1 Informacié General

1.1 Identificacié de I’estudi

Titul: ESTUDI SOBRE L’EFICACIA D’UNA DIETA BAIXA EN HISTAMINA | SUPLEMENTACIO AMB
L’ENZIM DIAMINO OXIDASA EN PACIENTS AMB INTOLERANCIA A LA HISTAMINA

Cdadi o numero d’identificacié del protocol: (no és obligatori)

1.2 Identificacié del promotor

Nom i direccié del promotor.

Sr. Juanjo Duelo Riu i el Sr. Carlos de Lecea Flores de Lemus, actuant en representacié de DR
Healthcare Espafa, S.L.U,) amb domicili a Barcelona, carrer Escoles Pies, 49.

1.3 Identificacié dels Investigadors Principals de I'estudi:

Dr. RAMON ESTRUCH RIBA, Departament de Medicina Interna, Hospital Clinic, Villarroel, 170,
08036 Barcelona, Espanya. Tel. + 34-93- 2275745; FAX: + 34-93-2275758.

Dra. M.CARMEN VIDAL CAROU, Campus de I'Alimentacio de la Universitat de Barcelona, Avda.
Prat de la Riba, 171, 08921, Santa Coloma de Gramenet, Espanya. Tel. 93 4033786.

14 Identificacid dels investigadors participant de I’'Hospital Clinic i Laboratori CELLEX.

Dr. Ramon Estruch Riba, Departament de Medicina Interna, Hospital Clinic, Villarroel, 170, 08036
Barcelona, Espanya. Tel. + 34-93- 2275745; FAX: + 34-93-2275758.

Dra. Rosa M2 CASAS, Facultat de Medicina. Laboratorios CELLEX. Laboratori de Medicina Interna.
Planta 4B-Dpto. 4 C/Casanova 143. 08036-Barcelona. Telf. 932275400, Ext. 2907.

Dra. Sara Castro Barquero, Facultat de Medicina. Laboratorios CELLEX. Laboratori de Medicina
Interna. Planta 4B-Dpto. 4 C/Casanova 143. 08036-Barcelona. Telf. 932275400, Ext. 2907.

Sra. Ana M2 Ruiz Ledn, Facultat de Medicina. Laboratorios CELLEX. Laboratori de Medicina
Interna. Planta 4B-Dpto. 4 C/Casanova 143. 08036-Barcelona. Telf. 932275400, Ext. 2907.

Sr. Francesc Casanovas, Facultat de Medicina. Laboratorios CELLEX. Laboratori de Medicina
Interna. Planta 4B-Dpto. 4 C/Casanova 143. 08036-Barcelona. Telf. 932275400, Ext. 2907.

Dr. Joaquim Fernandez Sola, Departament de Medicina Interna, Hospital Clinic, Villarroel, 170,
08036 Barcelona, Espafia. Tel. + 34-93- 2275745; FAX: + 34-93-2275758.

Dr. Joan Bartra, Servicio de Neumologia i Al-lergia Al-lergologa, Hospital Clinic, Villarroel, 170,
08036 Barcelona, Espafia. Tel. + 34-93- 2275745; FAX: + 34-93-2275758.
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Dra. Rosa Maria Mufioz-Cano, Servicio de Neumologia i Al-lérgia Al-lergdloga, Hospital Clinic,
Villarroel, 170, 08036 Barcelona, Espafia. Tel. + 34-93- 2275745; FAX: + 34-93-2275758.

Sra. Andrea Combalia, Metge Especialista en Dermatologia — Tricéloga, Hospital Clinic, Villarroel,

170, 08036 Barcelona, Espafia. Tel. + 34-93- 2275745; FAX: + 34-93-2275758.

1.5. Identificacid dels investigadors del grup de recerca Amines i Poliamines bioactives dels
Aliments del Campus I’Alimentacié de la Universitat de Barcelona.

Dra. M.Carmen Vidal Carou, Campus de I’Alimentacié de la Universitat de Barcelona, Avda. Prat
de la Riba, 171, 08921, Santa Coloma de Gramenet, Espanya. Tel. 93 4033786.

Dra. M.Teresa Veciana Nogués, Campus de I’Alimentacié de la Universitat de Barcelona, Avda.
Prat de la Riba, 171, 08921, Santa Coloma de Gramenet, Espanya. Tel. 93 4033791

Dra. Mariluz Latorre Moratalla, Campus de I’Alimentacié de la Universitat de Barcelona, Avda.
Prat de la Riba, 171, 08921, Santa Coloma de Gramenet, Espanya. Tel. 93 4033796

Dr. Oriol Comas-Basté, Campus de I’Alimentacié de la Universitat de Barcelona, Avda. Prat de la
Riba, 171, 08921, Santa Coloma de Gramenet, Espanya. Tel. 93 4020907

Sra. Sonia Sanchez Pérez, Campus de I’Alimentacié de la Universitat de Barcelona, Avda. Prat de
la Riba, 171, 08921, Santa Coloma de Gramenet, Espanya. Tel. 93 4020910

Sra. Adriana Duelo Martinez, Campus de I’Alimentacid de la Universitat de Barcelona, Avda. Prat
de la Riba, 171, 08921, Santa Coloma de Gramenet, Espanya. Tel. 93 4020910

Sra. Judit Costa Catala, Campus de I’Alimentacid de la Universitat de Barcelona, Avda. Prat de la
Riba, 171, 08921, Santa Coloma de Gramenet, Espanya. Tel. 93 4020910

Sr. Ricard Celorio i Sarda, Campus de I’Alimentacid de la Universitat de Barcelona, Avda. Prat de
la Riba, 171, 08921, Santa Coloma de Gramenet, Espanya. Tel. 93 4020910

Sra.lrache Iduriaga Platero, Campus de I’Alimentacié de la Universitat de Barcelona, Avda. Prat
de la Riba, 171, 08921, Santa Coloma de Gramenet, Espanya. Tel. 93 4020910

2 Antecedents
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La intolerancia a la histamina es deu a una incapacitat per metabolitzar la histamina de la dieta
deguda principalment a una activitat reduida de l'enzim diamino-oxidasa (DAO) a nivell
intestinal, el que provoca un augment de la concentracié plasmatica d'aquesta amina i I'aparicié
dels simptomes clinics (1-4). La deficiencia de DAO pot tenir un origen geneétic o adquirit. Alguns
estudis han identificat una menor activitat enzimatica degut a diferents polimorfismes d’un
nucleotid simple (SNPs) en el gen que codifica I'enzim DAO (gen AOC1 del cromosoma 7) (5-7).
Aixi mateix, el déficit pot deure's a malalties inflamatories de l'intesti, que limiten la secrecid
d’aquest enzim(1,5), o bé a I'accié de certs farmacs que poden causar una inhibicié puntual i
reversible de la seva activitat (acetilcisteina, acid clavulanic, metoclopramida, verapamil,
isoniazida, etc.) (1,6).

