

Casos: 143 nifios con diagnéstico de alergia (rinitis alérgica, dermatitis atopica y/o asma) e IgE total
e IgE especifica elevada.

Controles: 143 nifios que no presenten sintomas de alergia e IgE total sérica normal.

e Criterios de seleccion

Criterios de inclusién Criterios de exclusion

-Escolares de 6 a 10 anos. - Uso de antibidticos en los 3 meses previos al
-Formar parte de las escuelas seleccionadas estudio o probidticos en los 6 meses previos
en la Fase | del estudio GAN y a la cohorte - Presencia de patologias crénicas o
HIM-2016-065 con asma, rinitis y/o dermatitis congénitas como diabetes tipo 1,

atdpica y pacientes sanos. hipertiroidismo o hipotiroidismo, hipertensién
-Consentimiento y asentimiento informado arterial sistémica, hepatopatias congénitas o
firmado por los padres o tutores. adquiridas, cardiopatias congénitas,
-Pacientes que hayan entregado muestra de | enfermedad celiaca y diarrea cronica en
materia fecal. estudio.

-Pacientes con cuestionario de sintomas
incompleto >10% o sin consentimiento
informado.

-Escolares que no hayan continuado en la
cohorte original o se nieguen a participar en
este estudio.

e Descripcion de procedimientos:
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~Invitacién y consentimiento informado

El dia de la cita, se explicé a los tutores y escolares los procedimientos a realizar, dando lectura
conjunta (médico y tutor) al consentimiento y asentimiento informado del HIMFG y del Instituto
Nacional de Medicina Gendémica (INMEGEN) (Anexo 2). En dicho documento, se especificé cada
uno de los procedimientos a realizar (entrega de muestras de materia fecal, cuestionario de sintomas
de alergia, toma de muestra sanguinea, espirometria con broncodilatador y pruebas cutaneas) asi
como los riesgos y efectos adversos de cada procedimiento. Unicamente se incluyeron escolares
con consentimiento informado firmado por padre o tutor.

~Recoleccion de muestra de materia fecal

Se les solicitd una muestra de materia fecal (del dia previo a la cita en el HIMFG), la cual se almacend
a -70°C para el posterior analisis de la microbiota intestinal en el INMEGEN.

~Cuestionario de sintomas y factores de riesgo:

Personal capacitado del servicio de Alergia e Inmunologia Clinica del HIMFG, aplicaron a los
tutores de los escolares un cuestionario de sintomas y factores de riesgo, con el propdsito de evitar
sesgo de informacién por falta de respuesta o mal planteamiento de la pregunta.
(http://isaac.auckland.ac.nz/phases/phasetwo/phasetwomodules.pdf)

Dicho cuestionario consta de 100 preguntas, que hacen referencia a sintomas sugestivos de asma,
rinitis alérgica y dermatitis atopica, el manejo farmacolégico que ha requerido dichos sintomas, la
frecuencia con la que han acudido a servicios de salud por dichos sintomas y los factores
ambientales y genéticos asociados:

Demografico: lugar y caracteristicas del entorno de la residencia, lugar donde acude a la escuela,
edad, sexo, fecha de aplicacion de cuestionario, lugar y fecha de nacimiento, asi como la escolaridad
de los padre o tutores.

Estilo de vida: realizacion de actividad fisica y frecuencia en consumo de alimentos (carne, pescado,
verduras crudas, verduras cocidas, alimentos altos en carbohidratos y sodio como hamburguesas,
jugo de frutas y refresco)

Antecedentes heredofamiliares: presencia de asma, rinitis alérgica y/o dermatitis atépica en madre
y padre del escolar.

Antecedentes patolégicos y no patolégicos: peso al nacer, lactancia materna durante los primeros
anos de vida y la duracién de la misma, ablactacién, esquema de vacunacién, numero de
hospitalizaciones, antecedente de tos ferina, tuberculosis, enfermedad por parasitos o sarampién.

Ambiental: combustible para cocinar, exposicién a humo de tabaco, exposicidén a animales con
abundante pelo (gato, perro, conejo, etc.), hacinamiento, caracteristicas del suelo de habitacion,
ventana, recubrimiento de la cama, almohada y la presencia de manchas de humedad o moho en

las paredes de la casa donde habita el escolar.

~Evaluacién de la composicién de la dieta habitual.
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La ingesta alimentaria habitual se evaluara por medio de un cuestionario de frecuencia de consumo
de alimentos validado para la poblacion mexicana por el INSP (SNUT) y dirigido a los padres. Este
incluye 104 alimentos elegidos con base a los patrones de consumo de alimentos para la poblacion
mexicana. Se preguntara por la cantidad y frecuencia de consumo de 12 grupos de alimentos:
productos lacteos, frutas, verduras, carnes, huevo y embutidos, pescados y mariscos, leguminosas,
cereales y tubérculos (incluyendo productos de maiz), tortillas, bebidas, grasas, azlcares, frituras y
otros. El instrumento mencionado sera aplicado por personal capacitado del INMEGEN para su
correcta evaluacion.

~Toma de muestra sanguinea venosa:

La toma de muestras de sangre se realizé en el Laboratorio de Alergia e Inmunologia Clinica
Pediatrica del HIMFG, a cargo de personal debidamente capacitado en aspectos técnicos de
venopuncion. Se tomé una muestra sanguinea venosa (con 8 horas de ayuno) para la determinacién
de IgE sérica total y especifica a Flexinus excelsior, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides
pteronyssinus, Lolium perenney epitelio de gato (marca PHADIA). Dichos reactivos fueron elegidos
por alta prevalencia de hipersensibilidad en poblacién pediatrica mexicana, de acuerdo a la Guia
Mexicana de Practica clinica en Inmunoterapia 2011. (Larenas-Linnemann et al., 2011)

Se extrajeron 6 ml de sangre en tubo rojo para obtencion de IgE sérica y especifica (sensibilidad
93% y especificidad 89%)

La determinacion de IgE se midi6 en el laboratorio de Alergia del HIMFG con el equipo INMUNOCAP
Phadia 100. Los niveles de IgE sérica total que se consideran normales son:

Escolares de 3-9 afios de edad: <52 IU/mL
Escolares de 10-18 afios de edad: <177 IU/mL

El nivel de IgE especifica normal para aeroalergenos y alimentos en pacientes pediatricos es <0.35
IU/mL. A partir de 0.35-0.70 IU/mL se considera una respuesta alérgica baja a moléculas exégenas
(sensibilizacion baja); 0.71-3.5 IU/mL sensibilizacion moderada; 3.6-17.5 IU/mL sensibilizacion alta
y >17.5 IU/mL sensibilizacion muy alta. (Larenas-Linnemann et al., 2011) (van Ree et al., 2014)

Una vez extraida la muestra de sangre, se centrifugd la muestra por 10 minutos para la obtencién
del suero y se colocd en un tubo Falcon, el cual se rotulé con un cédigo de identificacion unico para
cada uno de los participantes y se almaceno temporalmente en un area reservada a -70°C hasta su
procesamiento.

~Espirometria con broncodilatador:

La espirometria con broncodilatador es una prueba utilizada para la valoracion objetiva de la funcién
pulmonar y permite el diagndstico y seguimiento de las enfermedades respiratorias en edad
pediatrica, como asma. (Vazquez Garcia & Salas Hernandez, 2017)

Mediante esta prueba, se miden los volimenes y flujos pulmonares que se general durante una
maniobra de espiracion maxima voluntaria desde una posicion de inspiracion maxima. Es la prueba
diagnéstica de primera eleccion, ya que es posible determinar la capacidad vital forzada (FVC) y el
volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1), por lo cual permite conocer la limitacién
variable del flujo de aire espiratorio en escolares con antecedentes de sintomas como sibilancias,
dificultad respiratoria, opresion toracica y tos. (Vazquez Garcia & Salas Hernandez, 2017) (Centros
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para el control y la prevencion de Enfermedades & Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias,
2007)

Durante dicha prueba se realiz6 en el Laboratorio de Fisiologia Pulmonar del HIMFG por personal
calificado. Antes de realizar la prueba, se tomaron los signos vitales (presion arterial, frecuencia
cardiaca, frecuencia respiratoria, porcentaje de saturacion en sangre a través de un dispositivo digital
y temperatura) y medidas antropométricas (peso, talla, perimetro de cintura y cadera) de cada
escolar en presencia del tutor.

Posteriormente, se explicd al escolar y al tutor la técnica de inspiracion y espiracién para la
realizacion de esta prueba y el profesional de salud simulé una demostracion de la maniobra para
que el escolar visualizara la maniobra. La maniobra comienza con dos o tres respiraciones normales
a través de la boquilla hasta lograr un volumen constante. A continuacion, se le indica que inspire
tan profundamente como pueda y seguidamente que expulse el aire de forma forzada y brusca
alargando esta espiracion al maximo durante 3-4 segundos minimo y maximo 6 segundos.

Durante esta prueba, se aplicaron 4 inhalaciones sucesivas de 100 pg de un broncodilatador
(salbutamol), mediante camara espaciadora adecuada para la edad del escolar y repetir la
espirometria 15 minutos después para obtencién de los valores pre y postbroncodilatador.
Posteriormente, se valor6 de la calidad de la espirometria y fue interpretada por un alergdlogo.

Existe evidencia de limitacion del flujo aéreo por espirometria cuando: (https://ginasthma.org/)

- Sereporta un aumento del FEV1 en mas de un 12% y 200 ml (en nifios, > 12% del valor
tedrico) después la inhalacion de un broncodilatador. Es lo que se denomina ‘reversibilidad
con broncodilatador.

- Variabilidad diurna media diaria del PEF > 10% (en los nifios, > 13%).

- Aumento del FEV1 en mas de un 12% y 200 ml con respecto al valor basal (en los nifios,
>12% del valor tedrico) después de 4 semanas de tratamiento antiinflamatorio (al margen
de infecciones respiratorias).

En caso de que los pacientes no pudieran realizar la espirometria en el primer intento por técnica
inadecuada o alguna otra circunstancia médica, se reprogramé dicho estudio 3-6 meses después.

