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RESUMEN Y ABSTRACT






RESUMEN

TITULO DE LA TESIS

PAPEL DE LAS CELULAS T REGULADORAS EN LA ALERGIA A PROTEINAS
DE LECHE DE VACA NO MEDIADA POR IGE EN LA INFANCIA.

INTRODUCCION

La fisiopatologia de la alergia a proteinas de leche de vaca (APLV) no mediada
por IgE es desconocida lo cual explica la falta de marcadores diagnésticos y
pronésticos para esta entidad con un posible sobre diagnostico. En el momento
actual su incidencia estd en aumento lo que conlleva un aumento de recursos
sanitarios. Los estudios previos en alergias no mediadas por IgE, principalmente
en enterocolitis alérgica, sugerian un mecanismo mediado por células T sin llegar

a confirmarse en estudios posteriores.
OBJETIVOS

El objetivo del estudio es investigar los mecanismos inmunoldgicos, en especial el
papel de las células T reguladoras (Treg), implicados en la fisiopatologia de la

proctocolitis alérgica.
MATERIAL Y METODOS

Estudio prospectivo observacional realizado en un hospital terciario, desde enero
de 2014 a enero de 2019, de lactantes con proctocolitis alérgica diagnosticados
en consultas de Digestivo Infantil. Se recogieron variables clinicas y analiticas
hasta la adquisicion de tolerancia, poblaciones linfocitarias mediante citometria de
flujo en sangre periférica en dos tiempos (“TO” en fase aguda o “Tres” en la
resolucién) y niveles de vitamina D. Se compararon las variables con un grupo
control de lactantes sanos de edades similares. Se realiz6 estudio bivariante y

curvas ROC, considerandose significativo una p<0,05.
RESULTADOS

Se reclutaron 32 pacientes con proctocolitis (22 en TO y 10 en Tres) y 10 controles

sanos. Las caracteristicas clinicas (edad y género) de estos grupos eran
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comparables. En el analisis de poblaciones linfocitarias, no se observan marcadas
diferencias en las principales poblaciones celulares excepto mayores recuentos
de células T-CD4 memoria, valores aumentados de células B reguladoras y un
mayor porcentaje de células Treg en pacientes con proctocolitis aguda respecto a
controles. En el analisis de poblaciones mieloides se encuentran elevados de
forma  estadisticamente  significativa los  niveles de  granulocitos
(fundamentalmente eosindfilos), células dendriticas (MDC2) y células NK16+56-
en pacientes con proctocolitis respecto a los controles. Los marcadores
inmunofenotipicos que muestran mejor capacidad diagnéstica de proctocolitis
segun curvas ROC son el numero absoluto de células NK16+56- y el niumero de
granulocitos. No hay diferencias en los valores plasméticos de Vitamina D en los
pacientes con proctocolitis respecto al grupo de controles sanos de la misma edad

a diferencia de lo que ocurre en la alergia mediada por IgE.
CONCLUSIONES

En la proctocolitis alérgica no se observa una deficiencia de células Treg, como si
ocurre en la APLV mediada por IgE, que expliue la fisiopatologia de la
enfermedad. La ausencia de diferencias relevantes en la poblacion de células T
con respecto a controles sanos va a favor de una escasa participacion de la
inmunidad adaptativa en la proctocolitis alérgica y, por tanto, no parece deberse a
una respuesta mediada por células T. El mecanismo fundamental que define el
proceso inflamatorio en la proctocolitis alérgica podria relacionarse mas con la
inmunidad innata del huésped que con la respuesta T-CD4, caracterizado por un
aumento de células NK16+56-, eosinofilos y células dendriticas (mDC2). Estos
podrian evaluarse como posibles marcadores diagndésticos de APLV no mediada

por IgE.
PALABRAS CLAVE

Alergia a las proteinas de leche de vaca, alergia a la leche de vaca no mediada

por IgE, proctocolitis alérgica, alergia alimentaria, células T reguladoras.