Els efectes fisiologics de la histamina en I'organisme sén muiltiples i, per tant, també els
simptomes derivats de la seva acumulacid. Aixi, un excés d’histamina a I'organisme por donar
simptomes gastrointestinals (dolor abdominal, diarrea, vomits, restrenyiment), dermatologics
(urticaria, dermatitis o pruit), respiratoris (esternuts, rinitis, congestié nasal i asma),
cardiovasculars (hipotonia i arritmies) i/o neurologics (cefalees). Aixi, molts pacients amb aquest
trastorn presenten freqlientment més d'un d'aquests simptomes a la vegada (1,8-11).

A diferéncia de les intoxicacions histaminiques, que apareixen després del consum de productes
amb quantitats molt elevades d'histamina, en les intolerancies (persones amb déficit de la DAO),
la simptomatologia pot apareixer fins i tot despres de la ingesta de quantitats baixes en
histamina, les quals serien ben tolerades per persones sense aquest déficit (8,12).
Consequentment, la principal estratégia per evitar o prevenir les manifestacions cliniques
d’aquesta intolerancia és l'exclusié de la dieta d'aliments que continguin histamina i/o la
suplementaciéo amb enzim DAO exogen que ajudaria a la metabolitzacié d’aquesta amina a nivell
intestinal (1,13,14).

En els aliments, la histamina y altres amines biogenes es formen principalment per la
descarboxilacié dels aminoacids precursors per part d'enzims especifics d'origen microbia. Els
aliments susceptibles de contenir alts nivells d’histamina i altres amines son, per tant, aquells
que es troben microbiologicament deteriorats i els productes fermentats (8,12). En aquest
ultims, la preséncia o abséncia d'histamina depén, no sols de les condicions higieniques de les
materies primeres i/o processos d'elaboracio, sind també de la capacitat histaminogénica dels
bacteris responsables de la fermentacié (8,12). Aixi doncs, la preséncia i concentracio
d’histamina en aliments pot ser molt variable, fins i tot dins d’un mateix tipus de producte, ja
que dependra de la naturalesa de I'aliment, del tipus de microorganisme responsable de la seva
formacid i d’altres factors que influeixen en el creixement i I'activitat metabolica microbiana. A
part de la histamina, la presencia d’altres amines bioactives o I'alcohol, que competeixen amb
la histamina per ser metabolitzats per la DAO, poden ser corresponsables de I'aparicié de la
simptomatologia (1,8,9). També cal contemplar que certs aliments podrien tenir una capacitat
per alliberar histamina enddgena, encara que no és prou conegut el mecanisme pel que aquests
aliments tenen aquest efecte (1,12-15). Per tant, el seguiment d’una dieta lliure o molt baixa en
histamina és complexa, el que justifica I'Us de complements alimentosos amb enzim DAO com a
estrategia complementaria al seguiment d’aquest tipus de dietes (14).

Actualment existeix una quinzena d’estudis sobre I'eficacia de les dietes baixes en histamina en
pacients amb simptomes tipics d'intolerancia a la histamina (6,16-29). Encara que alguns
d’aquests estudis presenten certes limitacions, com ara un reduit nombre de pacients o de
setmanes d'intervencié dietetica, tots ells demostren que el seguiment d'una dieta baixa en
histamina condueix a una millora o reversié de la simptomatologia. A més, en alguns estudis, a
més d'observar una millora dels simptomes, els pacients també van a mostrar un augment
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significatiu de I'activitat DAO i/o una disminucié de la histamina plasmatica (17-19,23,27,28).

En els darrers anys també han aparegut estudis clinics enfocats a avaluar I'eficacia de la
suplementacio amb DAO exogena com a possible estrategia per controlar els simptomes
associats a la intolerancia a la histamina per déficit de DAO (24,29-32). L'administracié enzim
DAO va reduir de manera significativa els simptomes avaluats en cadascun dels diferents estudis.
Com en el cas de les dietes baixes en histamina, el nombre d’estudis i el disseny dels mateixos
és limitat, i cal dur a terme més treballs per extreure conclusions sobre la seva eficacia en la
millora dels simptomes.
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34. European Commission Commission Implementing Regulation (EU) 2017/2470 of 20
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3 Hipotesis de I'estudi

L'eficacia d'una dieta baixa en histamina i dels suplements de DAO s'ha demostrat en petits
estudis clinics publicats en els ultims anys, la majoria d'ells reportant resultats favorables quant
a millora o remissié total dels simptomes. No obstant aix0, aquests estudis dietétics tenen certes
limitacions, principalment en implicar un grup reduit de pacients i/o un periode d'intervencio
curt. Per tant, les estrategies actuals de gestio dietética de la intolerancia a la histamina encara
requereixen de més assajos clinics controlats, aleatoris, doble cec i més ambiciosos i ben
dissenyats per confirmar definitivament la seva eficacia.

4 Objectiu i finalitat de I'estudi

Objectiu principal:
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Estudiar I'eficacia de la dieta baixa en histamina i/o la suplementacié amb enzim DAO en el
tractament de la simptomatologia associada a la intolerancia a la histamina per déficit de DAO.

Objectius secundaris:

4.1

Estudiar la validesa de la determinacid urinaria dels metabolits de la histamina com a
biomarcador de la intolerancia a la histamina.

Estudiar el paper de la microbiota intestinal en la etiologia de la intolerancia a la
histamina.

Estudiar la validesa dels polimorfismes de nucleotids simples (SNP) com a marcadors
genetics de la intolerancia a la histamina per déficit de DAO.