~Pruebas cutaneas:

Con el propésito de identificar los alérgenos causantes de sintomas respiratorios y valorar el nivel
de atopia o reactividad de la piel a uno o multiples alérgenos, se realizan las pruebas cutaneas por
puncién. Esta herramienta diagndstica complementa el diagndstico de rinitis alérgica, basandose
previamente en la historia clinica y la presencia de inmunoglobulina E (IgE). (Larenas-Linnemann et
al., 2011)

Los alérgenos que seran evaluados en las pruebas cutaneas son los siguientes:
e Hongos: Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Penicillium notatum.
e Epitelios: caballo, perro, gato y pollo.

¢ Intradomiciliarios: Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus, Blatelia
Germanica, Periplaneta americana y Blomia tropicalis.
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o Polenes: Ambrosia trifida, Artemisa vulgaris, Chenopodim albun, Chynodon dactylon,
Flexinus excelsior, Helianthus annus, Ligustrum vulgare, Lolium perenne, Phleum pratense,
Plantago lanceolada, Quercus robur, Rumex spp, Salsola kali y Schinus molle.

e Alimentos: cacahuate, cacao, clara de huevo, maiz, nuez, soya, trigo, caseina, camaron y
yema de huevo.

Durante dicha prueba se realizé en el Laboratorio de Alergia del HIMFG por personal calificado.
Antes de la realizacion de la prueba, se tomaran los signos vitales a los escolares (presion arterial,
frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, porcentaje de saturacién en sangre a través de un
dispositivo digital y temperatura) y se le explicara al escolar y tutor el procedimiento. La prueba se
realizé aplicando una pequefa cantidad de extracto alergénico glicerinado sobre la piel. Mediante
una pequena puncion con una aguja fina que atraviesa la gota hasta la parte superficial de la piel, se
logra la penetracién de pequefias cantidades de extracto alergénico justo debajo de la epidermis. Si
existen células cebadas sensibilizadas con IgE especiica en el tejido del paciente, la penetracion del
alérgeno provocara la liberacién de histamina, resultando en una respuesta de roncha y eritema.
Para considerar un resultado como positivo, la papula resultante de la puncién del extracto alergénico
debe ser por lo menos 3 mm superior al diametro mayor del control negativo. (Larenas-Linnemann
et al., 2011)

~Evaluacién clinica del paciente

Los pacientes fueron valorados clinicamente por un médico alergologo del servicio de Alergia de
HIMFG, con el propésito de diagnosticar adecuadamente a los escolares con alguna enfermedad
alérgica como asma, rinitis alérgica o dermatitis atépica y complementar dicho diagnostico con los
resultados de los estudios previamente realizados. Durante la consulta médica, se les realizé una
historia clinica completa, exploracion por aparatos y sistemas (incluyendo toma de medidas
antropométricas), la explicacion de los resultados de cada uno de sus estudios (previamente escrito)
y, en caso de requerir tratamiento farmacolégico, se les entregé por escrito el tratamiento a seguir
con las instrucciones y la fecha programada para su préxima valoracion clinica tres meses después.

~Procesamiento de la materia fecal
e Caracterizacion de la microbiota intestinal

Los participantes del estudio proporcionaron una muestra fresca de materia fecal, la cual se
transporté en un tubo de plastico estéril. Posteriormente, las muestras fueron almacenadas en el
area de Genomica del Poblaciones en Instituto Nacional de Medicina Gendmica a -70°C hasta su
procesamiento.

e Extraccion de ADN de muestras fecales

El ADN total bacteriano fue extraido de la muestra fecal con el kit comercial (QlAamp PowerFecal
DNA Kit). A continuacion se describe el procedimiento llevado a cabo: (QlAamp PowerFecal DNA
Kit Handbook)
- Se afadié de 0.18-0.22 gramos de muestra con una punta en el tubo de perlas
- agregaron 750 uL de buffer Powerbead Solution al tubo original de la muestra, se
homogeinizé la muestra y se agregé al tubo con perlas.
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- Después de agregar 60 puL de la solucion C1 al tubo con perlas, se incubd a 65°C “pr 10
minutos y se coloco en el Fastprep-24 a una velocidad de 4.0 m/sec por 45 segundos en un
ciclo.

- Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 11,900 rpm por un minuto.

- Se obtuvo 400-500 pL de sobrenadante, se agrego 250 uL de la solucion C2 al tubo nuevo
con el sobrenadante y se agitdé brevemente el vortex (5 segundos)

- A 600 puL de sobrenadate transferida a un tubo nuevo, se afiadié 200 uL de la solucion C3,
se agité brevemente el vortex (5 segundos) y se incubd en hielo por 5 minutos.

- A 600 puL de sobrenadate transferida a un tubo nuevo, se afiadié 200 uL de la solucion C3,
se agito brevemente el vortex (5 segundos), se incubé en hielo por 5 minutos y se centrifugd
a 11,900 rpm por un minuto.

- Se transfirio 750 pL de sobrenadante a un tubo nuevo y se le agregd 1200 uL de la solucién
C4.

- A continuacion, se agreg6d 650 uL de sobrenadante en la columna MB Spin Column y se
centrifugé a 11,900 rpm por un minuto.

- Después de desechar el liquido, al sobrenadante se le agregaron 500 uL de soluciéon C5 y
se centrifugé a 11,900 rpm por un minuto.

- Se desechd le liquido y se centrifugd nuevamente a 11,900 rpm por un minuto.

- Se coloco la columna MB Spin Column en el tubo de recoleccion de 2 ml y se agregé la
solucion C6 al centro de la membrana del filtro blanco, para después centrifugarlo a 11,900
rpm por un minuto.

- Finalmente, para determinar la concentracion y pureza del DNA se utilizd un
espectrofotdmetro Nanodrop 2000c.

e Preparacion de librerias y secuenciacion de gen 16S del ARNr

Para realizar en analisis de la microbiota intestinal a nivel de composicion, una vez verificada la
concentracion y pureza del ADN, se prepararon las librerias del gen 16S del ARNr con el kit de
QIlAseq Library Quant Array Kit, la cuales permiten la identificacion taxonémica cominmente hasta
nivel de género. Brevemente y conforme al Earth Microbiome Project, se realizo la amplificacion de
la region V4 del gen 16S del ARNr usando oligonucleétidos especificos (515F y 806R), en donde
ademas se incluyeron secuencias cédigo de barra para diferenciar las secuencias por muestra. La
PCR se realizé en 100 ng de ADN y los productos se purificaron usando perlas Agencourt AMPure
XP (Beckman Coulter). Las proporciones equimolares de amplicones de las muestras individuales
se combinaron y secuenciaron utilizando una plataforma lllumina MiSeq 2 x 250 de la Unidad de
Secuenciacion del INMEGEN. El tamafo y la concentracion de cada grupo de secuenciacidon se
determinaron mediante un ScreenTape Agilent D1000 para el sistema TapeStation 4200 (Agilent
Technologies) y un fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen), respectivamente. Las secuencias fueron
analizadas con QIIME 1.8.0.

Se usaron filtros de calidad para eliminar secuencias que contenian desajustes de cédigos de barras,
bases ambiguas o lecturas de baja calidad (puntuaciones de calidad Phred <30). Después de
recortar los cédigos de barras, la seleccion de unidades taxondmicas operativas (OTU) de referencia
abierta se realiz6 con una identidad del 97% frente a la base de datos de Greengenes de mayo de
2013. Se detectaron quimeras potenciales con USearch61 y se excluyeron de un analisis adicional.
Todos los analisis se limitaron a las OTU que comprenden =0,1% de las lecturas y estan presentes
en 210% de los escolares. La riqueza y el indice de Shannon se calcularon después de filtrar la
abundancia de OTU utilizando scripts QIIME, como se describié anteriormente. Las diferencias en la
abundancia bacterianas funcionales de nivel 3 entre escolares alérgcos y no alérgicos se exploraron
con STAMP. EIl gen funcional predicho fue anotado por la via KEGG. Las diferencias en la
abundancia de vias bacterianas funcionales de nivel 3 entre escolares alérgicos y no alérgicos se
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exploraron con STAMP. Los recuentos de funciones KEGG obtenidos por PICRUSt se transformaron

en abundancias relativas. (Lopez-Contreras et al., 2018)

o Descripcion de variables

Variable dependiente

Variable Definiciéon Definicién operacional Unidad de medicion Escala de
conceptual medicion
Microbiota Todos los | Diversidad alfa Riqueza: indice de Chao Cuantitativa
intestinal organismos (abundancia relativa de Continua
microbianos que microrganismos que pertenecen
existen naturalmente a una clase determinada)
dentro del TRACTO Numero de especies en una
GASTRO sola muestra? namero de
INTESTINAL. especies en dos muestras
[MeSH Term] Diversidad beta Diversidad especifica: indice de
Shannon (contempla la cantidad
de especies presentes en un
area determinada y la cantidad
relativa de esas especies)
Composicion: Distancia de Bray-Curtis
Abundancia relativa de | (diferencia entre especies),
diferentes taxones en | Unifrac ponderado y no
unidades funcionales | Ponderado (medida de
taxonoémicas diferencia de la taxonomia a
nivel filogenético)
Medida: Unidades Taxonémicas
Operacionales (UTOs)
Variable independiente
Variable Definicién Definicién operacional Unidad de medicion Escala de
conceptual medicion
Alergia Hipersensibilidad del | Diagnéstico de 1=Si Cualitativa
individuo a asmalrinitis 2=No Nominal
sustancias extrafias | gigrgica/dermatitis Dicotémica
y protecgl’on contra atopica
la infeccion o
trastorno resultante. N
IgE Niveles séricos de Unidades internacionales/ Cuantitativa
[MeSH Term] IgE total y especificaa 5 | mililitros (U/ml) Continua
alérgenos: 3-9 afios de edad: <52 IU/mL De razo6n

Dermatophagoides
farinae
Dermatophagoides
pteronyssinus
Flexinus excelsior
Phleum pratense
Epitelio de gato

10-18 afos de edad: <177
1U/mL

IgE especifica en parametros
normales:

Normal: <0.35 U/ml
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Senbilizacién baja: 0.35-0.70
1U/mL

Sensibilizacion moderada: 0.71-
3.5 IU/mL

Sensibiliazaciéon muy alta: >17.5

1U/mL

Covariables

Variable Definiciéon Definicién operacional Unidad de medicion Escala de
conceptual medicion

Edad Tiempo que ha vivid | Tiempo que ha vivido el Afos y meses Cuantitativa
0 una persona o cier | paciente, representado en cumplidos Continua
tos animales o afios y meses
vegetales
[MeSH Term]

Sexo Condicién organica, Condicién organica (hombre | Hombre=1 Cualitativa
masculina o o mujer) de los pacientes Mujer= 2 Nominal
femenina, de los Dicotémica
animales y las
plantas
[MeSH Term]

Peso Fuerza de gravita- Valora la masa del Medido en kilogramos Cuantitativa
cion universal que ej | organismo y es el resultado Continua
erce un cuerpo cele | de los cambios producidos De razon
ste sobre una masa. | en sus diversos

componentes: la masa
(Montesinos-Correa, | magra o muscular, la masa
2014) grasa o adiposa, la masa
esquelética, la masa visceral
y el agua corporal total.

