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Cerrando este afio 2024, ponemos en vuestra considera-
cién una gufa de Alergia a Alimentos, confeccionada por el
Comité del Tema, de la Asociacion Argentina de Alergia e
Inmunologfa Clinica. Esta presentacion, en la situacion actual
de incremento del conocimiento sobe la alergia a alimentos,
nos lleva a tener este importante apoyo para la préctica aler-
goldgica, alergia dermatoldgica, medicina pedidtrica, hemato-
logfa, neurologfa, medicina interna y enfermedades digestivas.
Juan Carlos Muifio
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GUIA DE ACTUALIZACION DE METODOLOGIA
DIAGNOSTICA DE ALERGIAS ALIMENTARIAS.
COMITE DE ALERGIA ALIMENTARIAY ANAFILAXIA.
ASOCIACION ARGENTINA DE ALERGIA E
INMUNOLOGIA CLINICA.

El diagndstico de alergia alimentaria (AA) es “individual” y “es-
pecifico” para cada paciente, con lo cual restringirse a un pro-
tocolo para su manejo pretende encasillar o generalizar los di-
ferentes matices que presenta esta entidad. De todas mane-
ras, debemos orientar la busqueda del agente responsable de
los sintomas, basdndonos en evidencia cientifica que remarca
que el diagndstico se apoya principalmente en la historia cli-
nica. La anamnesis debe ser dirigida en el contexto clinico vy
epidemioldgico de la AA, abordando otros posibles diagndsti-
cos diferenciales. El siguiente paso para arribar a un diagndsti-
CO correcto, se obtiene seleccionando e interpretando adecua-
damente los estudios complementarios, como el test cutdneo
de lectura rdpida skin prick test (SPT), determinacién de inmu-
noglobulina E (IgE) sérica especffica (IgEs), para los alimentos
desencadenantes de la reaccidn ante la sospecha de alergia ali-
mentaria mediada por IgE v dietas de exclusidn con posterior
provocacion en los casos de alergias no Igk mediadas.

Natalia Petriz, Florencia Baillieau, Cecilia Cavallo, Karina
Lopez, Maria Eugenia Gervasoni, Paula Sarraquigne,
Mauricio Colella, Maria Sol Reyes, Jorge Martinez,

Paola Schmidt, Ménica Matta Ruffolo,Andrea Irene

Marifo, Mercedes Lucero,Valeria Magali Lisanti,Victoria
Coomans, Silvana Monsell, Melisa Sabeh, Claudio Parisi

ARTICULO DE REVISION | REVIEW ARTICLE

REACCIONES ADVERSAS A MEDICAMENTOS DE

ORIGEN INMUNOLOGICO EN PACIENTESVIH

POSITIVOS. REVISION DELTEMA

La terapia antirretroviral ha permitido disminuir la mortalidad
y las comorbilidades asociadas a la infeccién por VIH; sin em-
bargo, las reacciones adversas, en especial las Tipo B, de ori-
gen inmunoldgico a la TAR, como a fdrmacos de uso rutina-

rio como trimetoprima sulfametoxazol, itraconazol o antifimi-
cos, son de 10 a 100 veces mas frecuentes en pacientes VIH.
Factores genéticos, la presencia de coinfecciones, la polifarma-
cia, la deficiencia de glutation vy la actividad de la proteina Tat
pueden contribuir en su presentacion clinica. Las manifestacio-
nes cutdneas son las mds frecuentes, principalmente con exan-
temas morbiliformes, con resolucién en la mayorfa de los ca-
sos bajo manejo farmacoldgico; no obstante, otros tipos me-
nos frecuentes de reacciones adversas inmunomediadas (IM-
ADR), pueden asociase a un mayor riesgo de morbilidad y
mortalidad. Existen diversos mecanismos asociados a la pre-
sentacidn de las IM-ADR, los cuales se basan en la clasificacién
de Gell y Coombs. EI diagndstico clinico es una herramienta
vital cuando se sospecha de IM-ADR; adicionalmente, existen
pruebas de uso en alergologfa que pueden apoyar el aborda-
je clinico y aunque su utilidad es de bajo uso en nuestro me-
dio, se encuentra evidencia cientifica de la utilidad de los pro-
tocolos de desensibilizacion para los casos indicados. El conoci-
miento de las IM-ADR en el contexto de la infeccidn porVIH,
facilita la deteccién temprana de cuadros clinicos graves como
de aquellos en los que, bajo el manejo farmacoldgico y obser-
vacién, no se encuentra indicado el cambio de TAR

Jairo Mufioz Cerdn, Jorge Hernan Piraquive Vallejo,

Jaime Yepes Alzate, Edgar Ochoa Brito, Carlos Hernan
Quintero Bejarano, Santiago Sanchez Pardo

ARTICULO ORIGINAL | ORIGINAL ARTICLE
ESTUDIO DE AFINIDAD DE
METILENTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA POR
LIGANDOS NATURALESY POR NARINGENINA
COMO POSIBLE INHIBIDOR

Los resultados de la evaluacidn in silico permiten sugerir que la
patogenicidad de las variantes se podrfa deber a su mayor afini-
dad por FAD y MTHF lo que disminuirfa la disponibilidad de li-
gando para la variante normal, pero los complejos formados se-
rfan no funcionales debido a que las conformaciones que adop-
tarfan los ligandos unidos estdn lejos de las que permiten la in-
teraccion requerida por la enzima. La disminucion de ligando |i-
bre y la ineficiencia de las conformaciones en las variantes pa-
toldgicas determinarian el déficit de funcidn observado en los
pacientes. En cuanto a NGN como inhibidor especifico, se des-
carta porque las energias de unién a la cavidad que une FAD
y MTHEF fueron positivas. En cambio, su derivado por deglico-
silacién, NRGNIN, podria ocupar dicha cavidad en espacios que
ocuparfa el MTHF. Sin embargo, aunque de esta manera podria
inhibir la reduccién del MTHF su afinidad es menos de la mitad
de la del MTHF lo que determinarfa que su actividad inhibitoria
sea dependiente de una alta concentracion intracelular

Sadi Cossy Isasi
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Cerrando este afio 2024, se presentan trabajos que dan un gran aporte al aspecto teérico prictico de la especiali-
dad aplicable a multiples aspectos de la medicina, asi como explorar nuevos caminos en descifrar informaciones
no bien conocidas de la genética y su utilidad en el tratamiento de estas patologfas.

En este nimero ponemos en vuestra consideracion una gufa de Alergia a Alimentos, confeccionada por el
Comité del Tema, de la Asociacion Argentina de Alergia e Inmunologfa Clinica. Esta presentacion, en la situa-
cién actual de incremento del conocimiento sobe la alergia a alimentos, nos lleva a tener este importante apoyo
para la préctica alergoldgica, alergia dermatolégica, medicina pedidtrica, hematologfa, neurologfa, medicina in-
terna y enfermedades digestivas.

Otro aspecto presentado aqui son las reacciones a drogas en pacientes que padecen HIV y reciben drogas de ori-
gen inmunoldgico. Este trabajo es un gran aporte que nos llega desde Colombia y abre un espectro de reaccio-
nes inmunoldgicas en aquellos pacientes que cursan la infeccion HIV. La presencia de multiples reacciones, ta-
les como enfermedades ampollares, fibrosis pulmonar, compromisos hematoldgicos, digestivos, renales, hacen a
este trabajo de revisidén una importante puesta al dia de lo que debemos tener en cuenta en la atencién de esta pa-
tologia y otras donde se usan drogas con capacidad para agredir al sistema inmunoldgico del paciente, tanto con
HIV como otras no HIV, por ¢jemplo, los anticonvulsivos.

Por tltimo, presentamos un trabajo y modelo de diversos efectos que tiene el gen de la metilentetrahidrofola-
to reductasa (MTHFR) presentado por invitacién al Profesor Dr. Sadi Cossy Isasi. El analiza los efectos del gen
en patologfas diversas, diferentes de las de la trombofilia, su primer aspecto, y actualmente se conecta con asma,
alergia, IL-17, aspectos metabdlicos del 4cido félico y vitamina B12, su impacto en repuesta inmune, asi como
el uso de flavonoides y su implicancia en inflamacidn, oxidacidn y anticancerigenas. Su aplicacién es de un am-
plio horizonte

Esperamos que este nimero 4 del volumen 55 sea de gran interés para los lectores.

Dr. Juan Carlos Muifo
Editor de la revista Archivos de Alergia e Inmunologia Clinica (AAelC)

jemuino@gmail.com



EDITORIAL

Editorial

Archivos de Alergia e Inmunologia Clinica 2024;55(4):13 1. https://DOl.org/10.53108/AAIC/202404/0131-0131

Closing between 2024, works are presented that make a great contribution to the theoretical and practical as-
pect of the specialty applicable to multiple aspects of medicine. As well as exploring new ways in deciphering in-
formation not well known about genetics and its usefulness in the treatment of these pathologies
In this issue we put for your consideration, a guide Allergy to Breaths, prepared by the Subject Committee,
of the Argentine Association of Allergy and Clinical Immunology. This presentation, which in the current si-
tuation of increasing knowledge about food allergy, leads us to have this important support for: allergologi-
cal practice, dermatological allergy, pediatric medicine, hematology, neurology, internal medicine, and digesti-
ve diseases.

Another aspect presented here is drug reactions in patients suffering from HIV. This work is a great contribu-
tion that comes to us from Colombia and opens a spectrum of immunological reactions in those patients who
are HIV infected. The presence of multiple reactions, such as blistering diseases, pulmonary fibrosis, hematolo-
gical, digestive, and renal compromises, make this review work an important update of what we must take into
account in the care of this pathology and others, where drugs with the capacity to attack the immune system of
the patient are used, both with HIV and other non-HIV; anti-convulsant example.

Finally, we present a work and model of various effects of the Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
gene presented at the invitation of Professor DR Sadi Cossy Isasi. He analyzes the effects of the gene in various
pathologies, different from those of Thrombophilia, its first aspect and is currently connected with Asthma,
Allergy, IL 17, metabolic aspects of folic acid and vitamin B12 its impact on immune response, as well as the use
of flavonoids and their implication in inflammation, oxidation and anti-cancer. Its application is broad

We hope that this issue 4 of volume 55 will be of great interest to readers

Dr. Juan Carlos Muifo

Editor - Archivos de Alergia e Inmunologia Clinica (AA4elC)

jemuino@gmail.com
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. Historia clinica

3. Alergias IgE mediadas

3.1. IgE especifica y pruebas cutdneas: test cutdneo de
lectura rdpida (prick test)

3.2. Diagndstico molecular por componentes
3.3. Test de activacién de baséfilos (BAT)

4. Alergias no IgE mediadas

4.1. Test de parche

4.2. Laboratorio

Alergias mixtas

b

6. Pruceba de provocacién controlada
6.1 ¢Cuéndo indicamos una prueba de provocacién

2. Centro de Alergia. CEMAFE. Santa Fe.

El diagndstico de alergia alimentaria (AA) es “individual”
3. Al instituto de Alergia e Inmunologia Mendoza.

Pl Iy y “especifico” para cada paciente, con lo cual restringirse a
. Hospital Britcnico. Buenos Aires.

5. Hospital General de Nifios Dr. Pedro de Elizalde, CABA.
6. Sanatorio 9 de Julio. Tucumdn.

un protocolo para su manejo pretende encasillar o genera-

controlada?
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| Hospital Italiano de Buenos Aires. .1 5
2. Centro de Alergia Mar del Plata. Buenos Aires. indicarla?
3. Hospital San /\iam’n Parand, Entre Rios. 7. Métodos no validos para el diagnéstico de alergia
4. Hospital de Nifios V. . Vilela. Rosario, Santa Fe. alimentaria
5. Sanatorio de Nifios - Consultorios del Parque. Rosario, Santa Fe. 8. Conclusién
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9. Hospital Privado de Rosario. Instituto Gamma. Rosario, Santa Fe
0. Hospital Santojanni. CABA. {COMO SE HACE EL DIAGNOSTICO DE ALERGIA
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I
/
/
/
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lizar los diferentes matices que presenta esta entidad. De
todas maneras, debemos orientar la busqueda del agen-
Correspondencia: secretaria@aaceic.org.ar te responsable de los sintomas, basindonos en evidencia

cientifica que remarca que el diagndstico se apoya princi-
Los autores declaran no poseer conflictos de intereses.
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rigida en el contexto clinico y epidemioldgico de la AA,
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TABLA |.Mecanismos, manifestaciones y caracteristicas clinicas de la alergia alimentaria.