Variables principal i secundaries

Volem veure si hi ha una millora del simptomes associats a la intolerancia a la histamina per
deficit de DAO. A més, volem:

5

Estudiar la influencia de la intervencié dietética (dieta baixa en histamina i/o
suplementaciéo amb DAO) en el perfil metabolomic urinari dels individus intolerants a la
histamina.

Avaluar si el seguiment d'una dieta baixa en histamina i/o la suplementacié amb I'enzim
DAO podria modificar el patré de microbiota intestinal dels individus intolerants a la
histamina.

Estimar la prevalenca d'una deficiéncia genetica de DAO (preséncia de SNP) en la
poblacié amb simptomes associats a la intolerancia a la histamina. A més, s'avaluara la
freqUéncia de les quatre diferents variants genétiques (SNP) relacionades amb una
disminucié de I'activitat DAO

Procediment de I'estudi

5.1. Disseny de I’estudi

Estudi Prospectiu, Unicéntric, a Doble Cec, Aleatoritzat i Controlat amb Placebo.

El dia 1 de I'estudi el metge de I’estudi practicara una valoracié clinica i analitica dels participants
per seleccionar els candidats. Els que compleixin els criteris d’inclusié, i cap d’exclusio, hauran
de signar el consentiment informat per entrar a I’estudi. Els voluntaris que signin seran assignats
de manera aleatoria a un dels vuit grups d’intervencio:

- Placebo + dieta mediterrania (n=50)

- Placebo + Dieta baixa en histamina (n=50)
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- Suplement DAO porci + dieta mediterrania (n=50)

- Suplement DAO porci + Dieta baixa en histamina (n=50)

- Suplement DAO vegetal + dieta mediterrania (n=50)

- Suplement DAO vegetal + Dieta baixa en histamina (n=50)

- Suplement DAO vegetal en dosis altes + dieta mediterrania (n=50)

- Suplement DAO vegetal en dosis altes + Dieta baixa en histamina (n=50)

Les intervencions duraran un periode de tres mesos, i després seran revalorats per I'equip medic
per valorar el grau eficacia de la intervencié administrada.

5.2. Ambit de I’estudi

L'estudi d'intervencid es realitzara al Servei de Medicina Interna, Hospital Clinic, dins de I'Institut
d'Investigacions Biomédiques August Pi Sunyer (IDIBAPS) de Barcelona. Les determinacions
analitiques es duran a terme a:

a) Laboratori de Medicina Interna de la Fundacio Clinic, Facultat de Medicina, Universitat
de Barcelona.

b) Laboratori del grup de recerca Amines i Poliamines Bioactives dels Aliments, Campus de
I’Alimentacid, Universitat de Barcelona.

c) Laboratorios Echevarne: Analisis geneétic i d’activitat DAO

5.3. Aspectes étics

Aquest protocol d'estudi ha estat aprovat pel Comité d'Etica i Investigacié de la Universitat de
Barcelona i per Comité d’Etica de I’'Hospital Clinic de Barcelona. Tots els participants hauran de
signar voluntariament el consentiment informat. Durant el periode de |'estudi, abans i després
de cada intervencid es passara als participants un qlestionari per detectar possibles efectes
adversos de la intervencié administrada, tot i que, segons la nostra experiéncia en altres estudis,
la dosi i el tipus d'aliment a administrar no solen donar lloc a cap efecte advers rellevant. Aixi
mateix, en el full de consentiment s’incloura el nom i telefon del facultatiu responsable de
I'assaig per contactar en cas de que el participant presenti algun simptoma que pogués estar

relacionat amb alguna de les intervencions rebudes.

L'estudi es desenvolupara d’acord amb el protocol i procediments normalitzats de treballs
(PNTs) que assegurin el compliment de les normes de Bona Practica Clinica (BPC), tal com es
descriuen a les Normas Tripartitas Harmonizadas de la ICH para Buena Practica Clinica 1996.
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Full d’informacid i formulari de consentiment

L'investigador haura d’explicar a cada participant (o representant legalment autoritzat) la
naturalesa de I'estudi, objectius, procediments, duracié estimada, riscos i beneficis potencials
derivats de la seva participacié en I'estudi, aixi com qualsevol inconvenient que aquest pugui
donar. Tots els participants han de ser avisats que la seva participacié en I'estudi és voluntaria
i que podra abandonar-lo en qualsevol moment, sense que aixo afecti al seu tractament medic
posterior, ni a la seva relacié amb el metge que el tracta.

El participant ha de tenir temps suficient per llegir i entendre les explicacions del full
d’informacié als participants, abans de datar i signar el formulari de consentiment informat, i es
guedara una copia del document signat. Cap participant podra entrar a 'estudi sense haver

signat el consentiment informat.

5.4. Intervencio

S’assignara de manera aleatoria i mitjancant una taula de nimeros aleatoris generada per

ordinador, un total de 400 pacients dividits en 8 grups de tractament (50 individus per grup):

e GRUP PLACEBO: 50 participants rebran un mini-comprimit gastroresistent (placebo) i
seguiran una dieta estil mediterrani (3 cops/dia, 20 min abans de cada apat)

e GRUP DIETA: 50 participants rebran un mini-comprimit gastroresistent (placebo) 3 cops/dia
(20 min abans de cada apat) i seguiran una dieta baixa en histamina

e SUPLEMENT DAO PORCI + DIETA MEDITERRANIA: 50 participants rebran un mini-comprimit
gastroresistent amb I'enzim DAO animal (4,2mg) 3 cops/dia (20 min abans de cada apat) i
seguiran una dieta estil mediterrani

e SUPLEMENT DAO PORCi + DIETA BAIXA EN HISTAMINA: 50 participants rebran un mini-
comprimit gastroresistent amb I’enzim DAO animal (4,2mg) 3 cops/dia (20 min abans de cada
apat) i seguiran una dieta baixa en histamina

e SUPLEMENT DAO VEGETAL + DIETA MEDITERRANIA: 50 participants rebran un mini-
comprimit gastroresistent amb I'enzim DAO vegetal (4,2mg) 3 cops/dia (20 min abans de
cada apat) iseguiran una dieta estil mediterrani

e SUPLEMENT DAO VEGETAL + DIETA BAIXA EN HISTAMINA: 50 participants rebran un mini-
comprimit gastroresistent amb I'enzim DAO vegetal (4,2mg) 3 cops/dia (20 min abans de
cada apat) i seguiran una dieta baixa en histamina

e SUPLEMENT DAO VEGETAL A DOSI ALTA + DIETA MEDITERRANIA: 50 participants rebran un
mini-comprimit gastroresistent amb I’enzim DAO vegetal en dosi alta (8,4 mg) 3 cops/dia (20

min abans de cada apat) i seguiran una estil mediterrani
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e SUPLEMENT DAO VEGETAL A DOSI ALTA + DIETA BAIXA EN HISTAMINA: 50 participants
rebran un mini-comprimit gastroresistent amb I’enzim DAO dosi alta (8,4 mg) 3 cops/dia (20
min abans de cada apat) i seguiran una dieta baixa en histamina