Talla Representa la suma | Evalla la estatura del nifio Medido en metros Cuantitativa
de longitud de los en relacion con la estatura Continua
segmentos y esperada para nifios de la De razoén
subsegmentos misma edad, expresa las
corporales, puede consecuencias de una
utilizarse como desnutricion crénica con
punto de referencia alteracion en el crecimiento
al analizar la lineal o la existencia de una
proporcionalidad del | enfermedad a estudiar
cuerpo.

(Montesinos-Correa,
2014)

indice de masa Muestra la masa en (IMC) se determina Kilogramositalla (m)? Cuantitativa

corporal funcion de la dividiendo el peso en Continua
estaturay es una kilogramos de la persona De razoén
herramienta de por su talla en metros al
tamizado usada cuadrado:
para identificar
diferentes grados de
nutricién. 9 IMC = peso (kg)/[talla (M)]* | pgrcentiles Cualitativa

Bajo peso, <5 Ordinal
(Montesinos-Correa, Eutréficos, 5-85
2014) Sobrepeso, 85-<95

Obesidad >95

Asma Trastorno bronquial Respuesta positiva a una o 1=Si Cualitativa
con tres mas de las siguientes 2=No Nominal
componentes preguntas: Dicotémica
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distintos:
hipersensibilidad de
las vias
respiratorias,
inflamacién de la via
respiratoria y
obstruccién
intermitente de via
aérea. Se
caracteriza por la
contraccion
espasmadica del
musculo liso de la
via aérea,
sibilancias y disnea.
[MeSH Term]

-Sibilancias alguna vez
(WHEZEV)

-Sibilancias en los dltimos
12 meses (WHEZ12)
--Dificultad para hablar por
tos y sibilancias
(SPEECH12)

-Tos y sibilancias con el
ejercicio (EXWHEZ12)

Nota: estas variables solo
se utilizaran para la tabla
descriptiva, con el
proposito de evitar
colinealidad.

Rinitis alérgica Se produce al Respuesta positiva a una o 1=Si Cualitativa
mismo tiempo cada mas de las siguientes 2=No Nominal
afo. Se caracteriza preguntas: Dicotémica
por una conjuntivitis
aguda con lagrimeo -Estornudos, rinorrea,

y prurito nasal y se obstruccién nasal alguna

considera vez (PNOSEEV)

influenciada por -Estornudos, rinorrea,

alérgenos obstruccién nasal en los

ambientales. ultimos 12

[MeSH Term] meses (PNOSE12)
-Ardor de ojo y lagrimeo con
molestias nasales en los
Ultimos 12 meses (EYES12)
Nota: estas variables solo
se utilizaran para la tabla
descriptiva, con el
proposito de evitar
colinealidad.

Dermatitis atépica Enfermedad Respuesta positiva a una o 1=Si Cualitativa
inflamatoria crénica mas de las siguientes 2=No Nominal
determinada preguntas: Dicotéomica

genéticamente de la
piel marcada por
una mayor
capacidad para
formar IgE, con
mayor
susceptibilidad a la
rinitis alérgica y
asma, y la
disposicion
hereditaria a un
umbral mas bajo de
prurito.

[MeSH Term]

-Exantema pruriginoso
recurrente por 6 meses
alguna vez (RASHEV)
-Exantema pruriginoso
recurrente en los ultimos 12
meses (RASH12)
-Exantema pruriginoso en
pliegues en los brazos,
detras de las rodillas,
enfrente de los tobillos,
entre los gluteos o alrededor
del cuello, orejas u ojos?
(SITEEV)

Nota: estas variables solo
se utilizaran para la tabla
descriptiva, con el
proposito de evitar
colinealidad.
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Edad gestacional

Duracién del
embarazo calculada
desde el primer dia
de la ultima
menstruacién
normal hasta el
nacimiento o hasta
el evento
gestacional en
estudio. La edad
gestacional se
expresa en
semanas y dias
completos.

Recién nacido
prematuro:
Producto de la
concepcion de 28
semanas a 37
semanas de
gestacion, que
equivale a un
producto de 1,000
gramos a menos de
2,500 gramos

Recién nacido a
término: Producto
de la concepcion de
37 semanas a 41
semanas de
gestacion,
equivalente a un
producto de 2,500
gramos 0 mas

Recién nacido
postérmino:
Producto de la
concepcion de 42
semanas o mas de
gestacion

NOM-007-SSA2-
1993

Respuesta positiva a una
siguientes opciones:

¢ En qué semana del
embarazo naci6 su hijo?

Nudmero de semanas de
gestacion

1= Recién nacido
prematuro

2= Recién nacido de
término

3=Recién nacido
postérmino

Cuantitativa
Continua
De razon

Cualitativa
Ordinal

Lactancia materna

La alimentacion del
nifio con leche de la
madre.

NOM-007-SSA2-
1993

Respuesta positiva a una
siguientes opciones:

¢,Su hijo recibio lactancia
maternal en algun
momento? (BRSTFED)

¢Durante cuantos meses?
(NBRSFED)

1=Menos de 6 meses
2=6 meses 0 mas

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
Ordinal

Peso al nacimiento

Es la primera
medida del peso del
feto o del recién
nacido hecha
después del
nacimiento

Recién nacido con
bajo peso: Producto
de la concepcién
con peso corporal al
nacimiento menor

Respuesta positiva a una
siguientes opciones:

¢, Cuanto peso su hijo al
nacimiento?
(BWEIGHT)

Peso en kilogramos (kg)

1=Peso bajo (<2.500 kg)
2=Peso esperado para
la edad gestacional

Cuantitativa
Continua
De razon

Cualitativa
Nominal
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de 2,500 gramos,
independientemente
de su edad
gestacional

NOM-007-SSA2-
1993

Via de nacimiento Nacimiento: Respuesta positiva a una 1=Parto Cualitativa
Expulsién completa | siguientes opciones: Nominal
o) extrgcmon del 2=Cesarea
organismo materno
del producto de El nacimiento fue por:
la concepcién.

Término empleado () Parto
tanto para nacidos
vivos o defunciones | () Cesarea
fetales.

Parto: conjunto de
fenéomenos activos y
pasivos que
permiten la
expulsién del feto de
22 semanas o mas
por via vaginal,
incluyendo la
placenta y sus
anexos.

Cesarea:
intervencion
quirargica que tiene
por objeto, extraer el
feto, vivo o muerto,
de 22 semanas
cumplidas o mas,
asi como la placenta
y Sus anexos, a
través de una
incision en la pared
abdominal y uterina.
NOM-007-SSA2-
2016

Atopia familiar Atopia es la Respuesta positiva a una 1=Si Cualitativa
tendencia personal siguientes opciones: Nominal
y/o familiar, 2=No
generalmente en la
nifiez o ¢La madre del nifio
adolescencia, a tuvo/tiene alguna de las
sensibilizarse y siguientes enfermedades?
producir anticuerpos
IgE en respuesta a Asma (MOMASTH)
alergenos comunes, Rinitis alérgica (MOMFEV)
generalmente Dermatitis at(')pica
proteinas. (MOMECZE)

(Johansson et al., ¢El padre del nifio tuvo/tiene
2004) alguna de las siguientes
enfermedades?
Asma (FATHASTH)
Rinitis alérgica (FATHFEV)
Dermatitis atépica
(FATHECZE)

Convivencia con Persona o animal Respuesta positiva a una 1=Si Cualitativa

hermanos o que tiene en comun | siguientes opciones: Nominal

hermanas con otra el mismo 2=No

padre y la misma
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madre, o solo
uno de ellos.

Real Academia
Espafiola, 2020

¢, Su hijo tiene hermanos
mayores?

¢, Su hijo tiene hermanos
menores?

Convivencia con
animales

Animal de compafiia

Real Academia
Espafiola, 2020

Respuesta positiva a una
siguientes opciones:

Actualmente,

¢, Cual de las siguientes
mascotas tuvo o tiene
dentro de la casa donde
habita su hijo?

Perro (DOGPRESENT)
Gato (CATPRESENT)
Otros animales con
abundante pelo
(FURRYPRESENT)
Pajaros (BIRDPRES)
Otros (OTHERS)

Durante el primer afio de
vida de su hijo,

¢,Cual de las siguientes
mascotas tuvo dentro de la
casa?

Perro (DOGYNG)
Gato (CATYNG)
Otros animales con
abundante pelo
(FURRYYNG)
Pajaros (BIRDYNG)
Otros (OTHERYNG)

Actualmente, ¢ su hijo tuvo o
tiene contacto por lo menos
un dia de semana y fuera de
casa con alguno de los
siguientes animales?

Perro (OUTDOGPRESENT)
Gato (OUTCATPRESENT)
Animales de granja
(ANYPRESENT)

Otros
(OUTOTHERPRESENT)

Durante el primer afio de
vida, ¢,su hijo tuvo o tiene
contacto por lo menos un
dia de semana y fuera de
casa con alguno de los
siguientes animales?