Mecanismos inmunopatolégicos Manifestaciones clinicas

Caracteristicas clinicas

Sindrome de alergia polen-alimento.

Prurito y edema en la cavidad oral.

Urticaria/angioedema.

Provocados por ingestién o contacto directo.

Rinoconjuntivitis/asma.

IgE mediados

Se presentan raramente como sintomas aislados. Podrian ser
provocados por inhalacién o aerosolizaciéon de proteinas ali-
mentarias.

Hipersensibilidad gastrointestinal
inmediata

Nauseas, vomitos, dolor abdominal y diarrea, provocados por la
ingesta de alimentos.

Anafilaxia.

Reaccién multisistémica rapida y progresiva.

Anafilaxia inducida por ejercicio
dependiente de alimentos.

Cuando la ingesta del alimento es seguida rapidamente por ejer-
cicio generando una reaccién multisistémica.

Dermatitis atopica.

Se asocia con alimentos en el 30-40% de los nifios que presen-
tan eccema moderado o grave.

Mixto (IgE y células - —
(lgEy ) Gastroenteropatia eosinofilica.

Los sintomas varian dependiendo del sitio del sistema gastroin-
testinal involucrado y del grado de inflamacién eosinofilica.

Proctitis/proctocolitis.

Deposiciones mucosanguinolentas.

Sindrome de enterocolitis
por proteinas alimentarias (SEIPA).
No IgE-mediado

inducida

Exposicion croénica: vomitos, diarrea, alteracion del crecimiento,
letargo, acidosis, deshidratacion. Reexposicion luego de restric-
cion: vomitos, diarrea, hipotension (2 horas después de la ingesta).

Sindrome de Heiner.

Infiltrados pulmonares, sintomas de vias aéreas superiores, ane-
mia ferropénica, alteracién del crecimiento.

Dermatitis de contacto.

Eccemas por componentes irritantes de los alimentos.

abordando otros posibles diagnésticos diferenciales. El si-
guiente paso para arribar a un diagndstico correcto, se ob-
tiene seleccionando e interpretando adecuadamente los
estudios complementarios, como el test cutdneo de lec-
tura rapida skin prick test (SPT), determinacién de inmu-
noglobulina E (IgE) sérica especifica (IgEs), para los ali-
mentos desencadenantes de la reaccién ante la sospecha de
alergia alimentaria mediada por IgE y dietas de exclusién
con posterior provocacién en los casos de alcrgias no IgE
mediadas.

Buscando la mayor especificidad y certeza diagndstica, el
gold standard es la confirmacién con la prueba de provo-
cacién oral o “desafio” (PPO) no siempre necesaria en ca-
sos de alergia IgE mediada que puedan poner en riesgo al
paciente’.

2. HISTORIA CLINICA

El enfoque diagndstico de la AA comienza con la anam-
nesis y exploracion fisica®. Requiere comprender mecanis-
mos inmunes involucrados, deducidos de una historia cli-
nica (HC) minuciosa®”.

La utilidad de la anamnesis depende en gran medida de la
recopilacién de los sintomas del paciente y la capacidad
del evaluador de distinguir entre trastornos provocados
por la hipersensibilidad alimentaria ya sea inmediata o re-
tardada y otras causas.

Es importante también recabar datos sobre comorbilida-
des atdpicas, antecedentes personales y familiares, ya que
son factores de riesgo para desarrollar AA la historia fa-
miliar de atopia y la presencia de asma o dermatitis atdpi-

ca (DA)C.

Una HC detallada orienta hacia el mecanismo fisiopatold-

gico responsable*” (Tabla 1).

La anamnesis debe:

e Identificar el alimento causal, la relacién temporal en-
tre la ingesta y el inicio de los sintomas, y la recurren-
cia en ingestas posteriores®>*,

o Indagar acerca del tipo de procesamiento al que el ali-
mento fue sometido ya que tendria importancia en
ciertos casos.

e Determinar la presencia de cofactores: uso de ciertos
medicamentos como AINE’, condiciones ambienta-
les extremas, frio, calor, presencia de polen ambiental
en pacientes sensibilizados al polen', ingesta de bebi-
das alcohdlicas, ejercicio e infecciones agudas y estado
del ciclo menstrual.

La sintomatologia que podemos encontrar en reacciones
alérgicas inducidas por alimentos es variada y puede impli-
car a diferentes drganos:

- Piel: eritema, prurito, urticaria, erupcién morbilifor-
me, angioedema.

- Oculares: prurito, eritema conjuntival, lagrimeo, ede-
ma periorbital.

- Aparato respiratorio superior: congestion nasal, pru-
rito, rinorrea, estornudos, edema laringeo, ronquera,
tos seca.

- Aparato respiratorio inferior: tos, opresién torcica,
disnea, sibilancias, retraccién intercostal, uso de mus-
culatura accesoria.

- Aparato gastrointestinal: angioedema labial, lingual o
palatino, prurito oral, nduseas, dolor abdominal, céli-
cos, reflujo, vomitos, diarrea.

133



Archivos de Alergia e Inmunologia Clinica 2024;55(4):132-139

TABLA 2. Diagnosticos diferenciales.

y

=

WAAIC

Mecanismo Entidad clinica
Intolerancia a la lactosa
Metabdlico. Galactosemia

Intolerancia a FODMAP (oligosacaridos, disacaridos, monosacaridos y polioles fermentables).

Alimentos ricos en histamina (queso estacionado, embutidos, conservas, chucrut, etc.).
Alimentos liberadores de histamina (frutilla, papaya, vino, kiwi, anana).

Tiramina (queso estacionado, pescado en vinagre).

Cafeina.
Teobromina (chocolate).
Feniletilamina (chocolate).

Farmacologico. .
a-solanina (papas).

TRPVI y TRPAI agonistas (especias, capsaicina, ajo, cebolla, jengibre, wasabi, pimienta).

Glutamato monosadico.
Alcohol.
Serotonina(tomate, banana).
Triptamina (tomate, ciruela).

- Infecciones gastritis/enteritis.
Toxicas.

Intoxicacién con histamina (sindrome escombroide por pescados, quesos).

Infecciones/posinfecciosas urticaria aguda.

Sobrecrecimiento bacteriano, fingico.
Insuficiencia pancredtica.

Rinitis gustatoria.

Sindrome auriculotemporal.

Otras. Estrés/ ansiedad.

Reacciones psicogenas (fobias, aversion alimentaria).

Sindrome de intestino irritable.
Reflujo gastroesofagico.
Ulceras pépticas, desoérdenes dispépticos.

Alteraciones anatémicas (hernia hiatal, estenosis pilérica, enfermedad de Hirschsprung, fistula traqueoesofégica).

Sindrome carcinoide.

- Aparato cardiovascular: taquicardia (ocasionalmen-
te bradicardia en anafilaxia), hipotensidn, pérdida de
conciencia.

- Otros: pérdida de conocimiento, convulsiones.

En el examen fisico se deberdn buscar signos de rinitis,
asma, dermatitis atdpica; y se debe evaluar el estado nutri-
cional (crecimiento pondoestatural).

Debemos considerar diagnésticos diferenciales (Tabla
2)H,

El valor de la historia clinica es indiscutible; sin embargo,
puede sobreestimar la presencia de AA, por lo que se re-
quieren mds pruebas para confirmar el diagndstico. Una
historia clinica detallada centrada en la reaccién alérgica
permitird estimar la probabilidad pretest de que el pacien-
te tenga una AA, lo que facilita la toma de decisiones cli-
nicasy terapéuticas''.

3.ALERGIA IGE MEDIADA

3.1. IGE ESPECIFICA Y PRUEBAS CUTANEAS DE
ALERGIA SKIN PRICK TEST

A partir del mecanismo inmunoldgico sospechado lue-
go de realizar una minuciosa historia clinica, surge la de-
cisién de los estudios complementarios adecuados para
confirmar el diagnéstico (Tabla 3). Ante la sospecha de
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reaccion mediada por IgE, se requiere evidencia de sensi-
bilizacién, es decir presencia de IgE especifica para el alér-
geno alimentario involucrado, ya sea mediante SPT o me-
dicidn de valores de IgEs, IgE especifica para componen-
tes de los alérgenos (diagnéstico molecular) y menos ac-
cesible para la practica clinica el BAT (test de activacién
de baséfilos, por sus siglas en inglés) 11

Los resultados positivos (SPT 2 3 mm o IgEs = 0,35
kU/1) tienen poca especificidad para la interpretacién cli-
nica de las AA, aproximadamente la mitad de las personas
sensibilizadas son capaces de tolerar el alimento sin reac-
cién'. Una de las razones puede explicarse por la reactivi-
dad cruzada del alérgeno y/o por adquisicién de toleran-
cia durante la infancia®.

Niveles elevados de IgEs para un alimento, tienen mayor
probabilidad de asociarse a reactividad clinica, muchos
estudios han definido umbrales con un valor predictivo
positivo (VPP) del 95% (Tabla 4). Aunque estos pun-
tos de corte pueden ser muy ttiles para diagnosticar AA,
tienen muchas limitaciones. Estas pruebas por si solas no
son definitivas, y no es raro que los pacientes toleran un
alimento incluso con resultados de SPT y la IgEs marca-
damente elevadas.'® Atin asi, los puntos de corte del VPP
del 95%, asociados a una clinica compatible, pueden con-
firmar el diagndstico de alergia alimentaria. Los puntos
de corte del valor predictivo negativo (VPN) del 50% sig-
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TABLA 3.
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Test diagnésticos para IgE mediadas

Justificacion/resultados

SPT con extracto.

El tamafio de la roncha refleja la cantidad de mediadores de mastocitos después de la estimu-
lacion con alérgeno

SPT con alimento fresco (prick to prick).

El tamafio de la roncha refleja la cantidad de mediadores de mastocitos después de la estimula-
cion con alérgeno El uso de alimentos frescos puede aumentar la sensibilidad de las pruebas, ya
que los alimentos frescos contienen alérgenos que pueden destruirse o excluirse durante la pre-
paracién de extractos de alérgenos (p. ej. alérgenos termolabiles o alérgenos lip&filos).

IgEs para alérgenos.

La concentracion de IgE en el suero refleja la cantidad de anticuerpos IgE circulantes dirigidos
al alérgeno analizado.

IgEs para componentes de alérgenos.
Estudio molecular por microarrays

La IgE frente a componentes alérgenos especificos que han demostrado ser clinicamente rele-
vantes puede ser mas especifica que IgE a extractos alérgenos completos. El estudio por microa-
rrays puede detectar la reactividad alérgica de un paciente ante 85 a 268 componentes molecu-
lares presentes en alimentos y numerosos polenes. El diagnéstico basado en componentes per-
mite determinar con mayor precisiéon qué cantidad de casos se pueden tratar con inmunotera-
pia y cudl ha de ser la composicién de la inmunoterapia.

Test de activacion de Basoéfilos (BAT)

La proporcion de basofilos activados por alérgenos in vitro refleja la cantidad de mediadores
liberados por los basofilos circulantes después de la estimulacién con alérgenos. Es funcional,

la prueba utiliza los basoéfilos del propio paciente y detecta el efecto de la union alérgeno-IgE.

nifican 50% o menos de posibilidad de que el paciente re-
accione ante un desafio oral'”. Por otra parte, es importan-
te sefialar que el nivel de positividad no predice el umbral
de reaccién o la gravedad'®.

Los valores de corte de diagndstico han variado amplia-
mente en diferentes estudios, presumiblemente debido a
diferencias en las poblaciones de pacientes, la prevalencia
de la enfermedad y regiones geogréficas''. Los umbrales de
SPT e IgEs también pueden depender de la edad y hay in-
formacién limitada en nifios menores de 2 afos. Los valo-
res de corte predictivos son menores en ninos pequenos
y niveles mds bajos de IgE especifica para un alérgeno ali-
mentario puede tener mayor probabilidad de alergia clini-
ca, aumentando con la edad, siendo vélidos independien-
temente de los valores de IgE total"’.

En los pacientes con resultados de rango intermedio que
se encuentran entre el valor de VPN y VPP donde un
diagnéstico definitivo es dificil, a menudo se necesita
una prueba de provocacién oral (PPO) para confirmar el
diagnéstico.'

El SPT puede realizarse con alimentos frescos para au-
mentar la sensibilidad; esto es especialmente importante
para los alérgenos alimentarios que pueden no estar bien
representados en los extractos de alérgenos, como los alér-
genos ldbiles de los alimentos frescos, frutas y verduras y
alérgenos lipéfilos de la pasta de sésamo (tahini) o ciertos
frutos secos. La utilidad de las pruebas SPT y de IgE espe-
cificas puede verse obstaculizada por la calidad de extrac-
tos de alérgenos disponibles. La estandarizacién de extrac-
tos alérgenos es un aspecto importante para pruebas de
alergia confiables"".