ABSTRACT

TITLE

THE ROLE OF REGULATORY T CELLS IN NON-IGE MEDIATED COW'S MILK
ALLERGY IN CHILDREN

INTRODUCTION

The pathophysiology of non-IgE mediated cow's milk allergy is unknown. That
explains the lack of diagnostic and predictive markers for this entity with a possible
over diagnosis. Actually, the incidence is increasing and so it does the cost of
health expenditure. Previous studies in non-IgE mediated cow’s milk allergy,
especially the ones that study allergic enterocolitis, suggested a mechanism
mediated by T cells, but without confirmation in subsequent studies.

OBJECTIVE

The aim of this study is to investigate de immunological mechanisms, especially
the role of regulatory-Tcells (Treg) involved in the pathophysiology of allergic

proctocolitis.
METHODS

A prospective observational study was conducted in a tertiary hospital, including
infants diagnosed with allergic proctocolitis in Infant’s Digestive consults. This
study was conducted between January 2014 and January 2019. Clinical and
analytical variables were collected until the infants acquired tolerance to cow's
milk proteins. These variables were compared with a control group of healthy
infants with similar ages. The main analytical variables were |ymphocyte
populations, included T regulatory cells, extracted from peripheral blood and
processed immediately by flow cytometry, in two times of the study: first one (“T0”)
in acute phase and second one (“Tres”) in the clinical resolution. Levels of Vitamin

D were also collected from both groups of study (proctocolitis and healthy group).



Bivariate study and ROC curves were performed, considering p<0.05 as
significant.

RESULTS

We enrolled 32 patients with proctocolitis (22 in TO phase and 10 in Tres phase)
and 10 infants in the healthy group. Clinical characteristics as sex and age were
comparable in all groups of the study. There was no marked difference between
lymphocyte populationes in general except a higher T-CD4 memory cell counts, an
increased values of regulatory B cells and a higher percentage of regulatory T
cells (p<0.01) in patients with acute proctocolitis in contrast to the healthy group. In
the analysis of myeloid cell population, the levels of granulocytes (mainly
eosinophils), dendritic cells (mDC2) and NK16+56- cells were significantly higher
in patients with proctocolitis compared to the healthy group. The
immunophenotypic markers that showed a better quality to discriminate between
healthy and proctocolitis infants, according to area under the ROC curves, were
the absolute number of NK16+56- cells and the number of granulocytes. There
were no differences in vitamin D values in patients with proctocolitis compared to
healthy infants of the same age, in contrast to IgE mediated allergy studies, which

reveals low values of this vitamin D.
CONCLUSIONS

We haven't found a deficiency of T regulatory cells that explains the
pathophysiology of allergic proctocolitis, as it occurs in previous studies of IgE-
mediated cow’s milk allergy. The absence of relevant differences in T cell
population compared to healthy controls reveals a low participation of adaptive
immunity in proctocolitis. Therefore, allergic proctocolitis seems not to have an
immune mechanism mediated by T cells, but it could be related to innate immunity
characterized by an increase in NK16+56- cells, eosinophils and dendritic cells.
These cells could be evaluated in future studies as possible markers of non-IgE

mediated cow's milk protein allergy.

KEYWORDS: cow’s milk protein allergy, non-IgE-mediated cow's milk allergy,

allergic proctocolitis, food allergy, regulatory T cells.
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ABREVIATURAS

IgE: inmunoglobulina E

APLV: alergia a proteinas de leche de vaca

APLV-IgE mediada: alergia a proteinas de leche de vaca mediada por IgE
APLV-no IgE: alergia a proteinas de leche de vaca no mediada por IgE
PLV: proteina de leche de vaca

FPIES: Food protein-induced enterocolitis syndrome o enterocolitis inducida por
proteina alimentaria.

FPIAP: Food protein-induced allergic proctocolitis o proctocolitis alérgica.

FPE: Enteropatia alérgica. Actualmente también denominado FPIES cronica.
HePLV: Hidrolizado extenso de proteina de leche de vaca

HePLV con PB: Hidrolizado extenso de proteina de leche de vaca con probioticos
HePLV sin PB: Hidrolizado extenso de proteina de leche de vaca sin probioticos.
eHF: Formula elemental

ESPGHAN: European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and
Nutrition. Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion
Pediatrica.