Perro (OUTDOGYNG)
Gato (OUTCATYNG)
Animales de granja
(ANYYNG)

Otros (OUTOTHERYNG)

1=

2=

Si

No

Cualitativa
Nominal
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Consumo de tabaco | Se denominan Respuesta positiva a una 1=Si Cualitativa
por miembros de la productos del siguientes opciones: Nominal
familia tabaco los que estan 2=No

hechos total o

parcia|mente con (,La madre del nifio fuma o

tabaco, sean para fumo?

fumar, chupar,

masticar o esnifar. Actualmente (MOMFUM)

Todos contienen Durante el primer afio de

nicotina, un vida de su hijo

ingrediente (MOMFUMYNG)

psicoactivo muy Durante el embarazo

adictivo (MOMFUMPREG)

(https://iwww.who.int/ | Actualmente, ¢Alguien fuma

topics/tobacco/es/) dentro de la casa donde vive

su hijo? (FUMCASA)

Consumo de Medicamento: Toda Respuesta positiva a una 1=Si Cualitativa
medicamentos por preparacion o siguientes opciones: Nominal
presencia de producto 2=No
sintomas de alergia farmacéutico En los ultimos 12 meses,

empleado para la ¢, Su hijo ha utilizado algun

prevencion, medicamento (spray nasal,

diagnéstico y/o
tratamiento de una
enfermedad o
estado patoldgico, o
para modificar
sistemas fisioldgicos
en beneficio de la
persona a quien se
le administra”

(OMS en las
Américas,
https://www.paho.or
glarg/)

pastillas, otros) para ayudar
en caso de estornudos
frecuentes, escurrimiento
nasal, nariz tapara o rinitis
alérgica? (MEDPILLFEVER)

En los ultimos 12 meses,

¢ Su hijo ha utilizado algun
medicamento, cremas,
unglentos, pastillas u otros
para ayudar en caso de
erupcion en la piel con
comezon que aparece y
desaparece o dermatitis
atépica? (MEDPILLECZE)

Antihistaminicos orales o
tépicos (H1,H2)

Esteroides tépicos
Antibioticos tépicos
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Disefo de investigacion:

o

Obtencion de los grupos de comparacion:
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¢ Analisis estadistico
~ Captura y calidad de la informacion:

Una vez contestados los cuestionarios, no fueron modificados bajo ninguna circunstancia. Los datos
fueron ingresados a la computadora exactamente como se registraron en el cuestionario completo.
No se podra hacer cambios a los cuestionarios por razén explicita y documentada. La captura de
datos se realiz6 en el programa Microsoft Excel 2016 v16.0.6568.2036 (Microsoft Corporation) y el
analisis estadistico en el sofware SPSS package V25 (SPSS Inc. IBM Company).

Se realizé un analisis exploratorio para identificar datos faltantes o aberrantes. Para cada paciente
se calculé la variable IMC (indice de masa corporal) y se calculé su percentil, tomando como puntos
de referencia lo establecido por los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC).
Se realizé la captura total de 21 pacientes, de los cuales se tiene los datos completos de las
preguntas del cuestionario, niveles séricos de IgE total y especifica y la abundancia relativa la
microbiota intestinal, por lo fueron incluidos dichos pacientes al analisis.

~ Analisis descriptivo

Inicialmente, se analizé la distribucién de las variables usando métodos mentales (curva simétrica,
asintética, media y mediana iguales) y prueba de Shapiro-Wilk, considerando como normal la
significancia de la prueba mayor de 0.05.

Las variables cuantitativas fueron representadas con mediana como medida de tendencia central y
rango intercuartilar (25%-75%) como medida de dispersion. Para las variables categéricas se
obtuvieron frecuencias y porcentajes.

Ambos grupos fueron comparados de acuerdo a la maniobra principal (alérgicos y controles) de
acuerdo a sus caracteristicas basales (sociodemograficas, antropométricas, bioquimicas y clinicas),
con el propdsito de demostrar su homogeneidad, a través de la pruebas no paramétricas U de Mann-
Whitney, prueba de x? de Pearson y prueba exacta de Fisher. Las variables correspondientes a la
presencia de sintomas de asma, rinitis alérgica y dermatitis atdpica asi como los niveles de IgE total
y especifico se describieron unicamente en este apartado, con el propdsito de evitar colinealidad al
ser parte de la definicién de la maniobra.

~ Analisis bivariado

Se evalué el efecto de las covariables en presencia y ausencia de alergia con el propdsito de
demostrar que ninguna de ellas modifica el efecto. Para dicho analisis se utilizaron las pruebas no
paramétricas U de Mann-Whitney (para las variables cuantitativas como edad, peso, talla, indice de
masa corporal, IgE total, IgE especifica por alérgeno y peso al nacimiento), prueba de x? de Pearson
y prueba exacta de Fisher (para variables categdricas como el antecedente de lactancia materna y
atopia familiar, por mencionar algunas). Para todas las variables, el valor de p considerado como
significativo fue <0.05.

Posteriormente, se analizé la relacion entre la presencia de alergia y el consumo de medicamentos
en los ultimos 12 meses, considerada como maniobra periférica, con el proposito de conocer si

identificar su efecto sobre la maniobra.

Con el propdsito de identificar las diferencias es la composicidn de la microbiota intestinal de acuerdo
a su abundancia relativa, se obtuvieron la mediana y rango intercuartilar (25%-75%) de los datos
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crudos por phyla, familia y género y se comparar por grupo de estudio (alérgicos vs controles). Dicho
analisis se realiz6 con la prueba U de Mann-Whitney, considerando como significativas aquellas con
valor de p<0.05. Adicionalmente, debido a que para escenarios de analisis gendmico de large-scale
multiple testing se realizan miles de test de forma simultanea, el resultado de estos métodos es
demasiado conservativo e impide que se detecten diferencias reales. Debido a lo anterior, se
realizé el analisis de false discovery rate, con el propésito de conocer la probabilidad de que una
hipotesis nula sea cierta habiendo sido rechazada por el test estadistico. (Martinez Camblor, 2012)

~ Analisis de correlacion bivariada

Se realiz6 una correlacion de Spearman con el proposito de examinar la direccion y magnitud de la
asociacion entre la abundancia relativa de las bacterias (estadisticamente significativas y/o con valor
tedrico) y las maniobras periféricas con mayor valor tedrico para el desenlace como edad, indice de
masa corporal, duracion de la lactancia materna (semanas) y peso al nacimiento (kg). Se considerd
una asociacion débil cuando el coeficiente de correlacion (r) obtuvo un valor <0.30; una asociacion
moderada con valor de (r) >0.30 y <0.70 y una asociacion fuerte con valor de (r) >0.70. El valor de p
considerado como significativo fue <0.05 y se obtuvieron intervalos de confianza al 95%.

Finalmente, como parte del objetivo secundario, se calculé a través de la correlacion de Spearman,
la asociacion entre la abundancia relativa de las bacterias (estadisticamente significativas y/o con
valor tedrico) y los niveles séricos de IgE total en pacientes alérgicos.

~ Calculo post hoc del estudio

Para el calcul6 el poder del estudio (1-f), se selecciond la bacteria con una diferencia significativa
entre los grupos, un valor de «=0.05, una n total del 21 escolares (12 alérgicos y 9 controles), a dos
colas y con datos de libre distribucién con el programa G*Power 3.1

¢ Resultados
~ Caracteristicas basales de la muestra

Se analizaron los datos de un total de 21 pacientes, de los cuales 12 conformaron el grupo de
alérgicos (57.1%) y 9 el grupo control (Tabla 1). La mediana de edad para la muestra total fue de 8.2
afios, con un rango intercuartilar (RI) de 7.7-8.8 afos. La mediana de peso y talla fue de 27.5 kg y
1.28 metros, respectivamente. Respecto al estado nutricional, el 66.7% de los pacientes fueron
eutréficos (percentil 5-85), 14.3% presentaron sobrepeso y 14.3% obesidad.

Los escolares alérgicos reportaron una mediana de edad de 8.1 afos (Rl 7.8-9.1), similar al grupo
control con 8.2 afos (Rl 7.7-8.4) (p>0.749). Mas del 55% de los pacientes en ambos grupos fueron
mujeres. La mediana del peso, talla e indice de masa corporal fue similar entre los grupos, donde el
25% de los pacientes alérgicos presentaron sobrepeso y el 8.3% obesidad (p=0.594).

Respecto a la presencia de sintomas de asma, el 25% de los escolares diagnosticados con alergia
reportaron sibilancias en los ultimos 12 meses, 33.3% sibilancias alguna vez y el 16% tos con el
ejercicio, sin diferencias significativas entre los grupos.

Por otro lado, el 75.0% de los alérgicos reportaron estornudos, rinorrea, obstruccion nasal alguna
vez y en los Ultimos 12 meses. Dichos sintomas se acompafiaron de lagrimeo o ardor en ojos en el
41.7% de los escolares y 50% report6 prurito nasal; contrario al grupo control, en el cual menos del
25% presentd sintomas (p<0.03).
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De forma similar, el 75% de los escolares alérgicos refirieron exantema pruriginoso recurrente alguna
vez, con localizacion en pliegues de los brazos, detras de las rodillas, enfrente de los tobillos, entre
los gluteos o en caray el 58.3% lo refiri6 en los ultimos 12 meses; mientras que el 22.2% de escolares
del grupo control presenté dichos sintomas alguna vez (p<0.05).

Respecto a los niveles de IgE total, el grupo de alérgicos reporté una mediana de 368 1U/ml, con un
RI de 236.75-956.5 IU/ml, por encima de lo observado en el grupo control (24.50 1U/ml, RI de 9.05-
47.10 IU/ml) siendo estadisticamente significativa esta diferencia (p=0.000). Los niveles séricos de
IgE especifica para Dermatophagoides farina, epitelio de gato, Dermatophagoides pteronyssinus,
Flexinus excelsior y Phleum pratense no reportaron diferencias significativas entre los grupos.

