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ARTICULO ORIGINAL

Microbiota intestinal y alergia a la proteina de leche de vaca:

revision y perspectivas futuras

Gut microbiota and cow “s milk allergy: review and future concerns
Keller, Marfa Lorena"*

1Area Microbioma Humano, Instituto de Analisis Fares Taie. Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina.
*Contacto: Keller, Maria Lorena. Instituto de Analisis Fares Taie, Rivadavia 3343 (C.P. 7600]), Mar del Plata, Argentina; Ikeller@farestaie.com.ar

Resumen

La microbiota es el conjunto de microorganismos que coloniza el cuerpo humano. La microbiota
intestinal es la mas diversa y abundante, ya que alberga mas de 100 trillones de células
microbianas y 1000 especies diferentes. Entre sus numerosas funciones, la microbiota intestinal
contribuye a la modulacidn de la respuesta inmune y la tolerancia oral a los alimentos. La disbiosis
intestinal (alteraciones o desequilibrios de la microbiota en su composicién y/o funcién) se ha
descrito en numerosos desdrdenes incluyendo enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad
celiaca, obesidad, asma y alergias. La alergia a la proteina de la leche de vaca (APLV] es la alergia
alimentaria mas comun en nifios. Se sabe que la estructura de la microbiota en los primeros 6 meses
de vida es relevante en el desarrollo de alergias, y que la disbiosis podria influenciar tanto la aparicién
como el curso de las mismas. El objetivo de este trabajo fue realizar una revision bibliografica de las
caracteristicas de la microbiotaintestinal en pacientes con APLV, identificar los factores que influyen
en su conformacion en la edad temprana y analizar si ciertas alteraciones en la microbiota podrian
asociarse con el desarrollo de APLV. Se realiz6 una bisqueda bibliografica en PubMed utilizando las
palabras clave indicadas; también se seleccionaron y analizaron estudios clinicos y revisiones de
los dltimos 15 afos. La literatura consultada evidencia que, a pesar de los avances tecnolégicos
en secuenciacién y analisis bioinformatico, ain no se conoce con exactitud qué microorganismos
influyen en el desarrollo de enfermedades alérgicas, e inclusive se han hallado resultados
controvertidos. Esto revela la necesidad de seguir avanzando en el estudio de la microbiota de
poblaciones pediatricas y, mas especificamente, en el conocimiento de las alteraciones que se
presentan en nifnos con APLV.

Palabras clave: microbiota intestinal, disbiosis, alergia alimentaria, alergia a la proteina de leche de vaca.
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The microbiota is the complex community of microorganisms that colonize the human body. The gut
microbiota is the most diverse and abundant, hosting more than 100 trillion microbial cells and 1,000
different species. Among its several functions, the gut microbiota contributes to the modulation of the
immune response and oral tolerance to foods. Gut dysbiosis, which refers to alterations or imbalances
in the composition and/or function of the gut microbiota, has been described in several metabolic and
immune disorders, including inflammatory bowel disease, celiac disease, obesity, asthma, and allergies.
The structure of the microbiota in the first 6 months of life is relevant in the development of allergies, and
gut dysbiosis could influence both their appearance and course. One of the most common food allergies
is cow’s milk allergy (CMA]. This work aims to present a bibliographic overview of the characteristics of
the gut microbiota in patients with CMA, identify the factors that influence its conformation at an early
age, and analyze whether certain alterations in the microbiota could be associated with the development
of CMA. For this purpose, a bibliographic search was performed in PubMed (pubmed.ncbi.nlm.nih.gov),
using the indicated keywords, and clinical studies and reviews from the last 15 years were selected and
analyzed. The bibliography consulted shows that, despite technological advances in sequencing and bio-
informatic analysis, the bacteria involved in the development of allergic diseases are not yet known in
detail, and even controversial results have been found. This shows the need to continue advancing in the
study of the microbiota of pediatric populations, and of the alterations that occur in children with CMA.
Keywords: gut microbiota, dysbiosis, food allergy, cow’s milk allergy.
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Introduccién

La microbiota es una comunidad compleja de microor-
ganismos que coloniza el organismo, principalmente con-
formada por bacterias, pero también por virus, hongos (en
especial levaduras), protozoos y arqueas. Se define como
microbioma todo el habitat en que estos se encuentran,
incluyendo los microorganismos, sus genomas y las condi-
ciones ambientales circundantes (metabolitos, elementos
genéticos maviles, estructuras microbianas, moléculas de
sefalizacion, etc.).12

La microbiota intestinal, especialmente la localizada en
el colon, llega a alcanzar densidades de 10!-10%2 células/
ml.3* Esta compuesta principalmente por dos filos bacteria-
nos, Firmicutes y Bacteroidetes (que suponen el 90 % de la
microbiota intestinal) y, en menor medida, Actinobacteria,
Proteobacteria y Verrucomicrobia.*> El filo Firmicutes in-
cluye un gran ndmero de géneros; algunos de los mas im-
portantes son Lactobacillus, Clostridium y Ruminococcus.
El filo Bacteroidetes incluye bacterias pertenecientes a los
géneros Bacteroides y Prevotella. El principal género perte-
neciente al filo Actinobacteria es Bifidobacterium. Las pro-
teobacterias estan representadas fundamentalmente por
miembros de la familia Enterobacteriaceae, mientras que el
filo Verrucomicrobia tiene un Unico integrante, Akkermansia
muciniphila.