La frecuencia de la reevaluacién depende de las alergias
alimentarias especificas y su historia natural; por ¢jemplo,
en la alergia a la leche de vaca o al huevo, que tienden a re-
solver més tempranamente en la vida, se recomienda una
reevaluacién més frecuente en la primera infancia. La eva-

luacién periédica de adultos con alergia alimentaria es me-
nos necesaria ya que es probable que la posibilidad de re-
solucién espontdnea sea baja. Una disminucién del nivel
de IgE sérica especifica a la cuarta parte del punto de de-
cisién diagndstica o mds del 50% en el tltimo ano indi-
can que el paciente puede estar superando la alergia ali-
mentaria a menos que haya experimentado alguna reac-
cién alérgica reciente; estos valores en conjunto con la cli-
nicay otros estudios resultan utiles a la hora de determinar
el momento mds adecuado para realizar un desafio oral y
evaluar tolerancia!”!8,

3.2. DIAGNOSTICO POR COMPONENTES.
ESTUDIO MOLECULAR MICROARRAYS

El progreso en el drea de biologia molecular y el desarro-
llo de tecnologias genéticas han conseguido identificar y
caracterizar alérgenos individuales a un nivel molecular,
lo que permiti6 el desarrollo de test de diagndstico mo-
lecular (diagnéstico por componentes), que mide niveles
de IgE especifica contra proteinas alergénicas individua-
les®. Estos tests mejoran la precisién diagnéstica de aler-
gia alimentaria mediada por IgE, principalmente en casos
de alergia a mani y avellana'’, ayudan a estratificar el ries-
go clinico asociado con un patrén de sensibilizacién espe-
cifico, aunque la especificidad y sensibilidad no son lo su-
ficientemente confiables como para reemplazar al PPO%.
El diagndstico molecular de la alergia mediante mzicroarrays
es un complemento diagnéstico de las pruebas cutdneas y
otras técnicas iz vitro como las técnicas seroldgicas. Con la
técnica diagndstica de microarrays se consigue diferenciar la
sensibilizacién frente a distintas proteinas, recombinantes
o naturales purificadas, que pueden estar presentes en ali-
mentos vegetales y pdlenes, en dcaros y mariscos o en aves y
huevos. En pacientes sensibilizados al polen, donde la IgEs
a alérgenos con reaccién cruzada como a los vegetales o los
frutos secos pueden dar lugar a un resultado falso positivo,
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TABLA 4. Valores de corte de pruebas para alergias alimentarias IgE mediadas.

Alimentos IgE Especifica (95% VPP)

IgE Especifica (50% VPN)

Prueba de Puncién Cu-
tanea (95% VPP)

*
Leche de vaca &lt;br> Infantes <2 afios: 5 kU/L

15 kU/L (también se reporté 32) 2 KUIL

>8 mm &lt;br> Infan-
tes <2 afios: 6 mm

7 kU/L &lt;br> Infantes

>7 mm &lt;br> Infan-

*
Huevo <2 afos: 2 kU/L 2 kUL tes <2 anos:4-5 mm

2 kU/L si hay historial de reac- .
Mani 15-34 KU/L cién &lebr> 5 KUIL si no hay his- —o MM &ltbr> Infantes

. - <2 afos:4 mm

torial de reaccién
Pescado 20 kU/L >8 mm
Frutos secos 20 kU/L 28 mm para nuez &ltbr>

>12 mm para anacardo

Sésamo 50 kU/L (86% VPP) >8 mm

la IgE especifica al extracto alérgeno puede corresponder a
una sensibilizacién sin relevancia clinica''.

El estudio por microarrays, con equipos disponibles
ALEX o IMMUNOCAP puede detectar la reactividad
alérgica de un paciente ante 85 a 229 componentes mole-
culares presentes en alimentos, proteinas vegetales (profili-
nas), proteinas transportadoras de lipidos (LTPs) y nume-
rosos pélenes, fundamentalmente. El diagnéstico basado
€n componentes permite determinar con mayor precisiéon
qué cantidad de casos se pueden tratar con inmunotera-
piay cudl ha de ser la composicidn de la inmunoterapia'’.

3.3.TEST DE ACTIVACION DE BASOFILOS (BAT)
Los test celulares parecen ofrecer mayor sensibilidad y es-
pecificidad que los test convencionales para diagndstico de
AA mediada por IgE. El BAT mide la expresién de marca-
dores de activacién en la superficie del baséfilo estimula-
do con alérgenos por citometrfa de flujo?'. Ha sido pro-
puesto para minimizar el riesgo de reacciones severas en
los test de provocacion, siendo propuesto como test alter-
nativo al PPO.?? Ante resultados dudosos en los test con-
vencionales que miden sensibilizacién, el BAT efectiva-
mente discrimina nifios con alergia clinica de nifios sensi-
bilizados pero tolerantes, en casos de alergia a maniy leche
de vaca®. En estos casos el BAT podria usarse como segun-
do paso para disminuir la necesidad de desaffo oral. La uti-
lidad clinica del BAT es promisoria para el diagnéstico y
manejo de AA mediada por IgE, pero en la actualidad su
utilidad clinica se ve limitada por su alta demanda técni-
ca (requiere células vivas y equipo de citometrfa de flujo) y
por la necesidad de estandarizacién de la analitica.*

4.ALERGIA NO MEDIADA POR IGE

Si de una historia clinica detallada surge la sospecha de
alergia alimentaria no mediada por IgE, la dieta de eli-
minacidn y posterior reintroduccidon del alimento per-
manece como gold standard para confirmar el diagnés-
tico.”> En estos casos los sintomas son tipicamente tar-
dios, desde horas a semanas luego de la ingesta del ali-
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mento responsable y principalmente involucran el trac-

to gastrointestinal*®%’.

4.1.TEST DE PARCHE

El diagndstico de AA no IgE mediada generalmente se
basa en las caracteristicas clinicas bien definidas de los
diferentes cuadros y en la mejorfa sintomdtica luego de
la dieta de exclusidn, seguida por la confirmacién con la
prueba de provocacidn positiva. Dicho proceso diagnds-
tico no estd respaldado por las cldsicas pruebas, como en
las IgE mediadas, SPT e IgEs, que suelen ser negativas. Por
esta razén, se ha propuesto la prueba del parche atépico
(PPA) como herramienta para el diagndstico de estos pa-
cientes®. El resultado positivo del PPA se correlaciona con
la infiltracidn de células Th2 especificas del alérgeno, que
secretan interleucina 4 y 13 alas 24 horas después de la co-
locacién del parche, y las 48 horas posteriores, se produ-
ce un cambio hacia un patrén Thl con la secrecién de in-
terferén gamma, evidenciando la reaccién retardada tipo
IV, en lugar de una reaccién inmediata tipo I como ocu-
rre en el SPT.

La PPA podria resultar util principalmente en reacciones
retardadas y/o mixtas, con sintomas gastrointestinales
no IgE mediados, dermatitis atdpica, esofagitis eosinofi-
licas, y en pacientes que presentan cuadros no tan defi-
nidos, relacionados con trastornos en la motilidad gas-
trointestinal (dolor abdominal, llanto persistente, regur-
gitacién, vomitos, diarrea crénica o estrefiimiento). Sin
embargo, su precision diagndstica sigue siendo contro-
vertida y no se utiliza de forma rutinaria, debido a la fal-
ta de un proceso estandarizado y la amplia variabilidad
en la sensibilidad y especificidad de los resultados en es-
tudios previos®. Por este motivo, se ha realizado una re-
visién sistemdtica publicada recientemente, con el objeti-
vo de evaluar la precisién diagnéstica de la PPA en com-
paracién con el gold standard del diagndstico, la PPO, en
nifios afectados por AA gastrointestinales no mediadas
por IgE, incluyendo alergia a la proteina de leche de vaca
(APLV). En esta revisidn fueron incluidos tanto los cua-
dros clinicos clésicos no mediados por IgE como los tras-



4

=

W AAIC

tornos de la motilidad inducidos por alimentos. Esta re-
vision sistemdtica sugiere que la PPA puede ser una he-
rramienta util para diagnosticar AA no IgE mediadas,
especialmente en nifios con trastornos de la motilidad
gastrointestinal inducida por alimentos y sobre todo en
APLV. 3

A pesar de estos resultados favorables para la PPA, es im-
portante enfatizar que los falsos positivos pueden deter-
minar tratamientos con dictas inadecuadas con probable
impacto en la nutricién y calidad de vida de los pacientes
y sus familias. Su empleo deberd ser utilizado con extre-
ma precaucién, por manos expertas y siempre confirman-

do con PPO.

4.2 LABORATORIO EN AA NO IGE MEDIADA

En todos los casos que se asocien con otras enfermedades
alérgicas como dermatitis atépica, asma, en casos de pre-
sencia de sintomas inmediatos tras ingerir el alimento o en
casos graves se sugiere evaluar niveles de IgE especifica’,
principalmente antes de reintroducir el alimento®?2. En
el sindrome de enterocolitis inducido por proteinas de ali-
mentos (SEIPA), hasta un 30% de pacientes pueden pre-
sentar niveles elevados de IgE especifica al alimento res-
ponsable, por lo que en estos casos puede considerarse el
dosaje de IgE especifica’.

La AA no mediada por IgE Incluye un espectro de des-
4rdenes que predominantemente afectan el tracto gas-
trointestinal y como consecuencia pueden haber hallazgos
anormales de laboratorio®. En el SEIPA es prominente la
leucocitosis con neutrofilia, y puede haber anemia mode-
rada, hipoalbuminemia aguda y en casos severos metahe-
moglobinemia y acidosis metabdlica®. En nifios con proc-
tocolitis, los hallazgos anormales de laboratorio son infre-
cuentes o leves y pueden incluir anemia, eosinofilia en san-
gre periférica e hipoalbuminemia?*'.

Ante sospecha de enfermedad pulmonar crénica induci-
da por APLV (sindrome de Heiner, hemosiderosis pulmo-
nar), deben evaluarse anticuerpos precipitantes contra la
proteina de leche de vaca en suero®.

5.AA MECANISMOS MIXTOS

En pacientes con dermatitis/eccemas, donde el mecanis-
mo inmune subyacente es mixto, la sensibilizacién a alér-
genos alimentarios es frecuente cuando la DA es de mo-
derada a severa®. En caso de reacciones de comienzo in-
mediato, los test que detectan IgE especifica a alimentos
seleccionados identificados por una historia clinica cui-
dadosa pueden ser usados para reconocer el o los alimen-
tos responsables. En las reacciones tardfas, estos test son
innecesarios®.

En pacientes con DA debemos sospechar AA, teniendo
en cuenta que el alimento es un factor més que influye en
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la inflamacidn, resultado de una barrera cutinea disfun-
cional que predispone a la sensibilizacién con alérgenos.
Reacciones inmediatas no eccematosas, mediadas por IgE
comienzan dentro de las 2 hs de la ingesta y duran entre
30 y 150 minutos. Los pacientes presentan sintomas cuta-
neos como flushing, urticaria/angioedema, sintomas respi-
ratorios, digestivos, cardiovasculares, neurolégicos o ana-
filaxia. Reacciones tardias o no IgE mediadas que ocurren
después de las 6 a 48 hs de la exposicién al alérgeno ali-
mentario producen una exacerbacién de la dermatitis até-
pica, y son una reaccién eccematosa retardada. También
podemos observar reacciones mixtas: comienzan con re-
acciones inmediatas a la ingesta y son seguidas por exacer-
bacién de la DA%,

Los trastornos gastrointestinales eosinofilicos se asocian
frecuentemente con atopia y presencia de enfermedades
atdpicas como DA, rinitis y/o asma. En estos casos pue-
den hallarse valores elevados de IgEs a alérgenos alimen-
tarios aunque no signiﬁca que €sos sean los alérgenos gati-
llantes”. En estos cuadros eosinofilicos pueden encontrar-
se valores alterados en el laboratorio como cosinofilia pe-
riférica, eritrosedimentacién y proteina-C reactiva eleva-
das, y segtin la porcidn del tracto gastrointestinal afectado,
puede haber malabsorcién con anemia por deficiencia de
hierro y/o enteropatia perdedora de proteinas que se ma-
nifiesta como hipoalbuminemia’.