En cuanto a los antecedentes posnatales, el 91.7% de los pacientes alérgicos nacio por via cesarea,
de los cuales, 25% fueron prematuros, 16.7% nacieron con bajo peso (<2.500 kg) y 41.7% fueron
lactados con una duraciéon menor 6 meses; contrario al grupo control, donde el 77.8% reportd una
duracién de lactancia materna mayor de 6 meses (p>0.642)

Por otro lado, el 47.6% de los pacientes alérgicos reportaron la presencia de alergia en alguno de
los padres. El 25% de los pacientes tenian antecedente de rinitis alérgica por parte de la madre,
8.3% el antecedente de asma y 8.3% el antecedente de dermatitis atdpica. En el grupo control, el
22.2% de los escolares reportaron rinitis alérgica y 11.1% de dermatitis atépica en la madre, sin
diferencias estadisticamente significativas.

En referencia a los factores ambientales, la convivencia con animales en los ultimos 12 meses fue
mayor en el grupo control, donde el 77.8% convivié con perro y el 11.1% convivio con gato. Contrario
a lo anterior, el 33.3% del grupo de escolares alérgicos convivié con perro, el 8.3% con gato y el
8.3% con animales de granja durante el primer afo de vida (p>0.05).

En cuanto a la exposicidon al humo de tabaco, el 16.7% de los pacientes alérgicos reportaron
tabaquismo materno en los ultimos 12 meses y el 8.3% durante el primer afio de vida, contrario al
grupo control, donde el 22% reporté tabaquismo materno en los ultimos 12 meses Unicamente
(p>0.05).

Al evaluar el consumo de medicamentos en los ultimos 12 meses, el 50% de los pacientes alérgicos
utilizaron antihistaminicos (familia H1 y H2) por via oral o tdpica, el 16.7% esteroides tdpicos y el
8.3% antibidticos topicos. Por otro lado, el 22.2% grupo control utilizé antihistaminicos y/o esteroides
tépicos. A pesar de lo anterior, no hubo diferencia significativa entre los grupos o efecto sobre la
maniobra principal (p>0.05). (Tabla 2)

~ Diferencias en la composicion de la microbiota intestinal por grupo

Se obtuvieron las cantidades de abundancia relativa (datos crudos) de 17 phylas, 88 familias y 206
géneros los cuales fueron comparadas ente los grupos alérgicos y controles. (Tabla 3)

No se obtuvieron diferencias significativas entre grupos a nivel de phyla (p>0.05). Sin embargo, a
nivel de familia, hubo diferencias significativas en Paraprevotellaceae (p=0.047), Planococcaceae
(p=0.043), Staphylococcaceae (p=0.032), Turicibacteraceae (p=0.033), Peptostreptococcaceae
(p=0.028) y Burkholderiaceae (p=0.003). De forma similar, a nivel de género se reportaron
diferencias en la abundancia elativa de Staphylococcus (p=0.032), Turicibacter (p=0.033),
Clostridium (p=0.047), Coprococcus (p=0.011), Sporobacterium (WAL_1855D) (p=0.042),
Coprobacillus (p=0.017), Burkholderiaceae (p=0.003), Lautropia (p=0.008) y Sneathia (p=0.003),
siendo todas ellas mas abundantes en el grupo de alérgicos. Cabe mencionar que después del
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analisis de FDR, la familia Burkholderiaceae y el género Sneathia fueron estadisticamente
significativas.

Los géneros Akkermansia, Faecalibacterium y Bifidobacterium tuvieron una diferencia minima entre
los grupos de (0.00398194), (0.00052438) y (-0.0059236) con una p>0.05.

De acuerdo al analisis de correlacion de Spearman en el grupo de alérgicos, la familia
Staphylococcaceae y el género Staphylococcus mostraron una asociacion negativa moderada con
el tiempo de duracién de la lactancia materna medido en semanas (p=0.025). Por otro lado, el género
Ruminococcus mostré una asociacion negativa moderada con la edad (p=0.042) y una asociacion
negativa fuerte con el indice de masa corporal (p=0.001).

En el grupo control, el género Akkermansia reportd una asociacion negativa fuerte con el indice de
masa corporal (p=0.020) y Faecalibacterium mostré una tendencia negativa moderada con el peso
al nacimiento con una p>0.05. (Tabla 4)

En cuanto a la correlacion de la abundancia relativa bacteriana y los niveles de IgE séricos ninguna
bacteria mostré6 una asociacién significativa; sin embargo, Planococcaceae y Faecalibacterium
mostraron una tendencia positiva moderada (Tabla 5).

~ Calculo post hoc del estudio

Se calculo post hoc del estudio con base a la diferencia encontrada el género Coprococcus entre
los grupos (p=0.011), un valor de a=0.05, una n total del 21 escolares (12 alérgicos y 9 controles),
a dos colas y con datos de libre distribucion con el programa G*Power 3.1.

Se obtuvo un tamario del efecto de 1.164705 y poder (1-) de 0.6852382.

Opti ons: A.R E. nethod

Anal ysi s: Post hoc: Conpute achi eved power

I nput : Tail (s) = Two
Parent distribution = Nor mal
Ef fect size d = 1.164705
o err prob = 0.05
Sanpl e size group 1 = 12
Sanpl e size group 2 = 9

Qut put : Noncentral ity parameter & = 2.5810942
Critical t = 2.1004757
Df = 18. 0535228
Power (1-B err prob) = 0. 6851382
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e Discusion

En este estudio transversal anidado a una cohorte se investigo las diferencias en la composicion de
la microbiota intestinal entre pacientes escolares alérgicos y no alérgicos del area norte de Ciudad
de México, participantes de la cohorte “Global Asthma Network Fase II” del Hospital Infantil de México
Federico Gémez.

Se observd que el grupo de alérgicos presentdé mayor abundancia relativa en las familias
Planococcaceae, Staphylococcaceae, Peptostreptococcaceae, Burkholderiaceae, los cuales se han
relacionado con factores que predisponen al desarrollo de enfermedades metabdlicas (como
obesidad) y enfermedades alérgicas, las cuales abordaremos a continuacioén.

Como se describié anteriormente, la edad gestacional, el tipo de nacimiento, el antecedente de
lactancia materna y la duracién de la misma, son factores que impactan el desarrollo de la microbiota
intestinal y su composicion durante la infancia.

De acuerdo a nuestros resultados, se observd una abundancia relativa mayor del género Sneathia
en el grupo de alérgicos (en su mayoria nacidos por cesarea) en comparacion del grupo control. Lo
anterior no concuerda con lo reportado por Dominguez y colaboradores, quieres reportaron el género
Sneathia en piel y el tracto gastrointestinal de infantes nacidos por via vaginal, al igual que por
especies de Lactobacillus, los cuales son miembros representativos de la microbiota vaginal. Si bien,
también se ha relacionado este género con el antecedente de procesos inflamatorios como
corioamniotis, preeclapsia y vaginosis durante el término del embarazo, dichas patologias no fueron
analizadas en el presente estudio, lo cual pudiera explicar este hallazgo.

Por otro lado, los infantes nacidos por cesarea exhiben una composicién bacteriana intestinal distinta,
la cual estda dominado por las especies Staphylococcus y Streptococcus, la cual coincide con la
microbiota de la piel materna. (Dominguez-Bello et al., 2010) Staphylococcus y Streptococcus, al
igual que otros anaerobios facultativos, también son los mayores colonizadores de la leche humana,
con alto predominio en la microbiota oral e intestinal de infantes que han sido lactados. (Biagi et al.,
2017) Si bien, pocos estudios de cohorte han reportado alguna asociacién entre la duracion de la
lactancia materna y composicion de la microbiota intestinal en escolares, de acuerdo con nuestros
resultados, se obtuvo una asociacion negativa entre la duraciéon de la lactancia materna (en
semanas) con la abundancia relativa de la familia Staphylococcaceae y el género Staphylococcus
en el grupo de pacientes alérgicos, lo que podria sugerir que la duracion de la lactancia materna
también tiene efecto en la composicion bacteriana intestinal y a su vez, con la interaccion de dichas
bacterias con la maduracion del sistema inmunoloégico. (Milani et al., 2017)

De forma interesante y en relaciéon con los antecedentes prenatales, se ha reportado el género
Sporobacterium en muestras de placenta en embarazos pretérmino (definido como el nacimeinto
antes de las 37 semanas de gestacion) en comparacion a las muestras en embarazos de término.
(Leon et al., 2018) En el presente estudio, en el grupo de alérgicos una cuarta parte de los pacientes
tuvo antecedente de nacimiento prematuro y presentd mayor abundancia relativa de Sporobacterium
en comparacion del grupo control. Cabe sefalar que el estudio de Leon et al. no report6 si la
abundancia de este género se encontré6 presente a pesar de factores como infecciones o
comorbilidades maternas, lo cual pudiera tener un efecto sobre la microbiota intestinal a largo plazo
del infante y predisponer a una enfermedad respiratoria crénica como asma por falta de maduracion
pulmonar. Ademas, la relacion de este géneroy la IL-22 se encuentra aun en estudio, ya que pudiera
estar relacionada con la expresion de genes involucrados con el mantenimiento intacto del epitelio
intestinal y el proceso de intercambio hidrico a nivel epitelial. (Keely et al., 2012)
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Si bien, la respuesta inmunolodgica Th2 se ha documentado en la fisiopatologia de las enfermedades
alérgicas, recientemente se ha reportado la coexpresion de las células Th17/TH2 o la sobreexpresion
de las células TH17, las cuales son capaces de estimular una respuesta proinflamatoria que puede
manifestarse como sintomas de alergia. (Cosmi et al., 2014)

Esta respuesta dual de las células Th17/TH2 se ha relacionado con la familia Planococcaceae, la
cual es una familia de gram positivos del orden Bacillales y que en su mayoria son aerobios estrictos.
Estudios han relacionado a esta familia con enfermedades inflamatorias cronicas. Por ejemplo,
sujetos con diabetes mellitus tipo 2, presentan baja abundancia relativa de esta familia en
comparacion de sujetos con niveles de glucosa séricos normales. (Y. Wang et al., 2017) Por otro
lado, Wu y colaboradores, reportaron dicha familia en pacientes con apnea severa obstructiva de
suefo y rinitis. Observaron que la mucosa nasal de dichos pacientes presentaban alta cantidad de
eosindéfilos e IL-8 y se correlacioné con una elevada la abundancia relativa de Staphylococcus,
Lactococcus y Planococcaceae en la microbiota nasal. (B. G. Wu et al., 2019) Cabe mencionar que
la IL-8 y el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) tienen una
participacion importante en la fisiopatologia de rinitis alérgica, ya que al ser estimulados por la IL-33,
se induce la liberacién de histamina mediada por IgE, la cual puede ser inmediata (5-30 minutos) o
tardia (6-24 horas), con la migracion de eosindfilos mediada por citocinas Th2, resultando en dafno
tisular y remodelacion. (Ding et al., 2018) (Reh et al., 2010) (Kamekura et al., 2012) De acuerdo a
nuestros resultados, el grupo de alérgicos reportdé mayor abundancia relativa de la familia
Planococcaceae, donde mas de la mitad de los pacientes refirié sintomas nasales y oculares en el
ultimo afio y fueron diagnosticados clinicamente con rinitis alérgica. Ademas, dicha familia tuvo una
tendencia directa moderada con los niveles de IgE total sérico, lo que sugiere que esta familia pudiera
asociarse con la respuesta proinflamatoria a nivel local y sistémico de tipo Th2.