Las bacterias de la microbiota intestinal ejercen nume-
rosas funciones, tales como la metabolizacién de alimentos
que el organismo no puede procesar, como la fibra dietéticay
los carbohidratos complejos; la proteccion contra patdgenos;
la sintesis de metabolitos esenciales, como algunas vitami-
nas y neurotransmisores; el mantenimiento de la integridad
de la mucosa intestinal y la modulacién de la respuesta in-
mune, incluyendo la tolerancia oral a los alimentos.>’

La microbiota intestinal se establece, diversifica y ma-
dura desde el nacimiento hasta los 2 o 3 primeros afios de
vida.”® En su formacién, intervienen componentes genéti-
cos, epigenéticos y ambientales. El establecimiento de la
microbiota intestinal comienza por la exposicién a microor-
ganismos a través del canal de parto y por el contacto con
la piel materna y la microbiota del entorno.® Los primeros
colonizadores consisten en una mezcla de microorganis-
mos cutaneos y entéricos, dominados por Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus Y estafilococos coagulasa
negativa. Amedida que estos consumen el oxigeno del me-
dio intestinal, son reemplazados por anaerobios obligados,
tales como Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium y Eu-
bacterium.

Existen evidencias de que la microbiota intestinal evolu-
ciona en forma simultanea con el sistema inmunitario del
bebé y con la programacién metabdlica y neurolégica.? En
esta coevolucion, las bacterias comensales juegan un papel
fundamental en el desarrollo de lainmunidad innata y adap-
tativa, contribuyen a la integridad y funcién de la barrera in-
testinal, inhiben la colonizacién por patégenos e intervienen
en las respuestas linfocitarias de tipo B y T regulatoria.’

Varios estudios han reportado una aparente estabilizacién
de la microbiota intestinal, que se aproxima a una configuracion
de adulto dentro de los 3 primeros afos de vida. Uno de los ma-
yores estudios realizados incluyé 903 nifios de 4 paises (Ale-
mania, Finlandia, Sueciay EEUU) seguidos durante 3 afios, enel
cual se observo que después de los 31 meses los filos dominan-
tes y la diversidad permanecen estables con predominio del filo
Firmicutes.8 En forma similar, un estudio en 2016 evalué a 367
individuos japoneses sanos entre 0y 104 afios y reportd que la
microbiota intestinal cambia con la edad. Firmicutes fue el filo
predominante en la poblacién adulta, mientras Actinobacteria
fue el mas hallado en menores de 1 afio. La abundancia relativa
de actinobacterias en nifios fue disminuyendo después del des-
tete, y lacomposicién de la microbiota intestinal fue aproximan-
dose a la de adulto cerca de los 3 afios de edad.?

Numerosos estudios y revisiones han remarcado la im-
portancia del desarrollo de la simbiosis entre microbiota y
hospedador para la salud del bebé y sus consecuencias du-
rante toda la vida.® En los Gltimos afios, la prevalencia de las
alergias alimentarias ha mostrado un marcado crecimiento,
principalmente en sociedades industrializadas en todo el
mundo, y esto ha ocurrido paralelamente con los cambios
de estilo de vida en esos paises, que llamativamente son los
mismos que afectan la conformacién de la microbiota en la
edad temprana, lo cual sugiere una posible intervencién de la
misma en el desarrollo de las alergias.

El objetivo de este estudio fue realizar una revisién bibliogra-
fica exhaustiva acerca de las caracteristicas de la microbiota
intestinal en pacientes con APLV, identificar los factores mas
relevantes que influyen en el establecimiento de la microbio-
ta en la edad temprana y analizar si ciertos taxones especi-
ficos o “firmas” microbianas podrian asociarse con el desa-
rrollo de APLV.

Materiales y métodos

Se realiz6 una busqueda bibliografica en PubMed utili-
zando las palabras clave indicadas, y se seleccionaron es-
tudios clinicos y revisiones de los dltimos 15 afos prove-
nientes de revistas de alto impacto. Se analizaron en total
38 publicaciones relevantes para el objetivo propuesto.

Resultados
Microbiota intestinal: desarrollo, factores que influencian
su conformacién y relacién con la salud y la enfermedad.
Factores que influyen en el desarrollo de la microbiota
intestinal en la vida temprana

Se han descrito varios factores que modulan el estableci-
miento de la microbiota intestinal en la vida temprana y que
son determinantes para la salud del individuo durante toda
su vida. Entre estos, destacan dos factores clave que son:
el tipo de parto -vaginal o por cesarea- y el tipo de lactancia
-materna o artificial-. Dado que el establecimiento y la ma-
duracién de la microbiota intestinal ocurre en los llamados
“1000 dias”, que van desde la concepcién hasta los prime-
ros 2 anos de vida del nifio, este periodo se considera una
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ventana critica de oportunidad para realizar intervenciones
que contribuyan a la conformacién de una microbiota salu-
dable® (Figura 1).