6. PRUEBAS DE PROVOCACION

La PPO controlada o “desafio” es una prucba estdndar y
precisa, utilizada para el diagndstico de certeza de alergias
alimentarias®. Este procedimiento consiste en la incorpo-
racion del alimento fresco iniciando por via oral ¢ incre-
mentando la dosis progresivamente cada 30 minutos hasta
alcanzar la dosis tolerada o planificada. Se deja al pacien-
te en observacién durante 2 horas posteriores y se evalian
posibles reacciones cutdneas, respiratorias o digestivas an-
tes de darle el alta. Si estas aparecieran en este lapso de
tiempo, la prueba se confirma como una respuesta inme-
diata positiva. En caso de ser negativo se da por finalizada
la prueba con la indicacién de continuar con la incorpo-
racién del alimento sin cambiar ningtin otro componente
de la dieta, y aguardar la respuesta tardia hasta completar
las 48 hs del enfrentamiento. Si luego de este tiempo no se
observan sintomas en el paciente, se considerard a la prue-
ba de provocacién negativa y se descarta el diagndstico, o
por el contrario si aparecen sintomas sugestivos de alergia
se confirma con total certeza.

Esta prucba debe ser realizada por profesionales entrena-
dos, en un ambiente controlado, preferentemente en un
medio hospitalario, por la posibilidad de complicaciones
que requieran la intervencién de un equipo médico entre-
nado y una complejidad para revertir una reaccién sistémi-
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ca. Estas podrian ser de variable severidad, desde un brote
urticariano hasta una anafilaxia con compromiso de la via
aérea (0,8-1% de los casos).

Existen diferentes protocolos para realizar la confron-
tacién con el alérgeno previamente excluido. El desa-
fio con Alimentos Doble Ciego Controlado con Placebo
(DBPCECQ) es la prucba mas precisa gold standard para
diagnosticar la AA. Sin embargo, debido a los costos y al
tiempo de este procedimiento, en la practica clinica los de-
saffos de alimentos simples ciegos y abiertos son los mas
frecuentemente utilizados®.

6.1. ;CUANDO INDICAMOS UNA PRUEBA DE
PROVOCACION CONTROLADA?

La PPO sec indica para confirmar o excluir en tltima ins-
tancia el diagndstico de AA cuando las IgE especificas
y pruebas cutdneas son dudosas, negativas o no conclu-
yentes, cuando estd la probabilidad de tolerar el alimen-
to de acuerdo con la historia del paciente y en protoco-
los de investigacion. Es el método recomendado para es-
tudiar sintomas subjetivos (incluyendo dolor abdomi-
nal, prurito oral, migrana o molestias articulares) o cuan-
do se investigan reacciones tardfas o sintomas crdénicos
(dermatitis atdpica, reacciones digestivas aisladas o urti-
caria crénica).

Los desafios abiertos suelen ser el primer enfoque en la
practica clinica, particularmente cuando se sospechan re-
acciones agudas mediadas por IgE con signos objetivos y
cuando la probabilidad de un resultado negativo es alta.
También son apropiados en ninos pequenos con reaccio-
nes de tipo inmediato que tienen menos probabilidades de
tener reacciones psicolégicas y en pacientes con sindrome
de alergia oral relacionado con el polen, ya que es dificil
cegar frutas y verduras y mantener su alergenicidad.®
Cualquier protocolo implica algin nivel de riesgo para el
paciente y es importante considerar la gravedad potencial
de una reaccién antes de emprender el desafio y evaluar a
cada paciente en particular. Muchas familias a las que se
les ofrece pueden rechazarla por temor al procedimiento
o falta de apreciacién de los beneficios, con lo cual hay que
realizar el asesoramiento adecuado, otorgar toda la infor-
macién necesaria para la confianza y la predisposicion del
paciente y su familia. Ello sumado a que ¢l procedimiento
requiere tiempo, elevado costo y conlleva un riesgo poten-
cial para el nifo.’

6.2. ZQUETEN EMOS QUETENER EN CUENTA
ANTES DE INDICARLA?

Los criterios de exclusién para la PPO pueden incluir una
historia reciente de anafilaxia al alimento especifico que se
va a probar, resultados de la prueba por encima del 95%

138

4

®

W AAIC

de los puntos de corte del VPP, infecciones agudas, angi-
na de pecho inestable, enfermedad atdpica crénica e ines-
table, embarazo y uso de medicamentos que pueden en-
mascarar, mejorar o perjudicar el tratamiento de una reac-
cién. Estos medicamentos incluyen antihistaminicos, neu-
rolépticos, AINE, inhibidores de la ECA, corticoides ora-
les (més de 5 mg por dia) y betabloqueantes. Los agonistas
b2-inhalados y los corticoides tépicos podrian continuar
si se mantienen en un nivel fijo, ya que la interrupcién de
estos medicamentos puede poner en peligro la interpreta-
cién del resultado del desafio.

7.METODOS NO VALIDOS PARA EL
DIAGNOSTICO DE AA

Existen numerosas prucbas que pretenden ser de utilidad
en el diagndstico de alergia mediada por IgE; por ejem-
plo, el dosaje de IgG o subclases de especifica para el ali-
mento, estudios genéticos de saliva. Sin embargo, les fal-
ta evidencia y validacién rigurosa para respaldar su uso.
No existe ninguna justificacidn y existen cuestiones éti-
cas en torno a la realizacidn de tales estudios. Dado que
el uso de pruebas no validadas a menudo se realiza sin
evaluacién clinica previa y sin diferenciacién entre aler-
gia o intolerancia alimentaria mediada por IgE, mixta y
no mediada por IgE, el uso de tales pruebas conlleva ries-
gos significativos, a saber, restricciones dietéticas innece-
sarias que pueden estar asociadas con compromiso die-
tético, aumento de costos y reduccién de la calidad de
vida; y por el contrario, la liberacidn dietética puede es-
tar asociada con una posible exposicidn a los alérgenos

culpables'’.
8. CONCLUSIONES

La historia clinica es clave para el diagndstico AA. Con la
sospecha de AA mediada por IgE, tanto los SPT como las
IgEs para el alimento sospechoso nos van a evidenciar sen-
sibilizacién y sobre la combinacién de la historia con los
resultados de las pruebas, se determinard si se requiere una
PPO para precisar el diagndstico. La PPO es mandatoria
en los casos de sospecha AA no IgE mediadas luego de una
dieta de evitacién con resolucién de la sintomatologfa. Las
PPO son el gold estindar para el diagndstico de AA. Es ex-
tremadamente importante hacer un diagndstico correcto
de AA, para evitar por un lado el subdiagndstico y el ries-
go de vida por exposicion al alérgeno causal, y por otro el
sobrediagndstico a fin de no realizar dietas restrictivas in-
necesarias, no solo por el empeoramiento de la calidad de
vida sino también por el riesgo nutricional especialmente
en pacientes pedidtricos.
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ARTICULO DE REVISION

REACCIONES ADVERSAS A MEDICAMENTOS DE
ORIGEN INMUNOLOGICO EN PACIENTES VIH
POSITIVOS. REVISION DEL TEMA

Adverse drug reactions of immunological origin in HIV-positive

patients. Topic review

Jairo Mufioz Cerén'? Jorge Hernéan Piraquive Vallejo?, Jaime Yepes Alzate?, Edgar Ochoa Brito?,
Carlos Hernan Quintero Bejarano, Santiago Sénchez Pardo®

RESUMEN

La terapia antirretroviral ha permitido disminuir la mortalidad y las comorbili-
dades asociadas a la infeccidn por VIH; sin embargo, las reacciones adversas, en
especial las Tipo B, de origen inmunoldgico a la TAR, como a farmacos de uso
rutinario como trimetoprima sulfametoxazol, itraconazol o antifimicos, son de
10 a 100 veces méds frecuentes en pacientes VIH. Factores genéticos, la presen-
cia de coinfecciones, la polifarmacia, la deficiencia de glutatidn v la actividad de
la proteina Tat pueden contribuir en su presentacién clinica. Las manifestacio-
nes cutdneas son las mds frecuentes, principalmente con exantemas morbilifor-
mes, con resolucién en la mayorfa de los casos bajo manejo farmacoldgico; no
obstante, otros tipos menos frecuentes de reacciones adversas inmunomedia-
das (IM-ADR), pueden asociase a un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad.
Existen diversos mecanismos asociados a la presentacién de las IM-ADR, los
cuales se basan en la clasificacion de Gell y Coombs. El diagndstico clinico es
una herramienta vital cuando se sospecha de IM-ADR,; adicionalmente, existen
pruebas de uso en alergologia que pueden apoyar el abordaje clinico y aun-
que su utilidad es de bajo uso en nuestro medio, se encuentra evidencia cien-
tifica de la utilidad de los protocolos de desensibilizacién para los casos indi-
cados. EI conocimiento de las IM-ADR en el contexto de la infeccién por VIH,
facilita la deteccién temprana de cuadros clinicos graves como de aquellos en
los que, bajo el manejo farmacoldgico y observacién, no se encuentra indica-
do el cambio de TAR.

Palabras clave: hipersensibilidad a las drogas, erupciones por medicamen-
tos,VIH- 1, terapia antirretroviral altamente activa.

ABSTRACT

Antiretroviral therapy has allowed diminishing mortality and comorbidities as-
sociated to HIV infection; however; side effects, especially Type B from immuno-
logical origin to ART, and those associated to routinely used drugs such as tri-
methoprim, sulfamethoxazole, itraconazole or antifungals, are up to 100 times
higher in frequency in HIV patients. Genetic factors, coinfections, polypharmacy,
glutathione deficiency, and Tat protein activity may contribute to its clinical on-
set. Cutaneous manifestations are the most frequent, mainly morbilliform rash,
which heals in most cases after and comprehensive pharmacological approach;
however, other less frequent types of adverse reactions of immunological ori-
gin, IM-ADRs, may be associated with a significant likelihood of morbidity and
mortality. There are several mechanisms based on the Gell and Coombs clas-
sification that allow the presentation of IM-ADRs. Clinical diagnosis is a funda-
mental tool when IM-ADRs is suspected; nevertheless, there is evidence using
desensitization protocols and immune resources to lean clinical approach and
to treat specific cases. Understanding IM-ADRs in the context of HIV infection
will facilitate early detection of life-threatening clinical presentations as well as
those in which a change in ART could be put off under proper pharmacologi-
cal management and observation.

Keywords: drug hypersensitivity, drug eruptions, VIH-1, highly active antiretro-
viral therapy.
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INTRODUCCION

Lainfeccién por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH) es considerada como una de las principales pande-
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mias de la humanidad. En promedio, 1,5 millones de per-
sonas contrajeron la infeccién por el VIH en 2022'. En
Colombia se diagnosticaron 12.919 casos de VIH en el
mismo afio’. Gracias a la Terapia Antirretroviral (TAR) la
mortalidad y las comorbilidades en los pacientes VIH po-
sitivos han disminuido en el mundo, llevando a considerar
esta enfermedad como una patologfa crénica y tratable'.
Sin embargo, las Reacciones Adversas a los Medicamentos
(RAM) son frecuentes en los pacientes que reciben la
TAR®; factores genéticos, la presencia de coinfecciones
o infecciones latentes, la polifarmacia, el grado de inmu-
nosupresion, alteraciones metabdlicas y la actividad de la
proteina viral Tat pueden contribuir en su presentacién®.
Las RAM se pueden clasificar en 2 tipos. Las Tipo A son
las més frecuentes, son predecibles y estdn en relacién con
las propiedades intrinsecas del medicamento. La gran ma-
yorfa se producen como resultado de un aumento en la ac-
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cién farmacoldgica del medicamento cuando se adminis-
tra a la dosis terapéutica habitual’. Las Tipo B, son reac-
ciones que no se relacionan con las acciones farmacold-
gicas del medicamento y, por tanto, son impredecibles.
Excepcionalmente son dosis dependientes y con una mor-
bimortalidad superior a las de Tipo A. Dentro de este tipo
estdn las reacciones de hipersensibilidad (RH) mediadas
por mecanismos inmunolégicos, las cuales se evidencian
en aumento’.