Otra familia que se ha reportado en presencia de enfermedades alérgicas es la familia
Burkholderiaceae, el cual pertenece al phylum Proteobacteria. Huang et al., en el 2015 reportd en
muestras de microbiota bronquial de pacientes adultos con asma grave, un incremento en la
abundancia relativa de las familias Pasteurellaceae, Enterobacteriaceae, Neisseriaceae,
Burkholderiaceae y Pseudomonadaceae, las cuales se correlacionaron positivamente con la
severidad de sus sintomas de acuerdo al score ACQ (p<0.05). Dicho score permite medir el control
de la enfermedad a través de 7 items que hacen referencia a los sintomas y uso de broncodilatador
de rescate. (Juniper et al.,, 2006) De forma interesante, las familias antes mencionadas, se han
asociado con genes relacionados con la respuesta Th17 (CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8, CSF3),
el cual es un fenotipo especifico de asma. (Huang et al., 2015) En relaciéon con nuestra investigacion,
la familia Burkholderiaceae reportd mayor abundancia relativa en el grupo de pacientes alérgicos,
donde una cuarta parte refiri6 sibilancias en el ultimo afio y menos del 20% tos con sibilancias durante
el ejercicio. Lo anterior, nos permite contemplar la posibilidad de que esta familia no se encuentre
elevada solo en pacientes con asma, también en otras enfermedades alérgicas (como rinitis alérgica
y dermatitis atdpica) que estén mediadas por la respuesta inmunoldgica TH2 o TH17.

En relacién a la regulacion de la respuesta Th17 y Th2, se ha reportado que la administracion oral
de &cidos grasos de cadena corta y de bacterias productoras de butirato, especialmente
Faecalibacterium prausnitzzi o géneros del orden Clostridiales, incrementan la diferenciacion de las
células T a reguladoras hacia un estado no inflamatorio. (Tanaka et al., 2016) (Atarashi et al., 2013)
(Qiu et al., 2013) De acuerdo a lo observado en nuestra investigacion y con sustento en lo anterior,
el grupo control presentd mayor abundancia relativa del género Coprococcus, Clostridium vy
Ruminococcus (los cuales pertenecen al grupo de Clostridiales) en comparacion del grupo alérgico,
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donde solo un tercio de los pacientes reportaron sibilancias alguna vez, sin embargo, no fueron
diagnosticados con alergia.

Existe controversia respecto al efecto antiinflamatorio de Ruminococcus, ya que algunos estudios en
humanos, han reportado elevada abundancia de especies de Ruminococcus (como Ruminococcus
bromii and Ruminococcus obeum) en sujetos obesos y se han correlacionado positivamente con el
IMC. (Kasai et al., 2015) Sin embargo, otras bacterias de la familia Ruminococcaceae como Dialister,
Methanobrevibacter, and Oscillospira, se han asociado con un indice de masa corporal bajo.
(Goodrich et al., 2014) (Jumpertz et al., 2011) De acuerdo a nuestros datos, el género Ruminococcus
se asocio de forma negativa con el indice de masa corporal del grupo de alérgicos, donde la mayoria
se encontraron en el percentil 5-85. Si bien, es verdad que diversos factores pudieran afectar el
efecto antiinflamatorio de esta género como la dieta habitual, la cual no fueron analizada en esta
investigacion, se requiere mas estudios para identificar las especies bacterianas especificas
involucradas en el aumento de peso y los factores que pudieran relacionarse con procesos
inflamatorios cronicos. (Gao et al., 2019)

Por otro lado, Turicibacter es una bacteria Gram positiva, cuya presencia elevada a nivel intestinal
se ha asociado con el aumento de acido butirico y acidos grasos de cadena corta con potencial
efecto probidtico y antiinflamatorio. (Zhong et al., 2015) (Presley et al., 2010) Por lo tanto, este género
se ha correlacionado negativamente con el peso corporal, con el consumo de una dieta elevada en
grasas, y en enfermedades inflamatorias como enfermedad inflamatoria intestinal, se encuentra
disminuida. (Jones-Hall et al., 2015) (Hoeppli et al., 2015) El grupo control de nuestro estudio, reporté
mayor abundancia de este género y en su familia Turicibacteraceae, lo cual va acorde con lo descrito
previamente. Sin embargo, no se observé una asociacion negativa con el indice de masa corporal o
con los niveles séricos de IgE total.

Los géneros Akkermansia y Faecalibacterium, se han relacionado con la prevencion y control de
enfermedades alérgicas y metabdlicas en pacientes tanto pediatricos como adultos, debido a sus
efectos antiinflamatorios.

Similar a lo antes descrito en el género Ruminococcus, Faecalibacterium ha mostrado que su efecto
antiinflamatorio se debe a la secrecién de butirato y acidos grasos de cadena corta. (Lukovac et al.,
2014) Es conocido que el butirato ejerce un efecto importante en la regulacién de la inflamacion
entérica, ya que previene el incremento de la permeabilidad intestinal, inhibe la produccién de IL-8
al bloquear la activacion del factor nuclear NF-KB y estimula la produccion de IL-10; por lo tanto, es
de esperarse que un nivel reducido de butirato contribuya a la inflamacién crénica de bajo grado
como la obesidad (Borgo et al., 2018). Ademas del papel de Faecalibacterium a nivel metabdlico,
también se ha asociado con la presencia de enfermedades alérgicas. Por ejemplo, Demerci y
colaboradores, reportaron una disminucién significativa en la abundancia relativa de
Faecalibacterium prausnitzii y Akkermansia muciniphila en muestras fecales de preescolares con
asma y niveles séricos de IgE muy elevados en comparacion con preescolares sanos (p<0,001). Si
bien, en nuestro estudio se observd una diferencia importante entre grupos en los niveles de IgE
total sérico y se observd una tendencia indirecta moderada entre la IgE y la presencia de
Akkermansia, la cantidad de abundancia relativa fue similar entre los grupos. Es posible que no se
haya observado esta diferencia por el nimero total de pacientes incluidos en este estudio, el cual
fue menor en comparacion del estudio de Demerci et al. (92 asmaticos y 88 controles), a pesar de
que la metodologia de dicho estudio fue similar a la planteada en esta investigacion. (Demirci et al.,
2019)
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Se conoce a través de estudios experimentales, que Akkermansia muciniphila tiene este efecto
antiinflamatorio sistémico a través de sus metabolitos y proteinas de membrana (Amuc_1100), los
cuales tienen efecto sobre los genes que regulan la funcién intestinal, especificamente en las células
epiteliales al degradar mucina a través de enzimas mucoliticas. (Ottman et al., 2017)

También se han demostrado que Akkermansia reduce la ganancia de masa grasa e infiltracion de
macrofagos al tejido adiposo blanco (WAT, por sus siglas en inglés). También mejora la funcion de
la barrera intestinal y metabolismo de la glucosa en ratones obesos. (Everard et al., 2014) Por otro
lado, Caeser y colaboradores, asociaron el enriquecimiento de Akkermansia con una proteccion
parcial contra la adiposidad y la inflamacién en ratones, asi como proteccion contra la obesidad
inducida por la dieta. (Caesar et al., 2015) (Shin et al., 2014)

Lo anterior coincide con nuestros resultados, donde se observd una asociacion inversa entre la
abundancia relativa de Akkermansia y el indice de masa corporal en el grupo control (donde la
mayoria de los pacientes estudiados fueron eutréficos). Si bien, los estudios previamente descritos
han sido en su mayoria exprimentales o han utilizado un método de secuenciacion diferente a la
propuesta en este estudio, lo anterior sugiere que la presencia de este género pudiera relacionarse
con la ausencia de procesos inflamatorios crénicos como la obesidad o alergia y se requieren mas
estudios en humanos.