El tipo de parto puede producir profundas diferencias en
los patrones de colonizacién intestinal de los bebés. El parto
vaginal permite el contacto del bebé con la microbiota vagi-
nal y fecal, lo cual resulta en una colonizacién neonatal do-
minada por Lactobacillus y Prevotella.” El parto por cesérea
se ha asociado con menor abundancia y diversidad de los
filos Actinobacteria y Bacteroidetes, y mayor abundancia
y diversidad del filo Firmicutes en los primeros 3 meses de
vida.* Con respecto al género, Bifidobacterium y Bacteroides
son mas abundantes en nifios nacidos por parto vaginal, a
diferencia de los nifios nacidos por cesarea, que presentan
mayor colonizacién por Clostridium y Lactobacillus hasta
los 3 meses de vida. Otros trabajos evidencian menor abun-
dancia de Escherichia coli, Bifidobacterium y Bacteroides
en nifios nacidos por cesarea, posiblemente por efecto del
uso de antibidticos en esta practica quirdrgica. Estos bebés
presentan tipicamente una microbiota enriquecida con Sta-
phylococcus y Streptococcus, comparable con la microbiota
de la piel materna.>” Asimismo, presentan mayor cantidad
de patdgenos oportunistas como Enterococcus, Enterobac-
teryKlebsiella.1"

Con respecto a la lactancia, hay numerosas evidencias
que muestran que la leche materna contribuye al desarrollo
de un microbioma saludable, ya que aporta no solo micro-
nutrientes y compuestos prebidticos que estimulan la co-
lonizacién y el crecimiento de bacterias comensales, sino
también factores inmunolégicos activos, oligosacaridos
y bacterias, los cuales modulan las respuestas inmunes.

Hace algunos afios se pensaba que la leche materna era
estéril. Sin embargo, fueron Jiménez et al. quienes demos-
traron por primera vez, en un experimento en ratones con
Enterococcus marcados genéticamente, que las bacterias
pueden transferirse a los hijos a través de la leche mater-
na'l, resultados que fueron confirmados en ensayos poste-
riores en humanos.?

La microbiota intestinal de lactantes alimentados con le-
che materna es menos diversa, pero contiene altos niveles
de especies del género Bifidobacterium, como B. breve, B.
bifidum y B. longum capaces de metabolizar los oligosaca-
ridos de la leche humana (HMQ), asi como también, menor
presencia de patégenos potenciales que los nifios alimen-
tados con férmula.” Los HMO son polisacéridos complejos
que alcanzan el colon sin ser digeridos y estimulan el creci-
miento selectivo de ciertas bacterias comensales, como las
bifidobacterias, actuando de esta manera como prebiéticos.
Han sido identificadas mas de 200 estructuras de HMO di-
ferentes que dan cuenta de un tercio de los componentes
sélidos de la leche materna, que siguen en abundancia a la
lactosa ylos lipidos y que se hallan en mayor concentracién
(20 g/1) en el calostro humano.® La suplementacién de fér-
mulas infantiles con galactooligosacéridos (GOS) y fructoo-
ligosacaridos (FOS) en una proporcion 9:1, parece simular
en cierto grado el efecto de los HMO sobre la microbiota
intestinal estimulando el desarrollo de bifidobacterias. La
cesacion de la lactancia materna, mas que la introduccién
de alimentos sdlidos, es el principal factor que produce un
cambio de la microbiota de los lactantes.®

Es por las razones antes expuestas que los nifios naci-
dos por parto vaginal y alimentados con leche materna en

Figura 1. Ventana critica de oportunidad para realizar intervenciones que contribuyan a la conformacién de una

microbiota saludable.

Ventana de oportunidad para la modulacion de la microbiota
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» Adaptada de Milanietal., 2017.
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forma exclusiva presentan el microbioma mas saludable y
beneficioso, con altas concentraciones de Bifidobacterium
y bajas cantidades de Clostridioides difficile y €. coli.!°

La edad gestacional es otro factor que afecta el estableci-
miento de la microbiota, ya que los bebés nacidos antes de
término (con menos de 37 semanas de gestacién] tienen
un sistema inmunitario inmaduro y, frecuentemente, afron-
tan largas estancias hospitalarias y alimentacién artificial o
parenteral, factores que interfieren con el establecimiento
de una microbiota saludable.”

Otros factores relevantes que modulan la microbiota in-
testinal en la infancia temprana son: el uso de antibidticos
prenatales o durante los primeros meses de la vida del bebé,
la vida en ambientes rurales, el tamafio de la familia, el nimero
de hermanos y la presencia de mascotas.” Las alteraciones de
la microbiota a causa del uso de antibiéticos en nifios han sido
documentadas en varios estudios. Este fendmeno se observé
incluso hasta 2 afios después de su utilizacién, con disminu-
cién de bifidobacterias y aumento de enterobacterias, sumado
a una disminucién en la diversidad. También se ha reportado
que los nifios cuyas madres reciben profilaxis intraparto por co-
lonizacién vaginal por estreptococos del grupo B, ruptura pre-
matura de membranas o bien por cesarea exhiben alteraciones
en la diversidad y riqueza de su microbiota intestinal 13

Técnicas de estudio de la microbiota intestinal

El estudio de la microbiota se realiza mediante técni-
cas de secuenciacidn de préxima generacién -Next Gene-
ration Sequencing- (NGS), a través de dos abordajes: |a
técnica metataxondmica secuencia el ADN que codifica para
el ARN ribosomal 16S y requiere la amplificacién previa por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR] de las regiones
V3-V4 de este gen. Los productos amplificados son secuen-
ciados y dichas secuencias, comparadas con bases de da-
tos de microorganismos ya conocidos para determinar las
abundancias taxonémicas relativas de cada especie en la
muestra. Esta técnica solo detecta células procariotas, por-
que se amplifica el gen que codifica para el ARN ribosomal
16S Unicamente presente en bacterias. En la figura 2, se
muestra esquematicamente este procedimiento.