AAP: Academia Americana de Pediatria
CPF: calprotectina fecal
EDN: endotoxina derivada del neutrdfilo

Poblaciones células inmunoldgicas:

Treg: células T reguladoras

Breg: células B reguladoras

RTE: células T recién salidas del timo (recient thymic emigrants).
Naive: son células virgenes que no han sido expuestas a antigenos.

Act: son células activadas recientemente en respuesta a un antigeno especifico.



EMem: células “efectoras-memoria” productoras de citoquinas y que realizan su
funcion efectora.

CMem: células “memoria-central” que constituyen el pool de células de memoria.

TemRA: células efectoras muy diferenciadas, pero de vida media muy corta.
Pueden reflejar una respuesta inmune intensa en un periodo reciente.

NK: célula natural killer.

mDC: células dendriticas mieloides.

IL: interleuquina

ThO: células T que no se han diferenciado aun en Thl, Th2 o Th17.
Th: Células T helper

IL: interleuquina

TNFa: factor de necrosis tumoral-alfa

IFNY: inferferon-gamma



CAPITULO 1:
INTRODUCCION
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1. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA
1.1. ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE VACA

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA
La prevalencia de las reacciones alérgicas estd aumentando de forma

exponencial en los paises desarrollados(1). Respecto a las alergias alimentarias,
se estima una prevalencia hasta del 8% (en EEUU) de alergia alimentaria en
ninos menores de 3 afnos(2). En Espafia se estima que 1 de cada 10 nifios
menores de 4 afios desarrollardn una alergia alimentaria segun el estudio
Alergoldgica de 2005(3). Dentro de ellas, las alergias a la proteina de leche de
vaca (APLV) ocupan el primer puesto de alergia alimentaria en la infancia, con
una prevalencia del 2.2%(2), de un 3-5% en lactantes alimentados con formula

lactea y un 0.5% en aquellos alimentados con lactancia materna(4).

En el estudio EuroPrevall de 2015(5) que analiza una cohorte de recién
nacidos de nueve paises Europeos (incluida Espafa), la incidencia de APLV
confirmada fue de 0.54% en los primeros dos afios de vida. Dentro de ellos, el
23.6% tenian una alergia no-IgE mediada. En Espafia, se observa una incidencia
de APLV a lo largo de 2 afios del 0.8% (Figura 1).

FIGURA 1: Incidencia ajustada de alergia a proteina de leche de vaca a lo largo
de 2 afios. Estudio Europrevall (licencia de permiso de utilizacién en anexo 10.4)

Cow's milk allergy

]
£
1

M gE-mediated cow's
milk allergy

NN L

1297 875 932 1442 1343 1294 1153 1007 84 10226
15 UK ML DE PL LT ES IT GR total

2y incidence, adjusted*
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1.1.2. CLASIFICACION DE LAS REACCIONES ALERGICAS
El espectro de manifestaciones cinicas secundarias a alergia a PLV es muy

amplio pudiendo ocasionar(6):

1- Reacciones mediadas por IgE: alergia inmediata tipo | (mediada por

mastocitos) con manifestaciones sistémicas, respiratorias, cutaneas,

digestivas o sindrome de alergia oral.

2- Reacciones no mediadas por IgE(7): enterocolitis inducida por proteinas de

alimentos (FPIES aguda), proctocolitis alérgica (FPIAP), enteropatia
(FPIES cronica o FPE), enfermedad celiaca, anemia ferropénica inducida
por proteina de leche de vaca, dermatitis de contacto y dermatitis
herpetiforme y sindrome Heiner o hemosiderosis pulmonar. Son reacciones

de tipo 1V mediada por mecanismos celulares.

3- Reacciones mixtas IgE/no mediadas por IgE: esofagitis eosinofilica,

gastritis alérgica eosinofilica o gastroenterocolitis alérgica eosinofilica.