Otro aspecto importante que se ha estudiado en la ultima década, es el uso de medicamentos, los
cuales han demostrado tener un impacto en la microbiota intestinal. En el 2018, Jackson et al. reporté
asociaciones entre el uso de diferentes medicamentos y la composicion de la microbiota intestinal
de individuos de la cohorte TwinsUK. En dicho estudio reportd que el uso de medicamentos
anticolinérgicos inhalados (como el ipratropio o tiotropio, utilizados para el tratamiento de asma) se
asociaron negativamente con la abundancia de Peptococcaceae, proponiendo que no solo los
medicamentos por via oral pudieran impactar la microbiota intestinal. (Jackson et al., 2018) Por otro
lado, esta familia también se ha relacionado con la exposicion a mascotas en edad temprana, el cual
pareciera tener un efecto protector contra las enfermedades alérgicas. Un estudio piloto de 24
infantes reporté un aumento en la riqueza y diversidad en la microbiota intestinal en presencia de
mascotas a los tres meses de edad con baja representacion de Bifidobacteriaceae y alta cantidad
de Peptostreptococcaceae. (Meghan B Azad et al., 2013) Sin embargo, nuestro estudio reportdé una
elevada abundancia relativa de la familia Peptostreptococcaceae en el grupo de alérgicos, donde 3
de cada 10 escolares reportaron haber convivido con perro o gato durante el primer afio de vida y el
uso de medicamentos antihistaminicos, esteroideos o antibiéticos (orales o tépicos) en el ultimo afio.
Si bien, ninguno de los pacientes tuvo antecedente de utilizar anticolinérgicos, resulta importante
conocer si el efecto de otros medicamentos utilizados para el tratamiento de enfermedades alérgicas
como antihistaminicos, broncodilatadores o antileucotrienos, pudieran causar disbiosis y un estado
inflamatorio.

e Conclusiones

Las enfermedades alérgicas son enfermedades cronicas que con frecuencia, se manifiestan en edad
pediatrica y que han ido incrementando en México desde hace una década. Si bien, se han
identificado multiples factores ambientales que pudieran contribuir con estas enfermedades, aun se
desconoce la totalidad de estos factores. A pesar de que estos son datos preliminares, esta
investigacion nos permitié estudiar e identificar diferencias en la composicion de la microbiota
intestinal entre pacientes alérgicos y no alérgicos, como potenciales contribuyentes al estado
inflamatorio. Estos microorganismos tienen gran una importancia desde el nacimiento hasta la edad
adulta, ya que gracias a su interaccién con el sistema inmune, nos permiten ser tolerantes al
ambiente y adaptarnos al mismo. Estos microorganismos interactian con gran numero de factores
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(desde el tipo de nacimiento hasta el indice de masa corporal), los cuales no pueden ser controlados
en su mayoria y que predisponen la manifestacion de sintomas de alergia. Si bien, los efectos
inmunomodulandores o exacerbadores de la respuesta inflamatoria ain se encuentran en estudio,
consideramos que las asociaciones reportadas en esta investigacion son de gran valor para
identificar y continuar con el estudio de microorganismos que se encuentran relacionados con la
respuesta inmunolégica Th2 y Th17 e identificar el efecto que tienen estos microrganismos en la
gravedad de los sintomas, asi como su relacién con los medicamentos utilizados de forma frecuente
para el manejo médico de estas enfermedades, con el propdsito de comprender la fisiopatologia de
la enfermedad a nivel microbioldgico y su potencial aplicacion a nivel clinico.

e Limitaciones

Una de las principales limitaciones del presente estudio fue el tamafio de muestra obtenido por grupo,
el cual alcanzé un poder (1-) de 68%. Sin embargo, a pesar de que solo se obtuvo la abundancia
relativa de 21 muestras de materia fecal, consideramos que el analisis nos permitié identificar
diferencias y asociaciones relevantes con marcadores clinicos y biolégicos de alergia entre los
grupos estudiados. Si bien, de acuerdo al tamafio de muestra de nuestro estudio era factible realizar
un analisis multivariado (2 eventos por variable), no se cumplieron con los supuestos de normalidad
en las variables de estudio para realizar un analisis de regresion lineal. (Austin & Steyerberg, 2015)
La variable dependiente no pudo ser transformada de forma logaritmica o exponencial (con el
propdsito de obtener una distribucién normal), al presentar valores en cero en la abundancia relativa
de algunos pacientes (tanto en familia como género). Cabe mencionar que el analisis logaritmico y
exponencial bacteriano fueron explorados, sin embargo los datos de abundancia relativa bacteriana
no cumplieron con los criterios de normalidad.

Debido a lo anterior, se espera que al obtener un mayor tamafio de muestra, se pueda realizar una
correccién de pruebas multiples, ya que al realizar multiples comparaciones incrementa la
probabilidad de falsos positivos por hipétesis (false possitive rate, FPR) y, de esta forma identificar
si las correlaciones reportadas en este estudio son correctas.
(https://www.publichealth.columbia.edu/research/population-health-methods/false-discovery-rate)
Finalmente, este estudio tampoco contempld el aspecto nutricional de los pacientes, el cual tiene un
efecto importante en la composicion de la microbiota intestinal y que requiere ser analizado mas
adelante.
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Anexo 1

Tabla 1. Caracteristicas basales del total de participantes y por maniobra.

Muestra total Alérgicos Controles P
(n=21) (n=12) (n=9)

Edad (afios), Me (Rlz25.75) 8.2 (7.7-8.8) 8.1 (7.8-9.1) 8.2 (7.7-8.4) 0.749
Mujer n, (%) 12 (57.1) 7 (58.3) 5 (55.6) 1.00
Peso (kg), Me (Rlz2s.75) 27.5 (24.70-32.15) 28.7 (23.42-32.17) 27.10 (24.85-35.35) 0.972
Talla (metros), Me (Rlzs. 1.28 (1.23-1.33) 1.28 (1.22-1.33) 1.27 (1.23-1.33) 0.887
75)
IMC (kg/m?), Me (Rlzs.75) 16.8 (15.78- 18.87) 17.89 (15.27-19.03) 16.73 (16.05-20.36) 0.594
Percentiles n, (%)
Bajo peso, <5 1(4.8) 1(8.3) 0(0.0) 0.263
Eutroficos, 5-85 14 (66.7) 7 (58.3) 7(77.8)
Sobrepeso, 85-<95 3 (14.3) 3(25.0) 0(0.0)
Obesidad >95 3(14.3) 1(8.3) 2(22.2)
Sintomas de asma n,
(%)
-Sibilancias alguna vez 6 (28.6) 4 (33.3) 2 (22.2) 0.659
-Sibilancias en los 4 (19.0) 3 (25) 1(11.1) 0.713
ultimos 12 meses
-Tos y sibilancias con el
ejercicio 2 (9.5) 2 (16.7) 0 (0.0) 0.486
Sintomas de rinitis
alérgica n, (%)
-Estornudos, rinorrea,
obstruccion nasal 11 (52.4) 9 (75.0) 2(22.2) 0.030 &
alguna vez
-Estornudos, rinorrea,
obstruccion nasal en 11 (52.4) 9 (75.0) 2(22.2) 0.030%*
los ultimos 12 meses
-Ardor de ojo y lagrimeo
con molestias nasales 5(23.8) 5(41.7) 0(0.0) 0.004 @
en los ultimos 12 meses
- Estornudos, rinorrea,
obstruccion nasal y 6 (28.6) 6 (50.0) 0(0.0) 0.0032*
prurito nasal
Sintomas de dermatitis
atopica n, (%)
-Exantema pruriginoso 11 (52.4) 9 (75.0) 2(22.2) 0.030°2*
recurrente por 6 meses
alguna vez
-Exantema pruriginoso 7 (33.3) 7 (58.3) 0 (0.0) 0.003 2
recurrente en los
ultimos 12 meses
-Exantema pruriginoso 9 (42.9) 9 (75.0) 0 (0.0) 0.0022*
en pliegues en los
brazos, detras de las
rodillas, enfrente de los
tobillos, entre los
gluteos o alrededor del
cuello, orejas u ojos?
IgE total (IU/ml), Me 123.0 (29.20-515.00) 368.0 (236.75-956.50) 24.50 (9.05-47.10) <0.001 ®*
(Rlz25.75)
IgEe Epitelio de gato 0.00 (0.00-3.24) 0.05 (0.00-15.97) 0.00 (0.00-0.01) 0.115

(IU/ml), Me (Rl25.75)
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IgEe Dermatophagoides 0.02 (0.00-0.18) 0.10 (0.00-2.98) 0.02 (0.01-0.03) 0.449
farina (IlU/ml), Me (Rl2s.75)
IgEe Dermatophagoides 0.06 (0.04-1.17) 0.75 (0.01-6.99) 0.05 (0.04-0.08) 0.115
pteronyssinus (1U/ml),
Me (Rl2s.75)
IgEe Flexinus excelsior 0.03 (0.00-1.25) 0.01 (0.00-6.23) 0.04 (0.01-0.06) 0.800
(IU/ml), Me (Rl2s.75)
IgE Phleum pratense 0.01 (0.00-0.035) 0.01 (0.00-0.20) 0.01 (0.01-0.02) 0.971
(IU/ml), Me (Rl25.75)
Edad gestacional 39.2 (38.0-40.0) 39.0 (36.50-40.0) 40.0 (38.0-40.0) 0.451
(semanas), Me (Rl2s.75)
Nacimiento prematuro 4 (19.0) 3(25.0) 1(11.1) 0.603
n, (%)
Nacimiento a término 17 (81.0) 9 (75) 8 (88.9)
n, (%)
Peso al nacer (kg) 3.00 (2.59-3.32) 2.70 (2.54-3.20) 3.00 (2.60-3.42) 0.475
n, (%)
Peso bajo al nacimiento 3(14.3) 2(16.7) 1(11.1) 1.00
n, (%)
Nacimiento por cesarea 19 (90.5) 11 (91.7) 8 (99.9) 1.00
n, (%)
Lactancia materna 20 (95.2) 11 (91.7) 9 (100) 1.00
n, (%)
Duracion de la lactancia
materna n, (%)
Menos de 6 meses 7 (33.3) 5(41.7) 2(22.2) 0.642
6 meses o mas 14 (66.7) 7 (58.3) 7(77.8)
Antecedente familiar de
alergia n, (%)
Madre con asma 1(4.8) 1(8.3) 0(0.0) 1.00
Padre con asma 1(4.8) 1(8.3) 0(0.0) 1.00
Madre con rinitis 5(23.8) 3(25.0) 2(22.2) 1.00
alérgica
Padre con rinitis 0 (0.0) 0 (0.0) 0(0.0) 1.00
alérgica
Madre con dermatitis 2(9.5) 1(8.3) 1(11.1) 1.00
atépica
Padre con dermatitis 1(4.8) 1(8.3) 0(0.0) 1.00
atépica
Convivencia con
animales
intradomiciliarios n, (%)
Actualmente:
Perro 16 (76.2) 9 (75.0) 7(77.8) 1.00
Gato 2 (9.5) 1(8.3) 1(11.1) 1.00
Durante el primer afo de
vida:
Perro 5(23.8) 4 (33.3) 1(11.1) 0.338
Gato 1(4.8) 1(8.3) 0 (0.0) 1.00
Convivencia con
animales de granja n,
(%)