La metagendémica total (“shotgun”] permite secuenciar
todo el ADN de una muestra, incluyendo bacterias, hongos,
pardsitos y arqueas. Implica una fragmentacién al azar del
ADN, la secuenciacién de estos fragmentos y la superposi-
cién de los datos generados para obtener las secuencias
completas de los microorganismos presentes. Esta técnica
permite detectar nuevas especies microbianas y caracteri-
zar grupos de genes funcionales.

Relacion entre disbiosis y enfermedad

Las alteraciones en la composicién y abundancia de los
componentes de la microbiota intestinal en la vida tempra-
na, denominadas disbiosis, han sido asociadas con des-
érdenes en la salud en nifos y adultos; entre ellos, se en-
cuentran: sobrepeso, obesidad, manifestaciones atépicas,

asma, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, sindrome de
intestino irritable, enfermedades crénicas inflamatorias y
condiciones relacionadas con el neurodesarrollo.1#16
Muchas de estas enfermedades crénicas, propias de la
“vida moderna”, conocidas como enfermedades crénicas
no transmisibles, estdn asociadas de forma similar con
factores de riesgo medioambientales modernos y se han
incrementado en las Ultimas décadas. En las enfermedades
metabdlicas como la diabetes, existe una inflamacién créni-
ca de bajo grado, que podria ser inducida y perpetuada por
estados de disbiosis intestinal, a través de varios mecanis-
mos. Por ejemplo, el pasaje del lipopolisacarido de bacterias
patégenas al torrente sanguineo causa una endotoxemia
metabdlica que contribuye al estado proinflamatorio. Las
1
Figura 2. Esquema del analisis de la microbiota intesti-
nal por secuenciacién del gen que codifica para el ARN
ribosomal 16S.
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dietas ricas en grasas y bajas en fibra, el sedentarismo y el
consumo de azucares refinados contribuyen a la disbiosis y
alaumento de la permeabilidad intestinal que perpetda este
estado inflamatorio.’

En el caso de las enfermedades alérgicas, aunque facto-
res genéticos pueden afectar la tendencia actual del desa-
rrollo de las mismas, el rapido incremento observado en los
ultimos 20 aios, especialmente en paises industrializados,
sugiere que deben existir factores ambientales y dietarios.
Algunos de ellos han sido identificados: el incremento de los
partos por cesarea, el uso de antibiéticos y un alto consumo
de dietasricas en grasas y bajas en fibra. Elhecho de que to-
dos estos factores a suvez modulen la microbiotaintestinal,
sugiere un papel de la misma en el desarrollo de las alergias,
sobre todo por su importante funcién en la regulacién de la
respuesta inmune y la tolerancia oral en la vida temprana.'®

Microbiota intestinal y alergias alimentarias

La alergia es la enfermedad crénica no transmisible de
inicio mas temprano, que comienza a menudo en los prime-
ros meses de vida. Las alergias alimentarias se presentan
como parte de un conjunto de manifestaciones alérgicas,
conocidas como “marcha atdpica”, en la cual aparece en los
primeros meses la dermatitis atépica, seguida por alergias a
alimentos entre los 2 y 5 afos. Asma y rinitis alérgicas sue-
len manifestarse en la edad escolar.!%4

Notablemente, la evolucién de la epidemia de alergias
ha crecido paralelamente con los cambios de estilo de vida
en los paises industrializados, tales como una progresiva
urbanizacién, programas de sanitizacién ambiental, uso
desmedido de antibidticos, inactividad fisica y consumo de
alimentos altamente procesados. Todos estos cambios han
llevado a una reduccién de la exposicién a microorganismos
en la vida temprana y a una pérdida de la diversidad micro-
biana intestinal.1°

Se han postulado algunas teorias para explicar el gran incre-
mento de las enfermedades alérgicas, especialmente en los
paises occidentalizados. Una de ellas denominada “Teoria de la
Higiene”, propuesta por Strachan a fines de los ‘80, basada en
la evidencia epidemiolégica de que el contacto temprano con
factores ambientales que incrementan una exposicién natural
a microorganismos (como el parto vaginal, la vida en ambien-
tes rurales, familias numerosas, presencia de mascotas y au-
sencia de antibidticos) protege contra enfermedades alérgicas
y autoinmunes y predispone menos al desarrollo de diabetes,
obesidad y enfermedades inflamatorias. Un ambiente extre-
madamente aséptico aumenta la incidencia de estos tras-
tornos.'%!# El hecho de que algunos investigadores hayan
sugerido un papel critico de las sefiales inmunorregulatorias
por parte de las bacterias comensales en la regulacién de la
hiperreactividad alérgica ha llevado a la reformulacién de la
hipétesis de la higiene como la de los “viejos amigos”. Esta
hipétesis propone que los cambios en el entorno, la dietayel
estilo de vida de los paises industrializados, sumados a una
alta exposicion a antibiéticos, un mayor consumo de grasas

saturadas y baja cantidad de fibra, han modificado la micro-
biota intestinal alterando de este modo el natural desarrollo
de la tolerancia inmune, lo cual ha conducido al aumento de
las enfermedades alérgicas.