Las Reacciones Adversas a Medicamentos Inmunomediadas
(IM-ADR, del inglés, immune-mediated adverse drug re-
actions) son un subtipo de RAM Tipo B que, usualmen-
te, se presentan en las primeras seis semanas de iniciado el
farmaco y son de 10 a 100 veces mas comunes en pacien-
tes con VIH, con un predominio de manifestaciones cutd-
neas, principalmente, con exantemas morbiliformes, con
resolucidn en la mayoria de los casos bajo manejo farmaco-
légico. No obstante, otros tipos menos frecuentes de IM-
ADR pueden asociase a un mayor riesgo de morbilidad y
mortalidad®’. Vale la pena mencionar que existen diversos
mecanismos asociados a la presentacion de las IM-ADR,
los cuales se basan en la clasificacion de Gell y Coombs™.
En nuestro medio se desconoce ¢l comportamiento epide-
mioldgico de las IM-ADR, a pesar de que en la consulta
médica se observan con frecuencia. El objetivo de esta re-
visidn, por tanto, es dar a conocer aspectos basicos y clini-
cos de las IM-ADR asociadas a la TAR, como a otros fir-
macos de uso rutinario en pacientes VIH.

FACTORES ASOCIADOS CON IM-ADR

GENETICOS

Las causas de las IM-ADR en los pacientes VIH son multi-
factoriales. Desde el contexto genético existen haplotipos
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) aso-
ciados con sindrome de hipersensibilidad a medicamentos
(DHS del inglés, drug hypersensitivity syndrome). El més
estudiado es la asociacién entre abacavir con el antigeno
leucocitario humano (HLA, del inglés Human Leukocite
Antigen) BS701", pues cerca del 5% de los pacientes que
reciben abacavir presentan manifestaciones clinicas como
fiebre, escalofrios, nduseas, vémito, exantema, astenia, ta-
quipnea, faringitis, tos, alteraciéon en pruebas de funcién
hepitica, entre otras'’. Estos sintomas se resuelven en pro-
medio a las 72 horas después de suspendido el formaco. La
asociacién de Sindrome de Stevens Johnson o de necréli-
sis téxica epidérmica (SJS/TEN) con abacavir es baja. La
reexposicién a abacavir estd contraindicada dada su aso-
ciacién con hipotensién fatal asociada a anafilaxia'? Es
importante mencionar que en Colombia la prevalencia
del HLA-BS701, de acuerdo con el estudio de Martinez
et al., varfa en un rango entre 0-11,4%, dependiendo del
departamento de origen, siendo la prevalencia ms alta en
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Caldas®. Por otra parte, el HLA-B35 se encuentra asocia-
do a hipersensibilidad con nevirapina. Aproximadamente,
entre el 6y el 21% de los pacientes que la reciben experi-
mentan exantema, fiebre o hepatitis’®. En casos de mani-
festaciones cutdneas de hipersensibilidad en pacientes que
reciben nevirapina o efavirenz el alelo HL A-DRBI*01 tie-
ne una asociaciéon importante'®. El alelo HLA-B*1301 se
encuentra asociado con DHS a dapsona, se pueden encon-
trar diversos sintomas como fiebre, manifestaciones cuté-
neas moderadas a severas como SJS/TEN; adicionalmen-
te, existe asociacion con nefritis, falla renal, inclusive ries-
go de mortalidad con un rango entre €1 9,9-12,5%".

INMUNOLOGICOS

Una reaccién de hipersensibilidad puede ocurrir si se pre-
senta exposicién a un agente causal en un individuo sus-
ceptible. En las IM-ADR puede existir el mecanismo de
activaciéon inmunolégica con presentacion antigénica cld-
sica, generando memoria inmune; sin embargo, en los ca-
sos en donde no existe una exposicién antigénica pre-
via o sensibilizacidn, se presenta, segiin el modelo pro-
puesto por Pichler y colaboradores, una interaccién cru-
zada, no covalente, de un firmaco con un receptor espe-
cifico como el receptor de las células T (TCR) o con el
miembro X2 del receptor acoplado a proteina G relacio-
nado con Mas, proteina que en humanos estd codificada
por el gen MRGPRX2, el cual es més abundante en mas-

16, Posterior a esta interacciéon se desen-

tocitos cutdneos
cadena una respuesta inflamatoria no adaptativa indepen-
diente de inmunoglobulina E (IgE). Esta teoria es conoci-
da como interaccién farmacolégica (Pi, del inglés pharma-
cological interaction)'"'®.

Otro mecanismo de generacién de hipersensibilidad es la
haptenizacién, que se define como la unién no covalente
entre proteinas del huésped a diversos firmacos que por
su pequefio tamaio (menor de 1000 daltons) no gene-
ran una respuesta inmune. Las proteinas haptenizadas po-
drian ser degradadas intracelularmente por via proteaso-
mal o lisosomal y los péptidos generados, expuestos en la
superficie de células presentadoras de antigeno para su re-
conocimiento por células efectoras’. Ademds, las protei-
nas pueden ser secretadas en estructuras microvesiculares,
que, a su vez, son reconocidas igualmente por células efec-
toras. Este mecanismo es considerado en la generacidn de
IM-ADR, como es el caso de trimetoprima sulfametoxa-
zol y abacavir®.

Por otra parte, la hipdtesis de la sefial de peligro propues-
ta por Matzinger, en 1994, establece que, junto al proce-
so inflamatorio producido por un fdrmaco, la infeccién la-
tente por virus de la familia herpes, como el Epstein bar,
herpes 6y 7, se puede asociar con sindromes de hipersen-
sibilidad. Este ejemplo se ha demostrado en la asociacién
de esta coinfeccidn en pacientes que reciben trimetoprima
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sulfametoxazol y que presentan SJS/TEN?. La expresion
de proteinas virales en modelos murinos, como el caso de
Tat, asociada con apoptosis, disminucién de los niveles de
glutatién, puede incrementar la sensibilidad a metabolitos
toxicos de los firmacos; ademds, puede desencadenar una
respuesta inflamatoria con un mayor riesgo de reacciones
de hipersensibilidad*. Otra forma de sefial de peligro se
ha establecido con abacavir al demostrarse en un estudio
in vitro que a dosis suprafisioldgicas puede activar al infla-
mososma NLRP3 (NOD-Like Receptor Protein 3), protei-
na que genera la produccidn de interleucina-1p e interleu-
cina-18 ambas con actividad proinflamatoria®.

En pacientes VIH con reconstitucién inmunolégica se
puede adquirir tolerancia y no recurrencia de hipersen-
sibilidad a ciertos firmacos que, inicialmente, la genera-
ban, evidenciando de esta manera la importancia de los
linfocitos TCD4+ en este contexto®. Sin embargo, en
un estudio publicado recientemente no se encontré aso-
ciaciéon signiﬁcativa entre las IM-ADR con el recuento
de LTCD4+. Es importante aclarar que la poblacién en
este estudio fue pequer’lazs. En pacientes con infeccién por
VIH, la disminucién de LTCD4+ se asocia con un ma-
yor redireccionamiento de la respuesta hacia Linfocitos T
helper-2 con predominio de produccién de interleucinas
4y S junto con bajos niveles de interferén alfa (IFN-a),
que promueven un ambiente que favorece la producciéon
y262s

de Inmunoglobulina E (IgE)***, como de cotaxina y gra-
mzina, favoreciendo el reclutamiento, crecimiento y dife-
renciacién de eosindfilos. Los linfocitos TCD8+ son res-
ponsables de las lesiones bullosas presentes en los pacien-
tes con IM-ADR vy se encuentran implicados en los meca-
nismos de hipersensibilidad al abacavir?®.

El proceso de activacién inmune persistente en VIH, ca-
racterizado por la produccién de la proteina 10 induci-
da por interferén-y (IP-10), la monoquina inducida por
interferén-y (MIG), TNF-a, IL-6, IFN-« ¢ IL-10, junto
con niveles elevados de interferén-y, pueden incrementar
la presentacién antigénica de firmacos mediante la regu-
lacién del HLA y de moléculas coestimuladoras presentes
en células presentadoras de antigenos profesionales y no
profesionales®®3!. Se ha evidenciado en pacientes que ini-
cian la TAR, un aumento en la expresién de CD28 sobre
linfocitos B, incrementando su sobrevida y la estimulaciéon
antigénica. Adicionalmente, la pérdida de linfocitos T re-
guladores CD4+ CD25+ puede incrementar el disbalan-
ce funcional de LTCD8+, como se ha observado en pa-
cientes con reacciones adversas severas cutaneas a firma-

cos (SCARE) como en SJS y en TEN?,

METABOLICOS

En promedio, el 50% de los pacientes VIH que reciben
sulfametoxazol pueden presentar reacciones de hipersen-
sibilidad versus el 5% en poblacién VIH negativo. Existe
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evidencia de la disminucién de la actividad de glutatién
en pacientes con VIH, molécula antioxidante encargada
de prevenir el dafio tisular como de generar detoxificacién
de metabolitos reactivos y téxicos producidos por el meta-
bolismo de ciertos firmacos, que pueden estar asociados
a IM-ADR. En un estudio publicado por Wang ez 4/, so-
bre la enzima Glutamato Cisteina Ligasa subunidad cata-
litica (GCLC), la cual se encuentra involucrada en la bio-
sintesis de glutatidn, se evidencia que un polimorfismo de
esta enzima se asocia signiﬁcativamente con reacciones de
hipersensibilidad inducidas por sulfametoxazol. Por otra
parte, en modelos iz vitro de células infectadas por VIH
knockout para el gen GCLC, se encuentra una mayor sen-
sibilidad a metabolitos reactivos producidos por respues-
tas cito toxicas®,

Del 45 al 70% del sulfametoxazol es acetilado por N-acetil
transferasa a N-acetil sulfametoxazol y solo una pequena
fraccidén del sulfametoxazol es oxidada por el citocromo
P450 a hidroxilamina sulfametoxazol, el cual es un meta-
bolito reactivo que puede, espontdneamente, formar ni-
trosulfametoxazol, molécula que tiene la capacidad de
unirse de forma covalente a proteinas del huésped, cau-
sando toxicidad celular y generando sefiales de peligro que
activan la respuesta inmune®. Ademds, se ha evidenciado
que a mayor dosis profilictica de trimetoprima sulfame-
toxazol existe mayor riesgo de hipersensibilidad®.

MANIFESTACIONES CLINICAS
Y MANEJO DE LAS IM-ADR

Una anamnesis meticulosa sobre el inicio de sintomas y su
asociacién temporal con la administracién de un férmaco,
seguido por un examen clinico detallado en donde se de-
termine la morfologia y caracteristicas generales de las le-
siones en piel o mucocutdneas, ayudan a orientar un buen
diagndstico.

La presentacion clinica mds comun de las IM-ADR, en
cerca del 95% de los casos, son los exantemas morbilifor-
mes pruriginosos, simétricos, eritematosos y maculopapu—
lares, con afectacién predominante del tronco (4reas in-
tertriginosas), los cuales se presentan entre 7-14 dias des-
pués del inicio del tratamiento farmacoldgico y resuelven
al suspender la molécula implicada®. El exantema puede
estar acompanado de otros sintomas como fiebre, cefa-
lea, mialgias, artralgias, granulocitopenia, trombocitope-
nia y aumento de enzimas hepdticas. En los casos de exan-
tema morbiliforme, la exposicidn repetida al formaco des-
encadenante no siempre se asocia con la magnitud de la
reaccion inicial, especialmente si el tiempo de suspensién
es prolongado®, adicionalmente, alrededor del 50% los
exantemas morbiliformes leves a moderados resuelven es-
ponténeamente a pesar de la continuidad del uso del f4r-
maco implicado. En nuestra experiencia clinica el uso de
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TABLA |. Caracteristicas clinicas de la IM-ADR, mecanismos inmunolégicos y firmacos asociados.

Tipo de IM-ADR

Hallazgos clinicos

Mecanismos inmunoldgicos

Farmacos asociados

Exantema
morbiliforme

Exantema maculopapular, eritematoso.

Aparicion dias o semanas posterior al inicio
de la terapia, cominmente después de la se-
gunda semana.

Inflamacién eosinéfilica,
LTCD4+ helper 2.1L-4, IL-5,
IL-13, Eotaxina

Trimetoprima sulfametoxazol
Farmacos antituberculosos
Nevirapina, Efavirenz, Etravirina
Inhibidores de proteasa
Raltegravir, Elvitegravir,
Maraviroc

Abacavir
Tenofovir/Emtricitabina.
Cabotegravir

Eritema multiforme

Papulas en forma de iris, lesiones vesicoampo-
llosas en extremidades y mucosas.

Inicio de sintomas desde el dia 4 hasta la se-
mana 4 de inicio de la terapia.

Activacion de LTCD8+ y Natu-
ral Killer.

Trimetoprima -sulfametoxazol
Etravirina

Urticaria-Anafilaxia

Habones eritematosos, pruriginosos.
Angioedema.

Aparicion en las primeras 6 horas de exposi-
cion al farmaco asociado.

Degranulacién del mastocito y
baséfilo por interacciéon con el
receptor | para IgE.