La combinacio d’aquests grups permetra:

- La comparacié dels grups PLACEBO i DAO ens permetra determinar l'efecte de la
suplementaciéo amb DAO en la reduccié de la simptomatologia.

- La comparacio dels grups PLACEBO i DIETA ens permetra determinar I'efecte de la dieta en la
reduccid de la simptomatologia.

- La comparacio dels grups DAO i DAO-DIETA ens permetra determinar I'efecte sinérgic entre
dieta i suplementacié DAO.

- La comparacio dels grups DAO i DIETA ens permetra determinar |'efecte dels dos tractaments
de forma separada.

- La comparacié dels grups DAO PORCI i DAO VEGETAL ens permetra determinar quin dels dos
tipus de DAO és més efectiu.

- La comparacio dels grups DAO VEGETAL i DAO VEGETAL A DOSI ALTA ens permetra determinar

quina de les dues dosis és més efectiva.

La dieta baixa en histamina es basara en I'exclusié de certs aliments que poden contenir
histamina o altres amines i que es relacionen amb I'aparicié de la simptomatologia (Annex 2) i

s’acompanyara de consells nutricionals

Per mantenir el disseny de doble cec de I'estudi, tots els pacients hauran de prendre diariament

3 capsules. Aixi, I'administracié dels productes seran com segueix:

DAO porci (4,2 mg) un mini- 3 mini-comprimitsDAO porci
comprimit al dia Pot
DAO vegetal (4,2 mg) mini- 3 mini-comprimitsDAO vegetal 4,2 mg
comprimital dia Pot
DAO vegetal (8,4 mg) mini- 3 mini-comprimitsDAO vegetal 8,4 mg
comprimital dia Pot
Placebo 3 mini-comprimitsPlacebo

Pot

Tots els pots seran idéntics. La Unica informacid disponible sera la data d'expiracié del producte,
lot del producte i una etiqueta blanca (codi del producte) que indicara una lletra de 'A a la D,
sent cada lletra un tipus de producte a prendre. Els IPs de I'estudi seran les Uniques persones
que sapiguen a que correspon cada lletra (DAO animal 4,2 mg, DAO vegetal 4,2 mg, DAO vegetal
8,4 mg o placebo). Aquesta informacié es guardara com a informacié sensible i es requerira
sempre clau d’accés.
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Cada participant rebra 3 pots amb 100 comprimits cadascun Es requereixen 90 mini-
comprimits per mes d’intervencid. ( no obstant, es posa un 10% més per cobrir possibles
incidéncies).
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Esquema dels 8 grups de tractament:

Placebo group

Placebo 3 times/day
Mediterranean diet
N =50

Placebo group

Placebo 3 times/day
Low-histamine diet
N =50

DAO group |

DAO-pig supplement 3
times/day
Mediterranean diet
N =50

DAO group |

DAO group Il

DAO-vegan supplement
3 times/day
Mediterranean diet
N =50

DAO group Il

DAO group Il

High doce DAO-vegan
supplement

3 times/day
Mediterranean diet
N =50

DAO group Il

DAO-pig supplement 3
times/day
Low-histamine diet
N =50

DAO-vegan supplement
3 times/day
Low-histamine diet
N =50

High Dose DAO-vegan
supplement
3 times/day
Low-histamine diet
N =50
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Complement d’Enzim DAO a administrar

L'enzim DAO d’origen porci és un complement alimentari autoritzat i regulat per la Comissié

Europea segons la legislacié de Novel Food de I'any 201734, Per tant, no és un medicament. La
dosi unitaria conté 4,2 mg d’extracte proteic de ronyd porci (I'ingredient que conté I'enzim en
aproximadament un 7%) formulat gastroresistent. La posologia és 1 dosi unitaria 20 minuts
abans de cada apat (3 cops al dia) d’acord amb les indicacions del fabricant.

En el cas de la DAO vegetal, aquesta no es comercialitza pero disposem de tots els informes de
seguretat que adjuntem per la seva valoracid. Es tracta d’un extracte de germinat de pésol (7%
d’enzim aproximadament) formulat gastroresistent. Els comprimits de DAO vegetal contenen
4,2 mg (dosi baixa) i 8,4 mg (dosi alta), aquest s’administrara 3 cops al dia, 1 dosi unitaria 20
minuts abans de cada apat.

6 Seleccio dels participants

Els participants elegibles seran pacients atesos als serveis d’Al-lérgies, Digestiu i Dermatologia
de I'Hospital Clinic de Barcelona que compleixin els criteris d’inclusid i no compleixin els
d’exclusié. El questionari d’Inclusié/Exclusié sera proporcionat per un metge de I'equip
investigador. Només si compleix els criteris d’inclusié i cap d’exclusid, se’l convidara a participar
en |'estudi d’intervencid i se li sol-licitara que signi el consentiment.

6.1 Criteris d’inclusié dels subjectes

—Adults majors de 18 anys

—Historia recent de dos o més simptomes associats a la intolerancia a la histamina (cefalees,

dermatologics, respiratoris i digestius) (veure Annex 1).

—Presenti alterada I’activitat de I’enzim DAO plasmatica i/o presenti alguna de les variants

genetiques propies del déficit de DAO:

e Variants de tipus SNP associades a nivells reduits d’activitat DAO (frotis mucosa
bucal o sang)
o rs10156191
o rs1049742
o rs1049793
o rs2052129
— No haver comencat un tractament dietétic (dieta baixa en histamina /suplementacié amb

enzim DAQ) abans de comencar I'estudi.