En la figura 3, se muestra cuales son los factores que pre-
disponen al desarrollo de alergias alimentarias en individuos
genéticamente susceptibles. En relacién con el mecanismo
inmunolégico de la enfermedad alérgica, se sabe que la do-
minancia de la respuesta tipo Th2 sobre Th1 es clave en el
desarrollo de la misma. Los linfocitos Th2 producen interleu-
quinas como IL-4, IL-5 e IL-13, que estan involucradas en el
inicio y perpetuacién del fenotipo alérgico. La IL-4 promueve
la diferenciacién de células T virgenes a Th2 y el cambio de
clase a IgE en los linfacitos B. La IL-5 actua en la diferencia-
cién y activacién de los eosindfilos, y la IL-13 actda también
en el cambio de clase a IgE en los linfocitos B. Ademas, ac-
tiva mastocitos y promueve la migracién de eosinéfilos ha-
cia las mucosas. Por el contrario, una respuesta de tipo Th1
mediada por interferén gamma (IFN-y) inhibe la respuesta
Th2. Como consecuencia, un desbalance inmune entre es-
tas respuestas dirigido hacia un incremento de la respues-
ta tipo Th2 aumentaria el riesgo de padecer enfermedades
alérgicas. La diferenciacién hacia Th1 y Th2, asi como hacia
otros tipos de respuestas T que son relevantes en la enfer-
medad alérgica, como Tregulatoria, Th17 y Th9, esta contro-
lada estrictamente por mecanismos epigenéticos.'®

Nagler y otros autores proponen que la tolerancia a an-
tigenos dietarios y por lo tanto la prevencion de la alergia
alimentaria requieren de una respuesta inmune regulatoria
especifica de antigeno y una respuesta protectora de la ba-
rrera intestinal inducida por las bacterias comensales. La
interrupcién de la comunicacién entre el epitelio intestinal
y las células inmunes por alteraciones del microbioma, im-

Figura 3. Factores que predisponen al desarrollo de
alergias alimentarias en individuos genéticamente
susceptibles.

Factores asociados al estilo de vida moderno

7

.
¢
Predisposicion

Antibi6ticos js
genetica

Alergias

Dieta rica en - (] alimentarias

grasasy .El'] g_
baja en fibras = M
r 4
. Alteracién de
\‘\‘t‘ “ . laBiodiversidad
microbiana &G

comensal Erradicacién de
enteropatégenos
(helmintos,

H. pylori)

Transicién de vida
rural a urbana

Inmunidad
incrementada por
vacunas y
exposicién reducida
a infecciones

Py

» Adaptada de Iweala and Nagler, 2019.

ByPC may-ago 2024; 88(2):56-65 // ISSN-e 2684-0359



Keller y col. Microbiota intestinal y alergia a la proteina de leche de vaca: revisidn y perspectivas futuras. m

pacta negativamente en la homeostasis inmune impidiendo
el desarrollo de la tolerancia oral.1#

El mecanismo primario de tolerancia oral a antigenos
dietarios es la induccién de las células T regulatorias. La res-
puesta tolerogénica a antigenos luminales depende de la
translocacion de estos a través de la barrera epitelial intesti-
nal, enla queintervienen las células M presentes en el tejido
linfoide asociado al intestino (GALT]. Alli son captados por
las células presentadoras de antigenos, fundamentalmente
las células dendriticas CD103+, las cuales migran hacia los
nédulos linfaticos mesentéricos y presentan dichos antige-
nos a los linfocitos T virgenes. Esta interaccién en presencia
de 4cido retinoico [metabolito de la vitamina A) y del factor
de crecimiento transformante beta (TGF-3) producidos por
las células dendriticas CD103+ favorece la conversidn a cé-
lulas T regulatorias foxP3+ especificas de antigeno, produc-
toras de IL-10. Algunas T regulatorias migran hacia el torren-
te sanguineo promoviendo tolerancia sistémica y vuelven
a la [dmina propia donde producen TGF-3, que promueve el
cambio de clase a IgA en los linfocitos B. Si bien el papel de
la microbiota en la regulacién de la captacién y la presenta-
cién de antigenos aun no ha sido completamente dilucida-
do, se sabe que en el intestino delgado, donde se absorben
los antigenos alimentarios, los fagocitos mononucleares
residentes en la Idmina propia (MNPs) expresan el receptor
de quimioquinas CX3CR1. La estimulacién microbiana de
los Toll-like receptors (TLRs) y la sefializacion mediante la
proteina de diferenciacion mieloide 88 (MyD88] inducen la
generacién de extensiones de las células dendriticas en el
intestino delgado. Tanto la presentacién de antigenos como
la produccién de IL-10 por parte de los MNPs CX3CR1+ son
requeridas para la tolerancia. Se ha observado que, en rato-
nes tratados con antibiéticos, los MNPs CX3CR1+ pierden la
capacidad de expresar IL-10, lo que sugiere un papel critico
de la microbiota en su funcién.*>14