Las reacciones IgE mediadas son las que resulta mas facil su diagnéstico
dado que en general tienen confirmacion con la deteccion de la IgE especifica en
suero (InmunoCAP) o en la epidermis (pruebas cutaneas o PRICK test)(8). Sin
embargo, en las reacciones no IgE mediadas y las mixtas estas pruebas resultan

negativas por lo que suponen un reto diagndéstico para el pediatra.

1.1.3. ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE VACA NO MEDIADAS
POR IgE
Su prevalencia esta en aumento estimandose hasta el 60% de todas las

reacciones por alergia a proteinas de leche de vaca. El estudio Europreval de
2015 no consiguio estimar su prevalencia real en parte por la falta de criterios
diagnosticos comunes hasta 2017 por lo que son necesarios mas estudios

epidemioldgicos(9).

Se caracterizan por un periodo de latencia mayor entre la ingesta de PLV y
el inicio de la sintomatologia. Se postula que son reacciones tipo 1V, mediadas por
células T, aunque su mecanismo inmunopatolégico es aun desconocido(10).

Suelen aparecer en el primer mes de vida con resolucion espontanea alrededor
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de los 2 afios. Producen manifestaciones gastrointestinales variables y pueden
repercutir en el estado nutricional del paciente(11)(12).

Dentro del grupo de reacciones alérgicas por ingesta de proteina de leche
de vaca no-IgE mediadas distinguimos distintas entidades
clinicas(13),(14),(15),(8),(16),(17) (tabla 1):

1. FPIES aguda o Enterocolitis inducida por proteinas
2. FPIAP o Proctocolitis alérgica inducida por proteinas
3. FPE o FPIES croénica o Enteropatia inducida por proteinas

4. Otras: anemia ferropénica inducida por PLV, formas atipicas de
presentacion o sintomas menores de alergia alimentaria. Algunos

autores incluyen en este grupo la enfermedad celiaca.

Tabla 1: Clasificacion y caracteristicas clinicas de las principales entidades de
APLV no-IgE mediada.

ENTEROCOLITIS | PROCTOCOLITIS | ENTEROPATIA

o FPIES o FPIAP

Edad de inicio 1 dia-1 afio Dias- 6 meses Hasta los 2 afios
Descartar otras | 40% con la soja 20% con soja o | Raro
alergias alimentarias alergia multiple
Alimentacion del | FA Lactancia materna @ FA
paciente 60% o FA
Antecedentes atopia

- AF 40-70% 25% desconocido

- AP 30% 20% 22%
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ENTEROCOLITIS
o FPIES

PROCTOCOLITIS
o FPIAP

ENTEROPATIA

SINTOMAS
Vomitos

Diarrea
Rectorragia
Edema

Shock

Fallo crecimiento
LABORATORIO
Anemia

Hipoalbuminemia

Metahemoglobinemia

Acidosis

PRUEBAS ALERGICAS

Prick test
InmunoCAP

IgE total

Eosinofilia periférica

Predominante
Grave

Grave

Grave

15%

Moderado

Moderada
Aguda
+/-

+/-

Negativo*
Negativo*
Normal/elevado

No

No

Leve
Predominante
Infrecuente
No

No

Infrecuente
Infrecuente
No

No

Negativo
Negativo
Normal/elevado

Ocasional

Intermitente
Moderado
Raro
Moderado
No

Moderado

Moderada
Moderada
No

No

Negativo
Negativo
Normal

No

14



ENTEROCOLITIS A PROCTOCOLITIS | ENTEROPATIA

o FPIES o FPIAP
BIOPSIA INTESTINAL:
Atrofia vellosidades Parcheado No No
Colitis Importante Focal No
Erosion mucosa Ocasional Ocasional No
HNL No Comun Duodeno/colon
Infiltrado eosindfilos Importante Importante Poco

(abscesos (abscesos cripticos)

cripticos)
PRUEBA DE VOmitos a las 3-4 No necesaria Vomitos o]
PROVOCACION horas y diarrea a 5- diarrea a las 24-