6.2 Criteris de exclusié dels subjectes

—Al-lergies alimentaries i/o ambientals.
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— Haver pres tractament farmacologic amb antibiotics o complements de probiotics en el

darrer mes abans de 'estudi.

— Estar embarassada

7 y Protocol i calendari de I'estudi

El temps de I'estudi sera de tres anys, incloent-hi tot el temps entre la redaccid i adaptacié del
protocol fins al tancament de I’estudi amb entrega de I'informe final. El temps de tractament

sera de tres mesos.

primer mes

segon mes

tercer mes

Visita 1l Visita 2

Visita 0: Seleccid de pacients

Els voluntaris que presentin dos o més simptomes associats a la intolerancia a la histamina
(cefalees, dermatologics, respiratoris i digestius), se’ls hi proposara una analitica per comprovar
si I'activitat de I’enzim DAO es troba alterada o no, i es prendra una mostra sanguinia per fer-li

estudi genetic.

Visita 3

En aquesta primera visita, abans de I'inici de I'estudi, el temps estimat és de 30 minuts.

Estudi genétic i activitat de la DAO

El temps estimat per fer aquesta proba és de 15 minuts. El participant haura de venir en deju

(10 hores minim de deju).

Visita 1 (basal): Abans inici Intervencio

A tots els participants se'ls hi fara una historia clinica completa, on es recolliran totes les dades
referents a consum d'alcohol, tabaquisme i habits dietetics. També es determinara I'lMC i la
pressio arterial i la freqliencia de pols amb un aparell electronic Omron HEM-705CP (Paisos
Baixos). La pressié arterial es prendra després de 10 minuts de repos, tres vegades en cada brag
amb un interval de 3 minuts i anotant posteriorment el valor mitja de les tres. Es practicara una
exploracié fisica completa i se'ls extraura sang i recollira orina de primera hora del mati (després
d’un minim de 10 hores de dejuni) per als analisi hematologics i bioquimics basics a més dels

metabolits de la histamina en orina. També es recolliran les femtes per estudi de la microbiota

intestinal.
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A cada voluntari se li entregara:
- Tractament segons grup: DAO porcina, DAO vegetal, DAO vegetal dosi alta o placebo
- Quadern de recollida d’informacié (QRI): Valoracié de simptomes, qualitat de vida i
glestionari dietétic
- Recomanacions dietetiques:
a) dieta baixa en histamina

b) dieta estandarditzada d’estil mediterrani
En aquesta segona visita, el temps estimat és de 1 hora.

Per tant, les variables d’estudi que es recolliran en aquesta primera visita seran:
e Valoracié de simptomes i qualitat de vida mitjangant els seglients questionaris validats:
- Simptomes gastrointestinals (Criteris Roma IV, Bristol Stool Scale, indice de Calidad de
Vida Gastrointestinal (GIQLI))
- Cefalees/mal de cap (Quality of life Questionnaire: escala MIDAS i HIT-6)
- Simptomes respiratoris (SNTO-22 o PNIF, Cuestionario de calidad de vida para
pacientes con rinoconjuntivits (RQLQ).
- Simptomes dermatologics (index SCORAD, ltch Severity Scale (ISS), Quality of Life
Questionnaire DLQI / QoLIAD)
- Qualitat de vida (SF-3616)
e Questionari dietétic (Registre setmanal i qliestionari de freqiiéncia de consum de 150
items- FFQ)
e Parametres Bioquimics de I'estudi: Activitat DAO / Histamina / Triptasa / Eosinofils /
Basofils / TSH / Coure / Zinc
e Parametres d’estudi de seguretat: Hemograma, Bioquimica de sang (glucémia, HbAlc,
funcié renal i hepatica, ionograma, perfil lipidic, valoracié nutricional, Proteina C-
reactiva e interleukina 6) i orina (examen basic) — proteinuria i sediment).
e Marcadors metabolomics en orina (histamina, metilhistamina, acid imidazol acétic, acid
metil-imidazol aceétic).

e Microbiota intestinal (Seqlienciacié masiva dels gens 16S rRNA bacteria, regions v3-v4)

Visita 2i 3: uni 2 mesos de l'inici del tractament

Durant, les visites 2 i 3 (visites control) de seguiment del tractament es tornaran a determinar
I'IMC i la pressi6 arterial i la freqlieéncia de pols. Novament, es realitzara recollida de qiiestionaris

i mostres biologiques (sang, orina i femtes) per a la determinacié de les variables d’estudi.

Les variables d’estudi que es recolliran en aquesta segona i tercera visita seran:
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e Valoracid de simptomes i qualitat de vida (veure visita 1)

e Questionari dietetic (Registre setmanal)

e Parametres Bioquimics: Histamina / Triptasa / Eosinofils / Basofils / TSH / Coure / Zinc
e Parametres de seguretat (veure visita 1)

e Marcadors metabolomics en orina (histamina, metilhistamina, acid imidazol acetic, acid

metil-imidazol acétic).

En aquesta tercera visita, el temps estimat és de 30 minuts. El participant haura de venir en
deju (10 hores minim de deju).

Visita 4: Als 3 mesos de l'inici del tractament (Fi d’estudi)

L’ultima visita (visita 4) es correspon amb la fi de la intervencio i de I'estudi.

Les variables d’estudi que es recolliran en aquesta quarta visita seran:

e Valoracié de simptomes i qualitat de vida (veure visita 1)

e Questionari dietétic (Registre setmanal, FFQ)

e Parametres Bioquimics de I'Estudi: Activitat DAO / Histamina / Triptasa / Eosinofils /
Basofils / TSH / Coure / Zinc

e Parametres de Seguretat (veure visita 1)

e Marcadors metabolomics en orina (histamina, metilhistamina, acid imidazol acétic, acid
metil-imidazol acetic).

¢ Microbiota intestinal (Seqilienciacié massiva dels gens 16S rRNA bacteria, regions v3-v4)

En aquesta tercera visita, el temps estimat és de 60 minuts. El participant haura de venir en

deju (10 hores minim de deju).

7.1. Protocol de seguiment de la intervencid

Trucades telefoniques setmanals

Tots els participants rebran una trucada telefonica setmanal recordant el seguiment de I'estudi

i valoracié de I'aparicié de possibles efectes secundaris.