Los microorganismos comensales también influyen en
el desarrollo de linfocitos T regulatorios en forma directa, a
través de los 4cidos grasos de cadena corta (AGCC), que son
los productos finales de la fermentacién de la fibra dietética
por las bacterias comensales, en especial los Firmicutes. Se
ha demostrado una correlacién positiva entre el nimero de
T regulatorios y la concentracién de AGCC. Uno de los meca-
nismos por los cuales los AGCC protegen contra enfermeda-
des alérgicas es de tipo epigenético, mediante la inhibicién
directa de deacetilasas de histonas, que regulan la expre-
sién de las células linfoides innatas para la proteccién de la
barrera intestinal, a través de la produccién de IL-22. Esta
induce la produccién de péptidos antimicrobianos por parte
de las células de Paneth, y de mucus mediante las células
Globet en un intestino con microbiota saludable.! En par-
ticular, el acetato es capaz de incrementar el porcentaje y
actividad de las células T regulatorias causando un aumento
en el estado de acetilacién del promotor de foxP3+ a través
de la inhibicién de la deacetilasa de histona HDACS. El buti-
rato inhibe estas enzimas afectando la activacién, al menos

parcial, del factor de transcripcién NF-kB. La acetilacién in-
ducida por los AGCC producidos por Clostridium, Anaerosti-
pes y Eubacterium, asi como la metilacién del ADN inducida
por el folato sintetizado a partir de bacterias comensales
como Lactobacillus y Bifidobacterium, estimulan el desarro-
llo y el balance inmune del intestino.®

Todos estos datos sugieren que las células T regulatorias
foxP3+, inducidas en forma especifica tanto por los antige-
nos alimentarios como por las bacterias comensales, coo-
peran para prevenir la respuesta alérgica a los alimentos.*

Alergia a la proteina de leche de vaca (APLV)

La APLV es la alergia alimentaria mas comun en nifios.
Se presenta generalmente antes de los 2 afos de edad y
es reconocida como un indicador de desregulacion de la
respuesta inmune en la edad pedidtrica.'%° De hecho, los
nifios afectados por APLV en el primer afio de vida tienen un
riesgo incrementado de desarrollar otras manifestaciones
atépicas a lo largo de su vida, asi como otros desdrdenes
crénicos inmunomediados.!® La incidencia mundial es de 2
a 3 % en el primer afo de vida y, en la actualidad, el Gnico
tratamiento posible es retirar de la dieta todos los alimentos
que contengan proteinas de leche de vaca.'8%C

En cuanto a la prevalencia en Argentina, un estudio re-
trospectivo que analizé casos confirmados de APLV durante
11 afos en un hospital universitario detecté una prevalen-
cia acumulada de 0,8 %, con un incremento porcentual de
la misma desde 0,4 % en 2004 hasta 1,2 % en 2014, lo que
representa un aumento de tres veces en la prevalencia de
esta alergia.?* La APLV suele tener una evolucién favorable
conresolucién espontanea hacialos 5 afos devida,y,enun
90 % de los casos, antes de los 2 afios de vida.?2

Con base en la reaccién inmune implicada, se distin-
guen tres tipos de APLV: mediada por IgE, no mediada por
IgE (la mayoria debidas a reacciones de inmunidad celu-
lar) y trastornos mixtos.?3 Las primeras se caracterizan
por la aparicién de forma inmediata (menos de 2 horas
desde el contacto] de sintomatologia cutanea, como
dermatitis atépica, o respiratoria, como rinitis 0 asma.
En estos pacientes, es posible determinar la existencia
de anticuerpos IgE especificos en sangre o de una prue-
ba cutanea positiva (Prick test). La APLV mediada por IgE
es la forma responsable de la expresién mas extrema de
APLV, que es la anafilaxia. Las formas no mediadas por
IgE ocasionan una sintomatologia predominantemente
digestiva de aparicién tardia, cuya forma mas comuin de
presentacion es la proctocolitis alérgica, y, en la mayoria
de los casos, no es posible confirmar la implicacién de un
mecanismo inmunolégico mediante pruebas complemen-
tarias.?? Otras formas de presentacién son la enteropatia
o la enterocolitis inducida por proteina de leche de vaca.?*

El diagndstico de APLV se realiza teniendo en cuenta cri-
terios clinicos y de laboratorio establecidos en consensos
nacionales e internacionales.?