8 horas 72 horas
TRATAMIENTO
Tipo HPLV Dieta materna¥ o HPLV

_ HPLV
Respuesta 80%. Mejoria en 3- En 1-3 semanas
~ | 10dias Mejoria en 48-96
Prueba tolerancia ] 1-2 afios con
_ » horas. 10% persiste |
(reintroduccién PLV) 1.5-2 afios biopsia
12 meses

(FA: formula adaptada, AF: antecedentes familiares, AP: antecedentes personales, HNL: hiperplasia nodular
linfoide; PLV: proteina de leche de vaca. HPLV: Hidrolizado extenso de proteina de leche de vaca; ¥ Dieta
materna retirando PLV en la dieta de la madre; *: si es positivo, puede ser factor de riesgo de alergia

persistente,)

1.1.3.1. SINTOMAS MENORES DE ALERGIA o0 FORMAS ATIPICAS
Ademas de estos tres principales grupos definidos en la literatura y en las

guias de practica clinica existe un grupo comunmente denominado como
“sintomas menores de alergia o formas atipicas” que, si bien no cumple ninguna
de las definiciones propuestas para las cuatro entidades anteriores, se comportan

como reacciones no IgE mediadas producidas por PLV. Algunos autores no los
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considera dentro de la clasificacion de alergia no mediada por IgE puesto que no
se ha encontrado un mecanismo inmunologico especifico pero se diagnostican

igualmente con la prueba de retirada-reexposicion(18).

Los sintomas menores de alergia son inespecificos: irritabilidad con llanto,
reflujo, estrefiimiento, rinitis/estornudos/tos, dermatitis de repeticion(15). Se creen
gue podrian ser secundarios a alteraciones de la motilidad tras la interaccion entre
el sistema nervioso entérico y mediadores inflamatorios liberados por eosinoéfilos o

mastocitos tras ser activados por la exposicion al alérgeno en cuestion(4),(19).

Los sintomas gastrointestinales como las regurgitaciones, célicos infantiles,
estrefiimiento son muy frecuentes en el periodo de lactancia. La mayoria de estos
trastornos suelen ser funcionales y transitorios definidos por los criterios Roma
IV(20)(21), con una prevalencia segun el trastorno entre 20-60% en la infancia.
Sin embargo, en algunos pacientes estos sintomas se deben a alergia a PLV no
IgE mediada, descubierto fundamentalmente por la mejoria de la sintomatologia
en los nifios cuando se trataba como una APLV con cambio a una formula
hidrolizada. Algunos autores publicaron en 2015 algoritmos o scores clinicos que
permitian saber cuando sospechar que esta sintomatologia es debida a un
mecanismo alérgico y no funcional(4),(22). Los propios autores advierten que
estos algoritmos estan basados en el consenso de expertos clinicos mas que en
la evidencia cientifica ante la falta de literatura que revele el mecanismo
fisiopatoldgico por el que se produce esta reaccion alérgica no IgE mediada en el
lactante. Las pruebas de laboratorio IgE especificas como el InmunoCAP, prick

test o los parches tampoco son utiles en estas entidades.

La elevada prevalencia de estos trastornos gastrointestinales y la falta de
conocimiento sobre la fisiopatologia involucrada en ellos han conducido a una
sobreestimacion del diagndéstico de alergia a proteina de leche de vaca y un
aumento de prescripciones de dietas de eliminacién de PLV en estos pacientes.
Esto tiene repercusion tanto en el crecimiento del lactante como en la economia
de la familia y de la sociedad. Por ello se propuso un score clinico “Cow’s Milk
Related Symptom Score” o CoMiSS en 2015 que pretende facilitar el diagnéstico

de alergia a PLV en estos casos(22),(23),y cuyo protocolo para validacion se ha
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publicado recientemente(24). Los resultados finales de sensibilidad vy
especificidad para esta herramienta diagnostica estan pendientes de publicacion.
Este tipo de test diagndstico no tiene validez para la proctocolitis alérgica ni para
el resto de entidades no-IgE mediadas, sélo se aplica para los sintomas menores
0 atipicos.