Nevirapina, Efavirenz
Abacavir

Trimetoprima Sulfametoxazol.

Erupciodn fija
medicamentosa

Placas o maculas anulares oscuras, en ocasio-
nes ampollosas y con hipercromia residual.
Inicio de sintomas en dias a semanas (en la re-
exposicion puede aparecer en minutos)

Activacion de LTCD8+ intra
-epidérmicos con produccién
de INF- X y granulos citotoxi-
cos.

Trimetoprima sulfametoxazol

Vasculitis

Purpura palpable sobre extremidades en oca-
siones lesiones extensas asociadas a placas, ul-
ceras y ampollas.

Inicio de sintomas en 72 horas, puedo exten-
derse hasta |5 dias.

Interaccién de Antigenos con
anticuerpos y proteinas de
complemento, generando fago-
citosis y citotoxicidad.

Farmacos antituberculosos

Trimetoprima sulfametoxazol.
Dapsona

Enfermedad del Suero

Fiebre, Artralgias, Exantema,
No frecuente en adultos

Inicio de sintomas entre | a 3 semanas.

Formacién de complejos inmu-
nes con IgM e IgG, proteinas del
complemento. (C3)

Trimetoprima sulfametoxazol.

Sindrome de
Stevens Johnson

Lesiones tipo eritema multiforme que com-
prometen 2 o mas superficies mucosas. Des-
prendimiento de la piel menor del 10% de la
superficie corporal total.

Inicio de sintomas desde el dia 4 hasta la se-
mana 4 de inicio de la terapia.

Activacion de LTCD8+ y CD4+
con producciéon de gramzima,
perforina, granulosina, activa-
cién de FasL.

Trimetoprima sulfametoxazol
Farmacos antituberculosos
Nevirapina

Abacavir

Etravirina

Necrolisis toxica
epidérmica

Inicialmente se presenta eritema e incremen-
to de la sensibilidad en piel, posteriormente
eritema multiforme y lesiones necroticas que
progresan a desprendimiento de la piel mayor
de 30% de la superficie corporal total.

Activacion de LTCD8+ y CD4+
con produccién de gramzima,
perforina, granulosina, activa-
cion de FasL.

Trimetoprima sulfametoxazol
Farmacos antituberculosos
Abacavir

Enfermedad
hepatica inducida
por farmacos DILI
(Drug-induced
liver injury, por sus
siglas en inglés)

Ictericia, prurito, astenia, eosinofilia, fiebre, ele-
vacion de Fosfatasa alcalina o de Alanino ami-
no transferasa 2 veces del valor normal.

Inicio de sintomas desde el dia 4 hasta la se-
mana 4 de inicio de la terapia.

Activacion de LTCD4+y CD8+
con produccion de FaslL, FNT-X
y perforina.

Nevirapina

Maraviroc

Pirazinamida

Efavirenz.

Trimetoprim sulfametoxazol.
Dolutegravir

Cabotegravir

Syndrome DRESS
(Drug Reaction
with Eosinophilia
and Systemic
Symptoms, por sus
siglas en inglés),

Fiebre, exantema, linfa-adenopatia, eosinofilia,
alteracion de la funcionalidad hepatica o renal.

Linfocitos Atipicos.

Inicio de sintomas entre 2 a 4 semanas, mas
frecuente a las 2 semanas.

Activacion de LTCD4+ con
produccién de IL-4, IL-5, IL-13,
eotaxina.

Farmacos antituberculosos
Maraviroc

Abacavir

Dapsona

Trimetoprima sulfametoxazol.
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antihistaminicos orales y corticoides tdpicos, acompana-
dos de un seguimiento del paciente, permiten determinar
la continuidad del tratamiento, lo cual estd documentado
adicionalmente con trimetoprima sulfametoxazol®”. El
uso de corticoides sistémicos se contempla para los casos
de reacciones severas®.

En las reacciones urticariformes con o sin angioedema,
las cuales aparecen en las primeras 6 horas, con mayor fre-
cuencia en la primera hora de exposicién, estd indicado
como manejo la suspensién del firmaco por el riesgo de
anafilaxia. A parte de suspender el firmaco implicado, se
debe tener precaucidn con el riesgo de reaccidn cruzada
con firmacos de la misma familia como en el caso de nevi-
rapina y efavirenz®.

Recientemente, en Colombia, en una cohorte retrospecti-
va de 796 pacientes que presentaron cambios de la terapia
antiretroviral, el 56,4% por intolerancia, siendo ¢l estadio
3y la edad mayor de 50 afios factores protectores para el
cambio del TAR?.

La desensibilizacién es una estrategia importante que se
debe realizar de acuerdo con los protocolos estableci-
dos, pero que de igual manera se encuentra contraindica-
da en casos de reacciones severas. Su utilidad es bien do-
cumentada en reacciones de hipersensibilidad menores a
trimetoprima sulfametoxazol, itraconazol, fluconazol y
posaconazol®*%,

En los casos de reacciones con mayor compromiso clinico,
como en ¢l caso de eritema multiforme, erupcidn fija me-
dicamentosa, vasculitis, enfermedad del suero, SJS/TEN,
DILI (drug-induced liver injury, por sus siglas en inglés),
sindrome DRESS (Drug Reaction with Eosinophilia and
Systemic Symptoms, por sus siglas en inglés), existe la eviden-
cia de la importancia de suspender el firmaco asociado con
la reaccién, como aquellos estructuralmente relacionados™.
La polifarmacia se ha descrito como un factor de riesgo
para IM-ADR vy es definida como el consumo de més de
tres firmacos de forma simultdnea. En los pacientes con in-
feccién por VIH se considera como un escenario muy fre-
cuente, a pesar de contar con esquemas de TAR en mono-
dosis, debido a la presencia de comorbilidades como alte-
raciones del metabolismo dseo, enfermedad cardiovascular,
enfermedades psiquidtricas, coinfecciones como la tuber-
culosis, entre otras. En los casos de coinfeccidn con tuber-
culosis existe evidencia de una mayor frecuencia de reaccio-
nes de hipersensibilidad retardada con manifestaciones cu-
taneas, las cuales son observadas en 20% de los casos versus
un 1% de individuos VIH negativos. El firmaco mds aso-
ciado es la rifampicina, seguido por etambutol, pirazinami-
day, finalmente, por isoniacida. Los cuadros clinicos mds
frecuentes son el exantema morbiliforme, seguido de erite-
ma multiforme, urticaria y SJS/TEN®,

En la Tabla 1 se resumen los diferentes tipos de IM-ADR
que potencialmente se pueden presentar en pacientes con
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VIH, enfatizando en la presentacién clinica y tipos de far-
macos asociados:

AYUDAS DIAGNOSTICAS EN,
ALERGOLOGIAY PREVENCION
DE LAS IM-ADR

Para el diagnéstico de las IM-ADR existen pruebas
in vivo e in vitro. Las primeras incluyen la Prueba de
Provocacién Oral (PPO) que consiste en la administra-
cién controlada de un medicamento bajo la supervisidon
por parte de personal entrenado y en instituciones que
cuenten con un servicio de urgencia médica. Es conside-
rada como la prueba de oro en el diagndstico para de-
terminar el firmaco asociado a la reaccidn de hipersensi-
bilidad. Su realizacidn se recomienda en los casos en los
que es dificil contemplar una alternativa farmacolégica
de buena tolerancia y con similar efectividad. En cuadros
clinicos de DILTy SCAR (del inglés, severe cutaneous ad-
verse drug reactions) graves, se encuentra contraindicada.
Adicionalmente, esta prueba se debe realizar posterior a
la resolucién del cuadro clinico, entre 4 a 6 semanas®.
Otras prucbas, como la prueba de puntura, la intradermo-
rreaccion o la prueba de parche, se caracterizan por tener
menor riesgo de reacciones adversas y son de eleccién cuan-
do el paciente se encuentra en polifarmacia. En las reaccio-
nes de hipersensibilidad tipo 1 o mediadas por IgE, estan
indicadas las pruebas 77 vivo, con excepcidn de la prueba de
parche. La determinacién de IgE especifica se puede consi-
derar en estos casos, sin embargo, tiene baja sensibilidad y
es dificil encontrarla disponible en nuestro medio®.

En los casos de hipersensibilidad retardada, la intrader-
moreaccion se puede utilizar en casos de exantema mor-
biliforme, DRESS y/o en erupcién fija medicamentosa;
mientras que tiene baja sensibilidad en SJS/TEN, no estd
indicada en DILI ni en hipersensibilidad al abacavir, por
el riesgo de reacciones severas. La prueba de parche es de
utilidad en casos de exantemas morbiliformes, DRESS,
erupcién fija medicamentosa, hipersensibilidad al abaca-
vir, pero no estd indicado en DILI y en SJS/TEN dado
que tiene baja sensibilidad®.

Finalmente, otras prucbas como LT'T ({ymphocyte transfor-
mation test, por sus siglas en inglés), ELISpot (enzyme-linked
immunospot, por sus siglas en inglés), podrian tener utilidad
en el diagndstico de IM-ADR asociadas a hipersensibilidad
retardada; sin embargo, su alcance en el contexto clinico es
dificil y se limita en nuestro medio a la investigacién®.

CONCLUSIONES

En los pacientes con infeccidn por VIH se ha demostra-
do que las IM-ADR son de 10 a 100 veces mds comunes.
Multiples factores, que van desde la susceptibilidad gené-



;\\ v
" AAIC

tica, el grado de inmunosupresion, la deficiencia de glu-
tatidn, la presencia de coinfecciones como la tubercu-
losis o de infecciones latentes por los virus herpes 4, 6 y
7, ast como también la polifarmacia, la cual es observada
con mayor frecuencia en esta poblacién. Finalmente, exis-
te asociacion entre las IM-ADR y la actividad de la protei-
na viral Tat.

Las IM-ADR tienen diversos mecanismos de presenta-
cién y se fundamentan en la clésica clasificacién de reac-
ciones de hipersensibilidad propuesta por Gell y Coombs.
En la prictica clinica diaria se debe realizar una adecuada
anamnesis con la finalidad de establecer un buen diagnés-
tico sobre la posible presencia de la IM-ADR y, a su vez,
confirmar o descartar su diagnéstico.

Es necesario mencionar que existe contraindicacién abso-
luta de reiniciar terapia en los casos de hipersensibilidad
al abacavir, como en hepatotoxicidad por nevirapina o en
los casos de SJS y en TEN a otros firmacos. Asimismo, la
desensibilizacion estd indicada en los casos de hipersensi-
bilidad a trimetoprima sulfametoxazol, pero también estd
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RESUMEN

Los resultados de la evaluacion in silico permiten sugerir que la patogenici-
dad de las variantes se podria deber a su mayor afinidad por FAD y MTHF, lo
que disminuiria la disponibilidad de ligando para la variante normal, pero los
complejos formados serfan no funcionales debido a que las conformaciones
que adoptarian los ligandos unidos estdn lejos de las que permiten la interac-
cién requerida por la enzima. La disminucién de ligando libre vy la ineficiencia
de las conformaciones en las variantes patoldgicas determinarfan el déficit de
funcién observado en los pacientes.

En cuanto a NGN como inhibidor especifico, se descarta porque las energfas
de unién a la cavidad que une FAD y MTHF fueron positivas. En cambio, su
derivado por deglicosilacién, NRGNN, podria ocupar dicha cavidad en espa-
cios que ocuparia el MTHF. Sin embargo, aunque de esta manera podria inhi-
bir la reduccién del MTHF, su afinidad es menos de la mitad de la del MTHF,
lo que determinaria que su actividad inhibitoria sea dependiente de una alta
concentracion intracelular

Palabras claves: asma, alergia, metilentetrahidrofolato reductasa, na-
ringenina.

ABSTRACT

The results of the in silico evaluation suggest that the pathogenicity of the va-
riants could be due to their greater affinity for FAD and MTHF, which would
decrease the availability of ligand for the normal variant, but the complexes
formed would be non-functional because the conformations that the bound
ligands would adopt are far from those that allow the interaction required
by the enzyme.The decrease in free ligand and the inefficiency of conforma-
tions in pathological variants would determine the deficit of function obser-
ved in patients.