El temps estimat al teléfon sera 5 minuts.

8 Estadistica
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8.1 Mida de la mostra

La variable principal de I'estudi a partir de la qual s'ha calculat la mida de la mostra és el nombre
mitja de simptomes observats en persones diagnosticades de déficit de DAO (33). Basant-nos en
el valor mitja de 11.1 simptomes i una desviacié estandard de 4.8, trobem que per un risc alfa
de 0.05 i un risc beta de 0.2 en un contrast bilateral, es necessiten un minim de 42 participants
per grup, si volem detectar un minim de 3 simptomes. S'ha estimat una taxa de perdues de
seguiment del 10%. Per tant, cada grup d’intervencid incloura 50 individus. Tenint en compte
que el disseny de I'estudi inclou 8 grups d’intervencié, el nombre total de participants a incloure
és de 400. Segons la nostra experiéncia aixo implica la realitzacié d’unes 600 entrevistes.

8.2 Analisis estadistic

Els resultats s'inclouran en una base de dades permanent i interactiva, que s'analitzara amb el
paquet estadistic SPSS 20.0 per a WindowsLes altres variables a estudiar sén qualitat de vida,
activitat DAO, concentracié d’histamina, nivells d’ eosinofils, basofils, tirotropina (TSH), coure,
zinc, marcadors metabolomics en orina i microbiota intestinal. Per a l'analisi descriptiu
s'utilitzara la mitjana i desviacid estandard de les variables. Com que la majoria d'analisis es
mesuren dues o més vegades, per a les analisis estadistiques s'utilitzara la mitjana de totes les
determinacions realitzades. Per a les variables que no segueixin una distribucié normal, es
transformaran als seus logaritmes naturals per fer la seva analisi. Les diferéncies intragrups
s'analitzaran mitjancant la prova de la "T" de Student per a mostres aparellades. Les diferéncies
entre els grups d'intervencio s'analitzaran mitjangant analisi de la covariancia amb el valor inicial
com a covariable. També s’aplicara una analisi multivariat ajustada per edat, sexe i parametres
clinics que hagin presentat diferencies basals significatives entre els grups. Com analisi posthoc
es fara servir el test de Bonferroni. Les diferéncies s'expressaran com a mitjana (intervals de
confianga del 95%).

9 Etica y aspectos legales Etica i aspectes legals

Aquest estudi haura de ser aprovat per la Comissié de Recerca de |'Hospital Clinic de Barcelona,
que vela per la qualitat cientifica dels projectes de recerca que es duen a terme en el centre.
Aquest estudi haura de ser aprovat també pel Comité Etic i Recerca Clinica de I'Hospital Clinic
de Barcelona que vigila perqué la recerca que es fa amb persones es faci d'acord amb la
declaracio d'Helsinki (versié en vigor; actualment Fortaleza, Brasil, octubre 2013) i aplicant la
normativa legal vigent sobre recerca biomédica (llei 14/2007, de 3 de Juliol de recerca
biomeédica).

Tots els participants hauran de signar voluntariament el consentiment informat. Durant el
periode de I'estudi, abans i després de cada intervencid es passara als participants un qliestionari
per a detectar possibles efectes adversos de la intervencid, encara que, segons la nostra
experiencia en altres estudis d'intervencié dietética, no solen donar lloc a cap efecte advers
rellevant.

10. Gestio de dades

Los datos de salud utilizados en este estudio estaran codificados. No se guardaran los datos
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identificativos de ningun paciente (Nombre, Apellidos, Iniciales, DNI, Numero de historia clinica,
CIP, direccién postal o direccién de correo electrénico). A cada paciente se le asignard un codigo.
En otra base de datos separada, el Investigador principal guardara la relacidn entre cada cédigo
y el ndmero de historia clinica del paciente.

La base de datos a utilizar se encontrara serd de acceso restringido y bajo contrasefa, teniendo
acceso solo los investigadores principales y los miembros colaboradores del equipo de
investigacion. La base de datos se almacenara en una unidad segura del grupo (Unidad F). El
responsable de la custodia de esta base de datos sera la Dra. Rosa M. Casas. En ningun caso, los
datos serdn almacenados en una nube tipo Google drive. La base de datos permanecera
guardada y custodiada en nuestro centro. En caso de tener que ceder algun tipo de dato siempre
se hard de manera totalmente codificada y utilizando siempre la herramienta compartir:
https://compartir.clinic.cat/storagecloud/index.php/login.

11 Tratamiento de los Datos y Archivo de los Registros. Confidencialidad de los datos.

El tratamiento, la comunicacién y la cesion de los datos de caracter personal de todos los
participantes se ajustara al cumplimiento del Reglamento UE 2016/679 del Parlamento Europeo
y del Consejo de 27 de abril de 2016 relativo a la proteccidn de las personas fisicas en cuanto al
tratamiento de datos personales y la libre circulacidn de datos, y a la Ley Organica 3/2018, de 5
de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales. La base
legal que justifica el tratamiento de sus datos es el consentimiento que da en este acto,
conforme a lo establecido en el articulo 9 del Reglamento UE 2016/679 .

Los datos recogidos para estos estudios se recogeran identificados Unicamente mediante un
codigo, por lo que no se incluird ningun tipo de informacién que permita identificar a los
participantes. Sélo el médico del estudio y sus colaboradores con derecho de acceso a los datos
fuente (historia clinica), podran relacionar los datos recogidos en el estudio con la historia clinica
del paciente.

La identidad de los participantes no estara al alcance de ninguna otra persona a excepcion de
una urgencia médica o requerimiento legal.

Podran tener acceso a la informacién personal identificada, las autoridades sanitarias, el Comité
de Etica de Investigacién y personal autorizado por el promotor del estudio, cuando sea
necesario para comprobar datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la
confidencialidad de acuerdo a la legislacién vigente.

Sélo se cederdn a terceros y a otros paises los datos codificados, que en ninglin caso contendran
informacidon que pueda identificar al participante directamente (como nombre y apellidos,
iniciales, direccion, nimero de la seguridad social, etc.). En el supuesto de que se produjera esta
cesion, seria para la misma finalidad del estudio descrito y garantizando la confidencialidad.