El score clinico CoMiSS se basa en 5 items (llanto, regurgitacion,
deposiciones, sintomas cutaneos y sintomas respiratorios) con una puntuacion
final de 0-33 puntos. Si el paciente obtiene mas de 12 puntos en el score CoOMISS,
la sintomatologia es probable que se deba a una alergia a PLV con un valor
predictivo positivo del 80%. En estos pacientes serd en los que se realice la
prueba de retirada de proteinas de leche de vaca en la dieta durante 2-4 semanas
y estara indicado realizar un test alérgico (InmunoCAP) segun las guias(25), para
descartar un mecanismo IgE mediado y por tanto una reaccion inmediata en
futuras provocaciones orales o para definir el prondstico clinico. Por el contrario, si
la puntuacion inicial es menor de 12 puntos entonces es poco probable que la
sintomatologia menor o atipica se deba a alergia a proteinas de leche de vaca
sino mas bien a un trastorno funcional del lactante evitandonos en estos pacientes

tener que realizar cambios en la alimentacion.

1.2. PROCTOCOLITIS ALERGICA

1.2.1. DEFINICION Y CUADRO CLINICO
La proctocolitis alérgica es un proceso de hipersensibilidad a proteinas

ajenas al organismo no mediado por IgE. Es una patologia transitoria y benigna
gue habitualmente comienza en un lactante entre 1-4 meses de vida. A pesar de
gue su prevalencia e historia natural no estan claramente descritas, parece
presentar una incidencia en aumento en los Ultimos afios en nuestro medio,
incluso en los lactantes alimentados Unicamente con lactancia materna. Supone la
causa mas frecuente de colitis en el nifilo menor de un afio con una prevalencia
del 18 al 64% de causa de sangrado rectal en un lactante(7),(26),(27). Puede
asociarse a eccema (en un 22% de casos) y antecedentes familiares de atopia
(hasta en un 25% de casos). Otros alimentos implicados a parte de las proteinas

de leche de vaca son la soja (30%), huevo, trigo y el maiz(7).
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Se describié por primera vez por Lake et al en 1892 en seis lactantes
amamantados con lactancia materna exclusiva con sangrado rectal en su primer
mes de vida(28).

El cuadro clinico consiste en sangrado rectal sin alteracion del estado
general ni en la curva de peso en un lactante sano. El sangrado rectal suele estar
mezclado con las deposiciones, que a su vez suelen ser mucosas y mas blandas.
En ocasiones se encuentran fisuras anales en la exploracion fisica. En la mayoria
de los casos las pruebas analiticas son normales, pero puede encontrarse
eosinofilia, anemia e hipoalbuminemia leves. Otras manifestaciones clinicas
asociadas pueden ser el meteorismo (30% casos), vomitos ocasionales (27%) y
dolor abdominal (20%)(7). Algunos pacientes muestran niveles elevados de
anticuerpos IgE y antecedentes familiares de atopia. El inicio de la sintomatologia
puede ser aguda (en las primeras 12 horas de la ingesta de PLV) pero es mas
frecuente que sea insidiosa con un intervalo de latencia mas prolongado. El
diagnostico por tanto suele ser clinico, con resolucion de la sintomatologia,
habitualmente en las primeras 96 horas de la exclusion de PLV en la dieta del
lactante o de la madre (en el caso de lactancia materna exclusiva) y tras descartar
otras causas de sangrado rectal. Las pruebas de InmunoCAP y PRICK test son
negativas. La colonoscopia no suele ser necesaria para el diagnéstico habiéndose
descrito eritema de la mucosa rectosigmoidea con hiperplasia nodular e infiltrado
eosinofilico en el estudio histolégico(7). El tratamiento consiste en la exclusion de
las PLV de la dieta, aunque hasta en un 20% de casos de lactantes con lactancia

materna exclusiva suele resolverse espontaneamente sin tratamiento(25),(26).