As for NGN as a specific inhibitor; it is ruled out because the binding ener-
gies to the cavity that binds FAD and MTHF were positive. On the other
hand, its derivative by deglycosylation, NRGNN, could occupy this cavity in
spaces that the MTHF would occupy. However, although in this way it could
inhibit the reduction of MTHF, its affinity is less than half that of MTHF, which
would determine that its inhibitory activity is dependent on a high intracellu-
lar concentration

Key words: asthma, allergy, methylenetetrahydrofolate reductase, na-
ringenin.
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INTRODUCCION

ASMAY ALERGIA
Diversos estudios cientificos han demostrado que el asma
es una enfermedad crénica multifactorial, con una im-
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portante base genética y ambiental. La exposicidn a alér-
genos, contaminantes y factores ambientales puede indu-
cir modificaciones epigenéticas, como la metilacién del
ADN en genes relacionados con la respuesta inmunold-
gica, lo que influye en el desarrollo y severidad del asma'y
otras enfermedades alérgicas. Por ejemplo, se ha observa-
do que la exposicidn prenatal a contaminantes ambien-
tales como hidrocarburos aromaticos policiclicos puede
alterar la metilacién de genes como 4CSL3, aumentan-
do el riesgo de asma en la infancia. Ademds, la metilacién
de promotores de genes como TSLP se asocia a la expo-
sicién prenatal al tabaco y a la dermatitis at6pica, y exis-
ten cientos de regiones metiladas asociadas con asma in-
fantil'. Por otro lado, ¢l asma presenta una gran hetero-
geneidad clinica y bioldgica, con diferentes fenotipos,
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como el asma neutrofilica, donde la inflamacién estd me-
diada principalmente por neutréfilos y citoquinas como

laIL-17.

RELACION ENTRE MTHFR,ASMAY ALERGIA
Aunque la literatura especifica sobre la relacién directa
entre las variantes de MTHFR y el asma o las alergias es
limitada en los trabajos revisados, se reporté que marca-
dores de deficiencia de folato se asociaron con dificulta-
des respiratorias comunicadas por el paciente, con diag-
néstico médico de asma y dificultad para respirar, pero no
con la funcién pulmonar o la atopia® El polimorfismo del
gen MTHFR se asocia con la susceptibilidad al asma y la
eficacia de los GC en nifios. Los nifios portadores de ge-
notipos TT/CT presentan un mayor riesgo de desarro-
llar asma, y aquellos con genotipo TT son mds sensibles
al tratamiento con GC®. La ingesta elevada de donantes
de metilo en la dieta se asocié con una reduccién del ries-
go de atopia y sintomas de asma. Esto podria tener efectos
aditivos relacionados con los alelos de susceptibilidad del
gen MTHFR. Las implicaciones clinicas requieren evalua-
cién®. En ratones se ha observado que los animales defi-
cientes en MTHFR homocigotas para A222V (677C>T)
sobrevivieron mds tiempo a la malaria experimental y los
ratones que sobreexpresaron la enzima salvaje murieron
antes en comparacién con sus compaieros de camada de
tipo salvaje’.

METILENTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA
(MTHFR)

La MTHER es una enzima clave en el ciclo del fola-
to, responsable de la conversién de 5,10-metilentetra-
hidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, esencial para
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Figura |. Folato y BI2 en la metilacién vy ciclo de un carbono. 5mC: 5-metilcitosina; 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolato; BHMT: betaina
homocisteina metiltransferasa; CH3: grupo metilo; DHF: dihidrofolato; DMG: dimetilglicina; DNMT: metiltransferasa de ADN; MTHFR:
metiltetrahidrofolato reductasa; MS: metionina sintasa; SAH: S-adenosil homocisteina; SAM: S-adenosil metionina; SHMT: serina hidro-
ximetiltransferasa; THF: tetrahidrofolato; Zn: zinc. Tomado de Rodriguez-Cano y cols.6

la remetilacién de homocisteina a metionina Figura
1. La deficiencia grave de MTHEFR es una enferme-
dad recesiva poco frecuente que causa hiperhomocis-
teinemia, homocisteinuria y afectacién neuroldgica
progresiva. Se han identificado més de 50 mutaciones
en el gen MTHFR, y los casos graves pueden manifes-
tarse en las primeras semanas de vida, con consecuen-
cias letales si no se diagnostican y tratan precozmen-
te. El tratamiento temprano con vitaminas del grupo
B y betaina puede mejorar el prondstico en pacientes
diagnosticados de forma prenatal”. La MTHFR huma-
na es una proteina homodimérica de aproximadamen-
te 150 kDa, donde cada subunidad contiene un do-
minio catalitico N-terminal que une el cofactor FAD
(flavin adenin dinucleétido) y un dominio regulador
C-terminal que une S-adenosilmetionina (SAM)®. El
dominio catalitico N-terminal (residuos 1-356) adop-
ta un plegamiento similar al de otras oxidorreductasas
dependientes de flavina, con un sitio activo que for-
ma una hendidura donde se une el 5,10-metilentetra-
hidrofolato. El cofactor FAD se encuentra profunda-
mente incrustado en el nicleo de este dominio y parti-
cipa directamente en la transferencia de electrones du-
rante la reaccién enzimdatica’. La MTHEFR cataliza la
reduccién de S5,10-metilentetrahidrofolato a S-metil-
tetrahidrofolato utilizando NADPH como donador
de electrones (Selhub, 1999). El mecanismo cataliti-
co involucra varios pasos: unién del NADPH al sitio
activo de la enzima, transferencia de un hidruro des-
de NADPH al FAD, reduciendo este cofactor, trans-
ferencia de electrones desde el FADH, al 5,10-meti-
lentetrahidrofolato, iberacién del producto 5-metil-
tetrahidrofolato. Esta reaccidn es irreversible y cons-
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Figura 2. Estructura bdsica de los flavonoides.

tituye un punto regulatorio critico en el ciclo del fo-
lato, controlando la disponibilidad de 5-metiltetrahi-
drofolato para la sintesis de metionina y, consecuen-
temente, la produccién de SAM, el principal donador
de grupos metilo en el organismo'’.

ESTRUCTURAY PROPIEDADES

DE LOS FLAVONOIDES

Los flavonoides constituyen un amplio grupo de com-
puestos polifenélicos presentes en plantas con reconoci-
das propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anti-
cancerigenas. Se caracterizan por un esqueleto bdsico de
15 carbonos (C6-C3-C6) que consiste en dos anillos aro-
miticos (A y B) unidos por un anillo heterociclico oxi-
genado (C) (Figura 2). Basindose en variaciones en este
anillo C y en los patrones de hidroxilacidn, los flavonoi-
des se clasifican en varias subclases: Flavonas (apigenina,
luteolina), Flavonoles (quercetina, kaempferol, miriceti-
na), Flavanonas (naringenina, hesperetina), Flavan-3-oles
(catequina, epicatequina), Antocianidinas (cianidina, del-
finidina), Isoflavonas (genisteina, daidzeina). Recientes
investigaciones han explorado la capacidad de estos com-
puestos para interactuar con diversas enzimas, incluyendo
MTHER, lo que abre nuevas perspectivas terapéuticas y
nutricionales (Yeter et al., 2019). Los estudios 77 silico han
proporcionado informacién valiosa sobre la interaccién
flavonoide-MTHFR (Yeter et al., 2019). Las simulaciones
de acoplamiento molecular han identificado flavonoides
especificos con alta afinidad por la enzima. La quercetina
muestra una significativa afinidad por el sitio catalitico de
MTHEFR, con energfas de unién predichas en el rango de
-8.52-9.2 kcal/mol.

Este ensayo analiza la interaccidén ligando-receptor en-
tre FAD, MTHE naringina (NGN), Naringenina
(NRGNN) vy la enzima MTHFR, explorando los meca-

nismos moleculares subyacentes.

MATERIALESY METODOS

PROTEINAS/MACROMOLECULAS

La estructura de la metilentetrahidrofolato reductasa hu-
mana se obtuvo de RSCB PDB (https://www.rcsb.org/,
6fcx) y la de sus variantes A222V y la R157Q se modela-
ron a partir de sus secuencias fasta en el espacio de traba-
jo de Swiss Model'%. Los modelos obtenidos se contrasta-
ron con los producidos por el servidor Alpha Fold" que
también permite obtener modelos de la macromolécu-
las y sus ligando tipicos, en este caso FAD para corrobo-
rar las poses de los ligandos en los ensayos de unién iz si-

lico (docking).

ANALISIS DE LIGANDOS

La estructura tridimensional (3D) de FAD, metlentetra-
hidrofolato, naringina, Naringenina y genisteina se ob-
tuvieron de PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.
gov/). PubChem'* es un repositorio de sustancias quimi-
cas y actividades bioldgicas que consta de tres bases de da-
tos: de sustancias, compuestos y bioensayos.

ENSAYOS DE DOCKING

El estudio de acoplamiento se llevé a cabo en tres etapas.
Inicialmente se etudio la afinidad de la MTHFr normal y
las variantes por sus ligandos naturales FAD. MTHE, y los
flavonides naringina y su derivado Naringenina. En estos
ensayos no se considera el ambiente de interaccién sino
solamente la afinidad entre la proteina y los ligandos. Se
utilizé la versién para ordenador y la versién web de auto-
dock vina, 1.2.5 ** en SwissDock. Posteriormente se deter-
miné compatibilidad estructural entre ligando y receptor,
paralo cual se recurrid a Diff Dock, Gninay Diffdock-L16,
software que ensaya la complementariedad con inteligen-
cia artificial entrenada con estructuras cristalograficas de-
positadas en RSCB PDB y Uniprot. Al contrario del en-
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Figura 3. Imdgenes de la conformacién cristalizada de FAD en MRHFr (6fcx, izquierda) y la obtenida con ensayo de afinidad (dere-
cha). Se puede observar que las conformaciones de FAD (en cédigo de color por elemento) no coinciden.

Figura 4. Conformacion de FAD unido a MTHFr en 6fcx (izquierda) y en la misma estructura luego de la prediccién con DiffDock

que emplea A

sayo anterior, estos protocolos no evaltan la afinidad sino
solamente la geometria de los ligandos y de la cavidad o ni-
cho que ocupa. Se obtiene asi un rango de posiciones en
que las puntuaciones positivas son las mds semejantes a
las que se dan naturalmente y las puntuaciones negativas,
aunque coincidan con las conformaciones naturales, son
menos probables. A continuacién, se hicieron ensayos de
competencia por la unién entre ligandos propios que in-
teraccionan en el sitio activo de la enzima, FAD y MTHF
y entre FAD y Naringina. Finalmente se determinaron las
energfas de unién de MTHF, NGN y NRGNN a la enzi-
ma con FAD previamente unido con el software AC.2.0
(attracting caviites, servidor de SwissDock) uno de los
dos que considera la presencia de un ligando preexisten-
te. Se lo eligid por su facilidad de carga de datos y veloci-
dad de cdlculo. Las imédgenes correspondientes a los distin-
tos arreglos se obtuvieron con Chimera 1.7.5.
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RESULTADOSY DISCUSION

Los ensayos de afinidad se basan en las energias (AG, keal/
mol) de interacciones polares y no polares. La unién es
mds afin cuanto mds negativo sea el valor. Como se puede
observar en la Tabla 1 las variantes presentaron mds afini-
dad para todos los ligandos al ensayar cada uno por sepa-
rado. Este resultado parece contradictorio dada la eviden-
cia experimental y clinica de un déficit de actividad en el
caso de las variantes. Las estructuras que se obtienen por
difraccién de rayos X se logran por un procedimiento que
asegura que el complejo proteina ligando se encuentre en
un estado de minima energfa. Entonces es esperable que, si
los c4lculos de afinidad son correctos, den como resultado
una prediccién de pose del ligando muy aproximada, aun-
que no exacta a las poses en el cristal. Hasta el momento
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Figura 5. Conformaciones de FAD unido a MTHFr, proteina en naranja 6fcx (cristal), en cian modelo producido con DiffDock v en

amarillo modelo generado por AldFold3.

Figura 6. Conformaciones éptimas de interaccién entre FAD con conformacidn presente en 6fcx y MTHF (izquierda) y MRGNN

(derecha)

solo hay depositado para la enzima humana una tnica en-
tidad que cristalizé solamente con FAD. No hay para esta
enzima cristales con MTHF o con ambos ligandos, por
lo que se desconoce ¢l ordenamiento intramolecular con
ambos ligandos. Si existen enzimas de otros organismos,
que carecen de dominio regulatorio, cristalizadas con me-
tiltetrahidrofolato o dimetiltetrahidrofolato. Los ensayos
de unién (docking) entre la estructura de la variante nor-
mal y dos variantes patoldgicas que producen déficit de ac-
tividad mostraron que la afinidad por los ligandos es ma-
yor en las tltimas (Tabla 1), lo que resulta contradictorio
a primera vista. Al contrastar los resultados con la imagen
digitalizada obtenida por difraccién de rayos X y por crio-
microscopia electrénica de resolucién atémica del cristal
de MTHFr humana 6fcx, se aprecia claramente que todas
las poses (conformaciones) del ligando més afin, FAD, es-
taban alejadas de la que se observa en el cristal (ej. Figura
3). El problema que surge es que los calculos son correc-
tos pero el resultado no coincide con los datos experimen-

tales. Por otra parte, eso explicaria la discordancia entre los
informes de menor actividad para las variantes y su mayor
afinidad.