1.00
Actualmente 4.8) 1(8.3 0(0.0)
Durante el primer afio de 1(4.8) 1(8.3 0(0.0)

vida

Tabaquismo materno
n, (%)
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Actualmente 4 (19.0) 2 (16.7) 2 (22.2) 0.658
Durante el primer afo de 1(4.8) 1(8.3) 0 (0.0) 0.667
vida de su hijo
Tabaquismo dentro del 5(23.8) 4 (33.3) 1(11.1) 0.338
hogar actualmente n,
(%)
*P<0.05, Prueba de exacta de Fisher 2, Prueba de U Mann-Whitney °
Tabla 2. Relacion entre la presencia de alergia y las maniobras periféricas
Alérgicos Controles P
(n=12) (n=9)
Consumo de medicamentos en los Ultimos
12 meses n, (%)
Antihistaminicos orales o tépicos (H1,H2)
Esteroides tépicos 6 (50.0) 2 (22.2) 0.367
Antibiéticos tépicos 2 (16.7) 2 (22.2) 1.00
1(8.3) 0 (0.0) 1.00
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Tabla 3. Diferencia en la abundancia relativa bacteriana (mediana y Rl ;575) entre los grupos
por phyla, familia y género:

Alérgicos Controles AMe Controles p PFDR
(n=12) (n=9) vs Alérgicos
P: Actinobacteria 0.02212 (0.01323- 0.01336 (0.00727- -0.0087672 0.831 0.867
0.03553) 0.07134)
G: Bifidobacterium 0.01509 (0.00807- 0.00917 (0.00374- -0.0059236 0.831 0.867
0.02554) 0.06524)
P: Bacteroidetes 0.40115 (0.35483- 0.39203 (0.33970- -0.0091198 0.522 | 0.626
0.52885) 0.52885)
F: Paraprevotellaceae 0.00278 (0.00003- 0.0229 (0.00019- 0.020134495 | 0.047* | 0.080
0.00808) 0.03729)
P: Firmicutes 0.00010 (0.00003- 0.00006 (0.00003- -0.000036 0.776 | 0.867
0.00072) 0.00022)
F: Planococcaceae 0.0000048 (0.00000- 0.00002 (0.00001- 0.000017 0.043* | 0.080
0.0001) 0.00003)
F: Staphylococcaceae 0.0000 (0.0000-0.00012) 0.0000 (0.0000- 0 0.032* | 0.079
0.00000)
F: Turicibacteraceae 0.00073 (0.0001-0.0015) | 0.0001 (0.0001-0.0004) -0.0006201 0.033* | 0.079
F: Peptostreptococcaceae 0.00027 (0.00015- 0.00014 (0.00012- -0.0001283 0.028* | 0.079
0.00066) 0.00024)
G: Staphylococcus 0.00000 (0.0000- 0.0000 (0.0000- 0 0.032* | 0.079
0.00012) 0.00000)
G: Turicibacter 0.0007 (0.0001-0.0015) 0.00011 (0.00003- -0.0006201 0.033* | 0.079
0.00046)
G: Clostridium 0.0018 (0.0006—0.0040) | 0.0042 (0.0034-0.0063) 0.00238494 0.047* | 0.080
G: Coprococcus 0.00316 (0.00249- 0.01172 (0.00555- 0.00856203 0.011* | 0.066
0.00849) 0.01786)
G: Faecalibacterium 0.04238 (0.02465- 0.04290 (0.02196- 0.00052438 0.943 | 0.943
0.06470) 0.07093)
G: Ruminococcus 0.02177 (0.01184- 0.04303 (0.03226- 0.02126009 0.394 | 0.525
0.05066) 0.05155)
G: Sporobacterium 0.000013 (0.000000- 0.0000 (0.0000- -0.000013 0.042* | 0.080
(WAL_1855D) 0.000093) 0.00000)
G: Coprobacillus 0.00000 (0.00000- 0.000080 (0.000004- 0.000080 0.017* | 0.079
0.00002) 0.000353)
P: Proteobacteria 0.02525 (0.01316- 0.00995 (0.00628- -0.0152998 0.118 | 0.188
0.00072) 0.03390)
F: Burkholderiaceae 0.00001 (0.00000- 0.0000 (0.0000- 0 0.003* | 0.036**
0.00001) 0.00000)
G: Lautropia 0.000009 (0.000000- 0.0000 (0.0000- 0.0000097 0.008* | 0.064
0.000014) 0.00000)
P: Verrucomicrobia 0.00039 (0.00003- 0.00437 (0.00004- 0.00398194 0.393 | 0.525
0.00543) 0.01078)
G: Akkermansia 0.00039 (0.00003- 0.00437 (0.00004- 0.00398194 0.393 | 0.525
0.00543) 0.01078)
P: Fusobacteria 0.00010 (0.00003- 0.00006 (0.00003- -0.000036 0.477 | 0.602
0.00072) 0.00022)
G: Sneathia 0.00001 (0.00000- 0.0000 (0.0000- 0.0000107 0.003* | 0.036**
0.00003) 0.00000)

Phylum (P:)/familia (F:)/género (G:),
*p<0.05 Prueba de U Mann-Whitney
**p<0.05 FDR False Discovery Rate
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Tabla 4. Correlaciéon de la abundancia relativa bacteriana con variables independientes

Alérgicos Controles
(n=12) (n=9)
F:Staphy- p G:Staphy p G:Rumino p G: p G: p
lococcaceae lococcus coccus Akkermansia Faecalibacterium
(rho) (rho) (rho) (rho) (rho)
Edad (afos y NS NS NS NS -0.594 0.042* NS NS NS NS
meses) [-0.87- (-
0.03)]
IMC (kg/m?) NS NS NS NS -0.846 0.001* -0.750 [-0.94- | 0.020* NS NS
[-0.96- (- (-0.17)]
0.53)]
Peso al NS NS NS NS NS NS NS NS -0.586 0.097
nacimiento (-0.90- 0.13)
(kg)
Duracion de -0.639 0.025* -0.639 0.025* NS NS NS NS NS NS
lactancia [-0.89- (- [-0.89- (-
materna 0.10)] 0.10)]
(semanas)

*P<0.05 Correlaciéon de Spearman

Tabla 5. Correlaciéon simple de la abundancia relativa bacteriana con los niveles séricos de

IgE total (IU/ml) en pacientes alérgicos.

rho p
F: Paraprevotellaceae 0.133 (-0.048- 0.681
0.66)

F: Planococcaceae 0.511 (-0.09-0.84) 0.089
F: Staphylococcaceae 0.062 (-0.61-0.54) 0.847
F: Turicibacteraceae -0.056 (-0.61-0.54) 0.863
F: -0.168 (-0.53-0.61) 0.602
Peptostreptococcaceae

G: Staphylococcus 0.062 (-0.53-0.61) 0.847
G: Turicibacter -0.056 (-0.61-0.54) 0.863
G: Clostridium -0.042 (-0.60-0.55) 0.897
G: Coprococcus 0.112 (-0.49-0.64) 0.729
G: Faecalibacterium 0.490 (-0.12-0.83) 0.106
G: Ruminococcus -0.056 (-0.61-0.54) 0.863
G: Sporobacterium 0.022 (-0.56-0.59) 0.946
(WAL_1855D)

G: Coprobacillus -0.199 (-0.69-0.42) 0.712
F: Burkholderiaceae 0.267 (-0.36-0.73) 0.402
G: Lautropia 0.261 (-0.37-0.73) 0.412
G: Akkermansia -0.273 (-0.73-0.36) 0.390
G: Sneathia 0.153 (-0.46-0.67) 0.635

*P<0.05 Correlaciéon de Spearman
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Anexo 3. Tabla de alteraciones en la microbiota intestinal por exposicién a antibiéticos:

Antibiético

Alteraciones en la microbiota

Inhibe sintesis de
pared celular

ratones neonatales,d)

spp., Grupo D Streptococcus (ratas,c)
» Bacteroidales,
Ruminobcoccaceae,
Lachnospiraceae, Clostridiales

(ratas, ratones neonatales ,d)

Actividad/espectro | Diversidad Comunidades perdidas Comunidades en
reducida expansion

Amoxicilina Inhibe B | Bifidobacterium Lactobacillus spp., Enterococcus

lactamicos: inhibe | (ciinica.a) spp.,

la sintesis de Enterobacteriaceae  spp.  (ratones

peptidoglicanos neonatales,b)

Amplio expectro
Vancomicina Glucopéptido Generalizada (atasy | Lactobacillus spp., Enterococcus Enterobacteriaceae

(ratas,c)

* Lactobacillaceae,
Verrucomicrobiaceae
(ratones neonatales ,d)

* Paenibacillaceae,

Inhibe la sintesis
peptidica

spp.,Group D Streptococcus (atas, o)

« Tenericutes, Turicibacteria (atones Firmicutes,
neonatales ,d) Anaeroplasmataceae
* Lactobacillus plantarum, (ratas,d)
Faecalibacterium
prausnitzii, Eubacterium hallii,
Clostridium
cluster IV and XlIVa, Escherichia
coli, Haemophilus spp., Serratia
(Clinica, e)
Ciprofloxacino | Quinolona: Inhibe | Generalizada (cinica, | ¢ Clostridiales, Fecaelibacterium
la replicacion de | g SPP. (Clinica, g)
DNA
Cefalosporinas | Inhibe B | Firmicutes (cinica, 1 Actinobacteria (Slackia and
lactamicos: inhibe Bifidobacterium),
la sintesis de Betaproteobacteria, Streptococcus
peptidoglicanos spp., Roseburia, Eubacterium
(Clinica, f)
Estreptomicina | Aminoglucésido: Lactobacillus spp, Enterococcus Enterobacteriaceae

(ratas,c)

a. (Mangin et al., 2010), b. (Schumann et al., 2005), c. (Sekirov et al., 2008), d. (Russell et al., 2012), e. (Vrieze et al., 2013), f. (Pérez-
Cobas et al., 2013), g. (Dethlefsen et al., 2008)
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