Si se realizara una transferencia de datos codificados fuera de la UE, ya sea en entidades
relacionadas con el centro hospitalario donde participa el paciente, a prestadores de servicios o
ainvestigadores que colaboren con nosotros, los datos de los participantes quedaran protegidos
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por salvaguardas como contratos u otros mecanismos establecidos por las autoridades de
proteccion de datos.

Como promotores del proyecto nos comprometemos a realizar el tratamiento de los datos de
acuerdo al Reglamento UE 2016/679 y, por tanto, a mantener un registro de las actividades de
tratamiento que llevemos a cabo y a realizar una valoracién de riesgos de los tratamientos que
realizamos, para saber qué medidas tendremos que aplicar y cdmo hacerlo.

Ademas de los derechos que ya contemplaba la legislacién anterior (acceso, modificacion,
oposicion y cancelacién de datos, supresion en el nuevo Reglamento) ahora los participantes
también pueden limitar el tratamiento de datos recogidos para el proyecto que sean incorrectos,
solicitar una copia o que se trasladen a un tercero (portabilidad). Para ejercitar estos derechos
deberan dirigirse al investigador principal del estudio o al Delegado de Proteccién de Datos del
Hospital Clinic de Barcelona a través de protecciodades@clinic.cat.Asi mismo tienen derecho a
dirigirse a la Agencia de Proteccidn de Datos si no quedara satisfecho/a.

Los datos no se pueden eliminar aunque un paciente abandone el estudio, para garantizar la
validez de la investigacion y cumplir con los deberes legales y los requisitos de autorizacién de
medicamentos.

El Investigador y el Promotor estan obligados a conservar los datos recogidos para el estudio al
menos hasta 20 afios tras su finalizacién. Posteriormente, la informacién personal solo se
conservara por el centro para el cuidado de su salud y por el promotor para otros fines de
investigacion cientifica si el paciente hubiera otorgado su consentimiento para ello, y si asi lo
permite la ley y requisitos éticos aplicables.

11 Gestio de mostres biologiques
La participacid en aquest estudi comporta I'obtencié de mostres:

o orina per a la determinacié de marcadors metabolémicos en orina (histamina,
metilhistamina, acid imidazol acétic, acid metil-imidazol acetic), aixi com per a la determinacio
de proteindria i sediment (examen basic d'orina).

o Femta: per a la determinacio de la microbiota intestinal
. Plasma i serum: per a la determinacié de I'activitat DAO i altres parametres bioquimics
importants.

De conformitat amb el que estableix la Llei 14/2007 de recerca biomeédica i el Reial decret
1716/2011 pel qual es regula la utilitzacié de mostres biologiques en recerca, en signar aquest
document voste accepta que s'utilitzin les mostres que s'obtindran per a les finalitats del present
estudi, amb I'objectiu d'estudiar I'eficacia de la dieta baixa en histamina i / o la suplementacié
amb enzim DAO en el tractament de la simptomatologia associada a la intolerancia a la
histamina per déficit de DAO.

L'accés a les mostres només podra realitzar-se sota la conformitat de l'investigador que tingui
assignada la responsabilitat de custodiar-les sota document signat. Qualsevol analisi o cessi6 de
mostres a tercers es realitzara sota |'acceptacid, mitjangcant document escrit, de l'investigador
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responsable de custodiar les mostres, podent-se obtenir tota la informacié del voluntari
exceptuant qualsevol dada que pogués identificar-lo. Si el participant revoca el seu
consentiment a I'Us de les mostres biologiques que d'ell s'hagin derivat, aquestes seran
destruides. Les mostres es mantindran emmagatzemades en els laboratoris IDIBAPS (Planta 4B-
Dpto. 4) i del Campus de I’Alimentacid de la Universitat de Barcelona fins a la seva utilitzacié per
als objectius d'aquest estudi. Una vegada finalitzat, les mostres sobrants seran destruides.

S'utilitzara un codi per a identificar la seva mostra i no s'utilitzara cap dada seva que pugui
revelar la seva identitat. Unicament el metge de I'estudi i els seus col-laboradors podran
relacionar la mostra amb voste.

Les dades que es derivin de la utilitzacié d'aquestes mostres es tractaran de la mateixa manera
que la resta de dades que s'obtinguin durant aquest estudi.

La cessié de mostres biologiques per a aquest estudi és gratuita i voluntaria. Aixd suposa que
voste no tindra drets sobre possibles beneficis comercials dels descobriments que poguessin
derivar-se del resultat de la recerca biomédica.

Si s'obtingués informacié rellevant que pogués afectar la salut del participants o a la dels seus
familiars, se’ls hi notificara. En cas que fos necessari contactar amb ells, s'utilitzarien les dades
gue consten en la seva historia clinica. No obstant aix0, es respectara el seu dret a decidir que
no se li comuniquin aquests, per al que es pot marcar la casella que es troba en el formulari de
consentiment.

Aixi mateix, en cas que es realitzin analisis genetiques no se li comunicara ni al participant ni al
seu metge els resultats que s'obtinguessin, encara que el participant té dret a sol-licitar-los
dirigint-se al metge de l'estudi. En tractar-se d'estudis de recerca exploratoris, no es
proporcionara informacio util ni es podra utilitzar per a guiar el tractament ni per a diagnostic
del participant.

12 Financiacio
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Presupuesto Estudio Clinico para tres afios

Concepto Total H. Clinic UB
Personal
Tit. Superior: Enfermera 1/3 jornada (10.000 € x 3 afios) 30.000,00! 30.000,00
Médico/Dietista-Nutricionista 1/2 jornada (12.000 € x 3 afios) 36.000,00! 36.000,00
Contrato de investigacion pre-doctoral (30.000 € x 3 afios) 90.000,00 90.000,00

Dietas adaptadas al personal con déficit de DAO en funcion del grupo asignado: Tripticos,
recetas individualizadas y lista de la compra por temporada y consejos nutricionales