Se recurri6 a Diff Dock, y se reevalué la interaccion MTHFr
~FAD. Este software desconoce todo lo relativo a la quimi-
ca de unidn, pero optimiza por inteligencia artificial la con-
formacién del ligando tomando en cuenta su movilidad y su
geometria, asi como la de la cavidad o nicho que debe ocu-
par en la enzima. Al aplicar esta metodologia se logré una
conformacién mejor ponderada coincidente con 6fcx, para
las variantes normal y patoldgicas analizadas (Figura 4).
Como se observa en la Tabla 1, ninguna de las variantes
dio puntuaciones positivas al ensayar la unién de FAD, lo
que debe interpretarse como que la conformacién resul-
tante es posible pero poco probable para las tres variantes,
especialmente para R157Q. La variante normal y A222V
tuvieron el mismo valor, levemente negativo y R157Q ob-
tuvo un valor 70% mds negativo. R157Q, cuando se pre-
senta junto a A222V dan un cuadro letal. Dado que en los
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Figura 7. Conformaciones obtenidas de ensayos de unién empleando como receptor los modelos estructurales generados con
AlphaFold3 y MTHF como ligando. El software del ensayo fue AC 2,0 que toma en cuenta otros componentes energéticos ademds
de la afinidad.Variante salvaje con una conformacion éptima que predice una disposicion de ambos ligandos acorde a una mayor inte-
raccién (izquierda), A222V (centro) muestra en verde la conformacién mds probable (menor energfa) que no es compatible con una
interaccion FAD -MTHF y en celeste la primera conformacion funcional que presenta menor probabilidad que en la variante salva-
je; RI57Q, con una conformacion éptima funcional para MTHF pero en la cual lo menos probable es que FAD se encuentre como se
muestra en la figura (ver score de DiffDock enTabla 1)

Figura 8. Conformaciones obtenidas de ensayos de unién empleando como receptor los modelos estructurales generados con
AlphaFold3 y NRGNN como ligando. El software del ensayo fue AC 2,0 que toma en cuenta otros componentes energéticos ade-
mas de la afinidad. Variante salvaje con una conformacién éptima que predice una disposicién de ambos ligandos acorde a una mayor
interaccion (izquierda), A222V (centro) la primera conformacion funcional que presenta mayor probabilidad que en la variante salva-
je; RI57Q, con una conformacion éptima funcional para MTHF pero en la cual lo menos probable es que FAD se encuentre como se

muestra en la figura (ver score de DiffDock enTabla I)

tres casos la conformacién coincide con la de 6fcx, se pue-
de interpretar como que la prediccién fue correcta pero
también informa que esa conformacién no es espontinea
desde el punto de vista geométrico. Hasta esta instancia
los resultados muestran que en la interaccién de la enzi-
ma con FAD, el sustrato mds afin, las variables contribu-
yentes para la unidn son la interaccidn polar y la no polar,
pero para definir la conformacién éptima, la que se da na-
turalmente y que permite la reaccidn catalizada, hacen fal-
ta otros criterios que ain falta definir y ponderar. Buena
parte de lo que se afirma sobre esta enzima proviene en
realidad del estudio de enzimas menos complejas estructu-
ralmente, presentes en bacterias y hongos. Para corroborar
las poses incluyendo en el cdlculo la semejanza estructural
con proteinas semejantes de otros organismos y para inte-
grar una ponderacién de las fuerzas de interaccion basada
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en determinaciones de todas las proteinas semejantes co-
nocidas, se modelaron las variantes con AlphaFold 3 en el
servidor y banco de estructuras AlphaFold y los modelos
resultantes coincidieron exactamente con las predicciones
de Diff Dock y con el cristal 6fcx.

En esta instancia ya queda claro que para determinar la
posibilidad de que NGN o NRGNN modulen la activi-
dad catalitica de la enzima o puedan ser inhibidores espe-
cificos es conveniente evaluar su unién a estructuras de las
variantes con FAD unido. Como a la fecha no hay crista-
les de la enzima humana con FAD y MTHF unidos simul-
tdneamente se ensayd la factibilidad y geometria de la inte-
raccién entre MTHF y FAD sin otras moléculas para co-
nocer la geometria éptima de ambas sustancias y lo mismo
s¢ hizo para FAD y NRGNN. Las conformaciones mds fa-
vorables con -4 kcal/mol presentaron los anillos flavinicos
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TABLA 1. Energias de maxima probabilidad de unién ligando-proteina receptora (Kcal/mol)

Variante Ligando (FAD) Ligando (MTHF) Ligando (NRGNN) Método
Salvaje Vina -8,6 -7,407 -8,61 AutoDock
-0,85 DiffDock (IA)
-62,744 -22,49 AC2.0
A222V -9,0 -8,76 -8,02 AutoDock Vina
-0,85 DiffDock (IA)
-63,12 -25,590 AC2.0
R157Q -8,94 -7,978 -7,524 AutoDock Vina
-1,18 DiffDock (IA)
-74,75 -33,04 AC2.0

de FAD dispuestos en un plano inferior paralelos con los
anillos del MTHF (que reciben el electrén en la reaccién
catalizada por la enzima) en un plano superior, y lo mismo
"para FAD y NRGNN con energias de -3.9 keal/mol (Fig
6). Estos valores sugicren que MTHF y NRGNN interac-
cionan espontidneamente con FAD y pueden competir por
la interaccidn si las tres moléculas estdn juntas.

Con esa informacién se puede discernir si las conforma-
ciones que se obtengan en los nuevos ensayos de unién de
MTHEFE NGN y NRGNN a las variantes con FAD incor-
porado permitirfan la transferencia de electrones cataliza-
da por la enzima. Se recurrié al software AC.2.0 en el ser-
vidor de SwissDock. Con este recurso se realizan los cdl-
culos considerando a FAD como parte de la estructura re-
ceptora ¢ incluso se ponderan sus interacciones con el nue-
vo ligando, para este caso MTHF, NGN y NRNN. Con
estos nuevos modelos se procedié a determinar las ener-
glas de interaccién de MTHE, NGN y NRGNN en pre-
sencia de FAD unido a la enzima. Como se puede obser-
var en la Tabla 1, para la unién de MTHE, la variante nor-
mal de la enzima presenta una afinidad levemente inferior
alade A222V y ambas inferiores a R157Q. Pero estas con-
formaciones con FAD en disposicidn semejante al cris-
tal son poco probables estructuralmente para las varian-
tes. Pero dado que existe el cristal de la variante normal,
se acepta que esa conformacion es funcional. En A222V la
primera conformacidn es no funcional, siendo la segunda
y tercera las que podrian ser funcionales, pero tienen me-
nor probabilidad que en la variante normal. En el caso de
R157Q, la primera conformacién es funcional pero el im-
pedimento estructural para que FAD esté ubicado correc-
tamente es 70% mayor que en la variante normal.
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En el caso de NRGNN como ligando, las energias son ma-
yores que para MTHF (menor menos negativo el valor
menor espontancidad) y ninguna de las conformaciones se
aproxima a la dptima calculada para la interaccién FAD-
NRGNN en vacio. Pero todas ocupan el espacio central
de la cavidad, lo que estorbarfa la unién del MTHE. No se
reportan resultados de unién de NGN dado que las ener-
glas fueron positivas lo que excluye toda posibilidad de
unién espontanea.

CONCLUSIONES

Los resultados de la evaluacidn iz silico permiten suge-
rir que la patogenicidad de las variantes se podria deber
a su mayor afinidad por FAD y MTHE, lo que disminui-
rfa la disponibilidad de ligando para la variante normal,
pero los complejos formados serfan no funcionales debi-
do a que las conformaciones que adoptarfan los ligandos
unidos estdn lejos de las que permiten la interaccidn re-
querida por la enzima. La disminucién de ligando libre y
la ineficiencia de las conformaciones en las variantes pato-
légicas determinarian el déficit de funcidn observado en
los pacientes.

En cuanto a NGN como inhibidor especifico, se descarta
porque las energfas de unién a la cavidad que une FAD y
MTHEF fueron positivas. En cambio, su derivado por de-
glicosilacion, NRGNN podria ocupar dicha cavidad en
espacios que ocuparfa el MTHE. Sin embrago, aunque de
esta manera podria inhibir la reduccién del MTHE su afi-
nidad es menos de la mitad de la del MTHEF lo que de-
terminarfa que su actividad inhibitoria sea dependiente de
una alta concentracidn intracelular.
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tucional que aplique y la concordancia con la Declaracién
de Helsinki en su tltima adaptacion.
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rar la aplicacién del ICH (International Conference in
Harmony) y de la resolucién ANMAT vigente a la fecha
de realizado el estudio. Si se trata de animales, nombrar si
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nales o de leyes nacionales que regulen el cuidado y uso
de animales de laboratorio. Describir los métodos estadis-
ticos para verificar los datos presentados. Describir todos
los procedimientos: aleatorizacién, abandono de protoco-
los, software (¢j.: epi info).

Resultados. Se cuantificardn y presentardn con indicado-
res apropiados de error (¢j.: intervalos de confidencia). No
depender s6lo de p. Se debe seguir una secuencia logica de
los resultados obtenidos. No repetir en el texto los datos
de cuadros ni ilustraciones. Limitar su nimero a las estric-
tamente necesarias Solo destacar o resumir las observacio-
nes importantes. Evitar el uso no técnico de términos esta-
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portantes del estudio y en las conclusiones que se derivan
de ellos o pertinentes para la investigacién futura. No re-
petir lo expresado en otras secciones. Establecer nexos en-
tre objetivos y resultados. Relacionar con los resultados de
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lidades del trabajo.
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C. COMUNICACIONES RAPIDAS

El Conscejo Editor considerard articulos de no méds de 5 ho-
jas y dos tablas o figuras resumiendo resultados experimen-
tales de cxcepcional importancia o urgencia, que requieran
una rdpida publicacién. Los autores deberdn identificar y
justificar estos articulos en la carta de pedido de evaluacion.
El formato y caracteristicas serdn idénticos a los articulos
originales. Si son aceptados, serdn publicados a la brevedad.
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D. COMUNICACIONES BREVES
Y REPORTES DE CASOS

Casos interesantes por su rareza o comunicaciones cienti-
ficas breves serdn considerados para esta seccidn. Estos ar-
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glés, no exceder las tres pdginas y una tabla o figura. No
deberdn contar con més de 10 referencias que sean rele-
vantes. No requiere resumen o abstract.

Reglamento de Publicaciones

E. CARTASAL EDITOR

Cartas cortas referidas a articulos publicados reciente-
mente en AAIC y otros aspectos de particular interés para
la especialidad, serdn evaluados por el Consejo Editorial.
Tendréd un pequeno titulo en espaiiol e inglés. Serd prece-
dida por el encabezado “Sr. Editor:” y deben contar con
menos de 500 palabras, incluyendo datos breves en for-
mato de tabla. Contard con un méximo de 5 referencias
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Editorial enviard copia de la carta al autor del articulo refe-
rido, dando oportunidad en el mismo nimero de edicién
de la carta, de contestar o comentar la consulta y/u opi-
nién del autor de la carta, con las mismas limitaciones de
extension.

F ARTICULOS DE REVISION

Se aceptardn los articulos de revisién de temas concernien-
tes a Alergia e Inmunologfa o a cualquier tema relacionado
con la especialidad. Estos serdn solicitados por el Consejo
Editorial a autores especificos. Se otorgard prioridad a las
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El formato serd similar a la de los articulos origina-
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G. ARTICULOS DE OPINION
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de particular interés y/o debate.

H. CESION DE DERECHOS

Modelo de Transferencia de derechos de autor

El/los autor/es transfieren la propiedad intelectual del arti-
culo a Archivos de Alergia e Inmunologia Clinica en el caso
de que el manuscrito sea publicado. El/los abajo firmante/s
declaran que el articulo es original, que no infringe ningtin
derecho de propiedad intelectual u otros derechos de terce-
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caci6n y que no ha sido previamente publicado. El/los au-
tor/es confirman que han revisado y aprobado la versién fi-
nal del articulo.
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