Para el diagnéstico de la variante mediada por IgE, se
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requiere una historia clinica detallada y compatible, con la

aparicion de sintomas inmediatos (menos de 2 hs tras la

ingesta), manifestaciones cutédneas y/o respiratorias y/o

digestivas ligadas a mecanismos IgE: urticaria, angioede-

ma, sindrome de alergia oral, rinoconjuntivitis, sibilancias,

hipersensibilidad gastrointestinal inmediata o anafilaxia,

mas la determinacién de sensibilizacién a proteinas de le-

che de vaca (mediante test cutaneos o IgE especificas] y

mejoria absoluta de los sintomas al suprimir la alimentacién

a base de proteinas de leche de vaca y derivados.

e Pruebas cuténeas [Prick test]
Se coloca una gota de alérgeno o-lactoalbimina, B-lacto-
globulina, caseina, histamina como control positivo y suero
salino como control negativo] en la cara anterior del ante-
brazo; se pincha con lanceta encima de cada gota para que
la solucién penetre en la piel y se mide el tamaro de la pa-
pula a los 15 minutos. Se considera positivo un tamafio de
papula superior a 3 mm; una papula superior a 10 mm se
asocia con alergia persistente.

e Determinacion de IgE especifica en suero
Se determina la IgE especifica para proteinas de la leche de
vaca con un punto de corte de 0,35 kU/L. Valores superiores
a 2,5 tienen un alto valor predictivo positivo.

e Prueba de provocacién oral
Su realizacién puede omitirse si la probabilidad de APLV es
alta, con base en los test cutaneos o las IgE especificas po-
sitivas, 0 si la misma tuviera un riesgo elevado de presentar
sintomas severos (p. ej., antecedente de anafilaxia).
El diagndstico de las variantes no mediadas por IgE requiere
una historia clinica detallada y compatible, mas la prueba
de exclusién - provocacién. La historia clinica debe evaluar
antecedentes familiares y personales de atopia para esta-
blecer el riesgo, la asociacién y tiempo transcurrido entre la
exposicién al alimento y la aparicion de los sintomas, carac-
teristicas y gravedad de los mismos, edad de comienzo, his-
toria nutricional y dietética completa y factores asociados o
desencadenantes.

e Prueba de exclusién - provocacién
Es la prueba gold standard para confirmar el diagndstico de
APLV nomediada por IgE. Consiste en excluir laleche de vaca
y derivados de la dieta por un periodo de 4 a 6 semanas,
comprobar la resolucion de los sintomas y posteriormente
volver a introducirla de forma controlada, excepto en los ca-
sos de enterocolitis inducida por proteinas. Si el nifio esta
alimentado con pecho exclusivamente, la madre debe rea-
lizar la dieta de exclusién en forma estricta. Si se encuentra
recibiendo férmula artificial, se indica una férmula extensa-
mente hidrolizada.

Alteraciones de la microbiota intestinal en alergias alimentarias

En humanos, el primer estudio que exploré la hipdtesis
de que la enfermedad alérgica estaria asociada con una
microbiota alterada en nifios fue realizado en Suecia en los
anos 90 utilizando técnicas dependientes de cultivo. Halla-
ron que los nifios alérgicos estaban menos colonizados con

lactobacilos y tenian mayor proporcién de bacterias aero-
bicas y menos Bacteroidetes que los nifios sin alergias.®
Sin embargo, este tipo de estudios arrojaban resultados
parciales, dado que la mayoria de las bacterias intestinales
no pueden ser cultivadas. Desafortunadamente, no se han
realizado trabajos en esta area utilizando metagendmica
total, pero numerosos estudios basados en secuenciacién
del ARN ribosomal 16S han demostrado que los nifios con
alergias alimentarias exhiben una microbiota diferente a la
de aquellos sin alergias.?® En la Tabla |, se mencionan los
estudios publicados hasta la fecha en alergias alimentarias
mediadas por IgE. Los estudios muestran resultados dis-
pares, si bien pareceria existir un aumento de Enterobacte-
riaceae y Bacteroides, y disminucién de bifidobacterias en
varios de ellos.

Los estudios en alergia alimentaria no mediada por IgE
son alin mas escasos. Por ejemplo, Berni Canani et al. halla-
ron disbiosis intestinal caracterizada por enriquecimiento
de Bacteroides y Alistipes en nifios con APLV IgE no media-
da, en comparacién con el grupo control.*®

Por otra parte, estudios en animales de experimentacién
revelan evidencias acerca del papel de la microbiota en el
desarrollo de alergias. Ratones tratados con antibidticos
han mostrado predisposicién al desarrollo de enfermedad
alérgica. Similarmente, ratones libres de microorganismos
o germ-free (GF) no desarrollan tolerancia inmune y man-
tienen una respuesta Th2 a antigenos administrados oral-
mente. Este efecto puede revertirse mediante la reconsti-
tucién del microbioma a edad temprana, pero no mas tarde
en la vida.?® Otra cuestion interesante es que la microbiota
intestinal es capaz de transferir susceptibilidad a alergia
alimentaria, lo cual fue probado en ratones GF a los cuales
se les reconstituia la microbiota con otra proveniente de un
modelo de ratones susceptibles a alergia alimentaria.?” Un
estudio del grupo de Cathryn Nagler demostrd que ratones
GF estaban protegidos de desarrollar anafilaxia a la leche de
vaca si se colonizaban con microbiota de nifios sanos, pero
no, con microbiota proveniente de nifios con APLV.28