Documentacion visita basal x 400 1.200,00! 1.200,00
Documentacion visita seguimiento x 400 1.200,00 1.200,00
Valoracién nutricional
. Lectura del registro de consumo de frecuencia de alimentos basal x 400 670,00 670,00
. Lectura del registro de consumo de frecuencia de alimentos final x 400 670,00 670,00
. Valoracion e interpretacion de los registros semanales basal, seguimiento y final x 1200
(400*3) 2.500,00 2.500,00
Data managment (elaboracion de base de datos para exportacion datos, verificacion datos-
validacion datos, resolucién querys) 3.000,00 3.000,00
Determinaciones analiticas
Determinacion de perfil de salud x 800 (analisis bioquimicos pacientes) 19.650,00 19.650,00
DAO REA Kit (600 basal & 400 final)
Anédlisis microbiota (200 basal y 200 final) 28.000,00! 28.000,00!
Determinacion de polimorfismos asociados (600 basal; incluido transporte Madrid) 15.000,00 15.000,00
Determinacion metabolitos de la histamina en orina (400* 4 puntos de muestreo) 25.000,00 25.000,00
Otros
Asesoria estadistica 2.000,00 1.000,00| 1.000,00
Costes de publicacidn, viajes, congresos y dietas 30.000,00! 15.000,00| 15.000,00
Responsabilidad Civil derivada de la realizacidn del estudio 15.250,00 15.250,00
investigacion clinica del producto. 300.140,00 126.140,00| 174.000,00
Direccion cientifica (10%)

30.014,00 12.614,00 17.400,00
TOTAL GASTOS DIRECTOS 330.154,00 138.754,00| 191.400,00
Overhead (18%) 72.472,83 30.458,20| 42.014,63
TOTAL 402.626,83| 169.212,20| 233.414,63
|cOSTE ANUAL | 134.208,94

Faltaria afegir la polissa de responsabilitat civil: 12.600 eur/any

14 Politica de Publicacio

Després de la finalitzacié de I'Estudi, es preveu la publicacié dels resultats tant si fossin positius
com si fossin negatius. Quan una de les parts vulgui utilitzar els resultats parcials o finals, en part
o totalment, per a difondre'ls i/o publicar-los com a article, conferéncia, etc., haura de sol-licitar
la conformitat de I'altra part per escrit. Aquesta haura de comunicar l'autoritzacié o manifestar
el seu desacord o reserva per escrit en un termini maxim de vint (20) dies naturals. Transcorregut
aquest termini sense resposta, s'entendra |'autoritzacio per a la difusio dels resultats.
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15 Annexos

ANNEX 1

Principals simptomes de la intolerancia a la histamina®

Nervous system

Respiratory apparatus (H2/H3)
(H1/H2/H3) Headache
Rhinorrhea Dizziness
Rhinitis
Nasal congestion
Sneezing Circulatory system
Dyspnea (H1/H2)
®
Tachycardia
Gastrointestinal tract Hypotonia
(H1/H2/H3/H4) Collapse
°
Bloating
Flatulence
Postprandial fullness
Diarrhoea
Abdomlngl pain Skin
Constipation
Nausea (H1/H2/H4)
; °
Emesis Pruritus
Flush
Urticaria
Eczema
Swelling

Model Protocol Projectes Recerca o PS amb marcat CE
Versio 3 de 13.06.2022

Pagina 23 de 25



ANNEX 2

DIETA BAJA EN HISTAMINA
TABLA DE ALIMENTOS EXCLUIDOS Y PERMITIDOS

ALIMENTOS ALIMENTOS EXCLUIDOS ALIMENTOS PERMITIDOS
Arroz, avena, espelta, maiz, mijo, quinoa,

CEREALES Y . . .
, - trigo, trigo sarraceno, boniato, patata, yuca,
TUBERCULOS
etc.
Fresas y frutos rojos, papaya, aguacate,
citricos (naranja, pomelo, mandarina, |Albaricoque, cerezas, granada, higo, mango,
FRUTAS Y T , . , ,
TS SEEEE liman, kiwi, pifia), platano, ciruelas, frutos | manzana, melocotdn, meldn, pera, uva,
secos (nuez, cacahuete, almendra, sandia, pifiones, etc.
anacardos, avellana),
) ] Acelga, alcachofa, brdcoli, cebolla, hinojo,
Encurtidos vegetales (ej. chucrut, oo i
VERDURAS Y judiasverdes, espdrrago, lechuga,

aceitunas), calabacin,calabaza, espinacas, o
HORTALIZAS pimiento,

berenjena, tomate. )
remolacha, zanahoria, etc.

A Quesos frescos, bebidas vegetales, producto
LACTEOS, Quesos curados, semicurados y rallados, ) 8 P

DERIVADOS Y fermentado a base de soja u otros vegetales

leche y yogures

SUSTITUTOS (“yogurt” vegetal)
LEGUMBRES Y Alubias, frijoles, garbanzos, lentejas, soja,
Sufu, Tempeh
DERIVADOS etc.
Marisco, conservas o semiconservas de
pescado (atun en lata, anchoas, sardinas o | Pescado blanco o azul, sepia, calmar, pulpo
PESCADO
caballa en conserva, boquerones en etc, frescos o congelados*
vinagre, salmdn ahumado, etc)
HUEVO Clara Yema

. . . Carne fresca o congelada*, jamén o lomo
Embutidos (fuet, chorizo, longaniza...), o ]
CARNE Y AVES , , s n curado, jamon o pavo cocido, mortadela,
visceras (higado, foie, rifidn, etc)
Frankfurt, etc

Zumo de naranja, zumo de tomate, bebidas
BEBIDAS alcohdlicas (cava, vino, cerveza, sidra, Agua, infusiones, café, etc
destilados), te

Aceite de oliva y semillas, crema de
GRASAS - sésamo tostado (tahin), mantequillay
margarina

Orégano, albahaca, circuma, jengibre,

CONDIMENTOS Vinagre, salsa de soja, salsa de tomate ) )
menta, sal, azlcar, miel y edulcorantes
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Chocolate, mermelada de citricos, Algarroba, compotas y sorbetes de frutas
OTROS productos de pasteleria y bolleria que aptas, semillas de chia y lino, de girasol y
contenga alimentos excluidos calabaza

*Sera importante asegurar que tanto el pescado como la carne sean muy frescos en el momento de su compra.
De lo contrario sera preferible comprarlos directamente congelados.

Bibliografia; Sanchez-Perez, S., Comas-Basté, O., Veciana-Nogués, MT., Latorre-Moratalla, ML., Vidal-Carou,

MC. 2021. Low-histamine diets: Is the exclusién of Foods justified by their histamine content?. Nutrients, 13,
1395.
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