Se han descrito multiples proteinas capaces de producir proctocolitis,
estando presente en casi todos los casos la proteina de leche de vaca (PLV). Las
PLV son capaces de producir patologia incluso en los pacientes alimentados con
lactancia materna, que representan el 60% de los casos de proctocolitis, debido a
gue se excretan parcialmente proteinas de leche de vaca a través de la leche

materna(7)(29). En estos casos la clinica de inicio suele ser mas tardia y leve.
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El 30-40% de los pacientes presentan una alergia combinada para
proteinas de leche de vaca y soja por lo que no se recomienda el tratamiento con

férmulas de soja en menores de 6 meses.

1.2.2. DIAGNOSTICO DE PROCTOCOLITIS ALERGICA.

1.2.2.1. GUIAS DE PRACTICA CLINICA
Segun las guias de practica clinica de alergia a proteinas de leche de

vaca(25), no existe ningun estudio de laboratorio que pueda apoyar el diagnéstico
de proctocolitis alérgica. Este se basa en la historia clinica compatible y la
desaparicion de la sintomatologia tras 72-96 horas de la retirada de las proteinas
mediante la administracion de una férmula con hidrolizado de
proteinas(14),(30),(31). Dado que la clinica en algunos casos es poco clara y
puede solaparse con otras patologias digestivas (infecciosas, malabsorcion...) el
diagnostico puede demorarse retrasandose el inicio del tratamiento o, por el

contrario, realizarse tratamientos innecesarios(25),(26).

En el diagnostico diferencial de la proctocolitis alérgica habria que
descartar otras causas de rectorragia en el lactante menor de un mes como son:
enterocolitis necrotizante, sepsis, enfermedad de Hirschprung, invaginacion
intestinal o volvulo, enterocolitis alérgica (FPIES), fisura anal, dermatitis perianal,
infecciones gastrointestinales (Salmonella, shigella, Campylobacter, Yersinia o
parasitosis), coagulopatias o deficiencia de vitamina K. La exclusion de estas
patologias suele realizarse con una historia clinica y exploracion clinica completa
por lo que no suele ser necesario la realizacion de exploraciones
complementarias intervencionistas para el diagnostico de proctocolitis

alérgica(14).

Actualmente existen cuatro Guias de Préactica Clinica que abarquen el
diagndstico y manejo de la proctocolitis alérgica, asi como de otras alergias no-
IgE mediadas. Las principales aportaciones sobre el diagndstico y manejo de

proctocolitis alérgica son las siguientes:

1. Guia Europea ESPGHAN (sobre el diagnéstico y manejo de la

alergia a proteinas de leche de vaca 2012.(25)
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El algoritmo diagnéstico para la alergia a proteinas de leche de vaca no IgE
mediada propuesto por la ESPGHAN incluye una dieta de eliminacién diagnostica
de 1-2 semanas para las reacciones tempranas y tardias como voOmitos o
dermatitis atopica y de 2 a 4 semanas para los sintomas gastrointestinales
menores como la diarrea o el estrefiimiento. Si hay una mejoria clinica esta
indicado la realizacién de una prueba de provocacion oral. En el caso de que ésta
sea positiva se continuara con la dieta de exclusién de proteinas de leche de
vaca. Si el paciente no presenta mejoria de la sintomatologia tras la dieta de
eliminacion diagnostica o la prueba de provocacion resulta negativa, entonces el
paciente se descarta la alergia no mediada por IgE y se retira la dieta de

eliminacion.

En las reacciones inmediatas de tipo | o IgE mediadas se debe realizar una
dieta de eliminacion de PLV y realizar pruebas alérgicas para la determinacion de
IgE especifica (InmunoCAP o PRICK test). Si éste resultara positivo se confirma
APLV-IgE mediada y se continia con la dieta de eliminacion. Si las pruebas
alérgicas son negativas entonces se realizaria la provocacion oral y segun su

resultado se confirma o se descarta alergia.