Aunque cada vez surgen mas evidencias de asociaciones
de la microbiota con enfermedades alérgicas, algunos estu-
dios no han hallado diferencias en la microbiota de nifios
con estos cuadros o han encontrado asociacién con ciertos
fenotipos alérgicos, pero no con otros.® Si bien sabemos que
la estructura de la microbiota en los primeros 6 meses de
vida es relevante en el desarrollo de alergias, y que la dis-
biosis intestinal podria influenciar tanto la aparicién como el
curso de las alergias alimentarias, ain no se han detectado
taxones especificos asociados con estas patologias.?® Esto
puede deberse tanto a la heterogeneidad en los disefios ex-
perimentales como al momento de la toma de muestra, los
métodos utilizados para la caracterizacion de la microbiota
o los diferentes tipos de alergia estudiados, lo cual dificulta
establecer una clara asociacién entre taxones especificos y
el desarrollo de alergias.

Algunos autores han hallado que una disminucién de la
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Tabla I. Estudios de microbiota intestinal en pacientes pediatricos con y sin alergia alimentaria mediada por IgE.

L . Diversidad .
Alergia alimentaria . ) Alteraciones en taxas
microbiana
Ling et al. 2014 Leche de vaca, huevo, e Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria
=34)31 do, trigo, i _
(n=34) pescado, trigo, mani Firmicutes
Huevo. leche de vaca Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria
Chenetal. 2015 (n=23)% trivo r;1an|’ coi ’ Disminuida
g0, mani, so) Veillonella
Leche de vaca, huevo, . .
Azadetal. 2015 (n=12)33 man v ey lgual Bacteroidaceae y Enterobacteriaceae
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae
Berni C ietal. 2016
erni~ananieta Leche de vaca NR

(n=39)34

Huevo, trigo, soja, leche NR

Inoue et al. 2017 (n=4)3> .
de vaca, mani

Savageetal. 2018 Leche de vaca, trigo,

Bifidobacteriaceae, Streptococcaceae,
Enterobacteriaceae

Lachnospira, Veillonella, Sutterella
Dorea, Akkermansia

(n=14)% huevo, mani, soja Igual Citrobacter, Oscillospira, Lactococcus, Dorea
B ichetal. 2016
ungava[\;c eta Leche de vaca NR Bacteroidetes, Enterobacter
(n=226)
Fazlollahietal. 2018
azlo’ta ;Ge a Huevo NR Lachnospiraceae, Streptococcaceae
(n=141)
Enterobacteriaceae
Dongetal. 2018 (n=60)?° | Leche de vaca Disminuida
Bacteroidaceae
Th tal.2010 Lactobacill
ompsoneta Leche de vaca NR actobacillaceae

(n=16)38

» NR, no reportada. Adaptada de Di Costanzo, 2020.

Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae

diversidad microbiana precede al desarrollo de eczema,
sensibilizacién atépica, rinitis alérgica y asma, lo cual su-
giere que esta pérdida de diversidad podria ser incluso mas
importante como factor predictivo que la presencia o ausen-
cia de determinados taxones microbianos.®

Discusion y perspectivas futuras

La bibliografia consultada evidencia que, a pesar de
los avances tecnoldgicos en secuenciacion y analisis
bioinformatico, alin no se conoce con exactitud qué mi-
croorganismos son cruciales en el desarrollo de enferme-
dades alérgicas, y aunque las mas estudiadas son la der-
matitis atépica, el eczema, la rinitis alérgica y el asma,
también se obtuvieron resultados controvertidos. Esto
sugiere la necesidad de seguir avanzando en el estudio
de la microbiota de poblaciones pediatricas y en el cono-
cimiento de las alteraciones que se presentan en nifos

con APLV teniendo en cuenta las particularidades etarias
y regionales.

Por otra parte, es importante tener presente que la pro-
gramacién inmune inducida por la microbiota intestinal
ocurre en los primeros afnos de vida. Este periodo consti-
tuye la ventana en la cual las intervenciones serian efec-
tivas en la prevencion de las alergias.

La evidencia acumulada sobre la influencia de la mi-
crobiota intestinal y sus metabolitos en el desarrollo de
alergias provee una base cientifica para la creacion de
estrategias innovadoras para la prevencién y el trata-
miento de las mismas, como es el uso de ciertos probidti-
cos. Sin embargo, debido a los factores ya mencionados
que intervienen en la conformacion de la microbiota, es
importante tener en consideracién los pardmetros eta-
rios, étnicos, geograficos, de estilo de vida y de alimen-
tacién para el estudio y caracterizacién de la microbiota
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saludable en una determinada poblacién, ya que su co-
nocimiento serd critico para poder predecir alteraciones
relacionadas con ciertas enfermedades.

Si bien algunos ensayos clinicos han demostrado que la
manipulacién de la microbiota intestinal con probiéticos o
prebiéticos podria ser efectiva en la prevencién primaria de
la dermatitis atdpica, ain no hay evidencias suficientes en
otras condiciones alérgicas como las alergias alimentarias.

Por todo lo expuesto, existe un creciente interés en
descubrir biomarcadores basados en el microbioma que
sean capaces de predecir enfermedades y que puedan
ser utilizados a futuro para proponer estrategias tera-
péuticas y preventivas.
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