La endoscopia digestiva estara indicada en aquellos pacientes con
sintomatologia gastrointestinal inexplicada o persistente a pesar de la retirada de
las proteinas de leche de vaca, retraso ponderoestatural o anemia ferropénica.
Sin embargo, los hallazgos encontrados de atrofia o infiltrados eosinofilicos no
son especificos ni patognomaonicos y por tanto tendran que correlacionarse con la

clinica.

No estan indicados los parches ni los test intradérmicos en el diagnostico

de alergia alimentaria a proteinas de leche de vaca.

Esta Guia hace referencia a la necesidad de una guia especifica sobre
alergias a proteinas de leche de vaca no-IgE mediada. En pacientes con
“sintomas menores o atipicos” de alergia alimentaria no-IlgE mediada no se
recomienda realizar pruebas de alergia de forma sistematica de entrada dado que
no es coste efectivo. Sin embargo, si tras realizar una prueba de retirada de PLV

los sintomas menores o0 atipicos mejoran entonces si se recomienda realizar
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pruebas de alergia para descartar la probable reaccion inmediata al reintroducir el
alérgeno y ofrecer un prondstico al paciente. Si la IgE especifica es negativa se
debe considerar el diagnéstico de alergia no-IgE mediada, intolerancia a PLV no

inmunolégica o incluso deficiencia de lactasa secundaria.

2. Guia Americana para el diagnostico y manejo de la alergia
alimentaria de 2010: “Guidelines for The Diagnosis and
Management of Food Allergy in The United States”(32)

En esta guia se define la Proctocolitis alérgica o FPIAP de acuerdo a los
criterios sugeridos por la EAACI (European Academy of Allergy and Clinical
Immunology) sobre alergia alimentaria. El criterio diagndstico fundamental es la
mejoria de la sintomatologia tras la eliminacion del alérgeno de sospecha
implicado en la sintomatologia y la recurrencia de la sintomatologia tras la prueba

de provocacion con dicho alérgeno(32).

3. Guia inglesa BSACI (British Society for Allergy and Clinical
Immunology) para el diagnostico y manejo de la alergia alimentaria
2014(33).

Define el cuadro clinico como la colitis en un lactante sano, feliz, con
crecimiento normal, alimentado al pecho con la Unica sintomatologia de moco y
sangre en heces que se resuelve tras la retirada, habitualmente a las 48 horas de
las proteinas de leche de vaca en la dieta materna y que se resuelve alrededor
del afo de vida. La endoscopia no es necesaria para el diagnostico, pero si se
realizara para descartar otra patologia se observaria infiltrado eosinofilico y colitis
distal.

4. Guia NICE de alergia alimentaria 2011(34)

El diagnostico estd basado en la historia clinica compatible, prueba de
eliminacién del alérgeno sospechoso (2-6 semanas) y reintroduccion posterior. No
se recomiendan otras pruebas alérgicas como IgE especifica o InmunoCAP, prick

test, patch test (parches) en las alergias no mediadas por IgE.

En ellas también se basan las guias de atencion primaria en Reino Unido

para el manejo de las alergias no mediadas por IgE(35),(36).
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5. Nowak 2017. Guia internacional de consenso sobre diagnéstico y
manejo de FPIES (enterocolitis inducida por proteinas de leche de
vaca)(37).

En esta guia, recientemente publicada aparece por primera vez unos
criterios diagnésticos claros para la enterocolitis inducida por PLV o FPIES. Sin
embargo, no introduce cambios en el diagndstico de proctocolitis alérgica o FPIAP
por lo que el diagndstico sigue basandose en el cuadro clinico caracteristico y la
mejoria de la sintomatologia tras la retirada de PLV en la dieta.

El motivo de centrarse en las FPIES es que hasta ahora el cuadro clinico
resultaba dificil de diagnosticar en la practica clinica, en parte porque simula
patologias graves que cursan también con shock hipovolémico (deshidratacion
por gastroenteritis aguda, sepsis), enfermedades metabodlicas o enterocolitis
necrotizante. La guia hace referencia a la fisiopatologia de las FPIES explicando
gue se debe a una inflamacion de la mucosa intestinal, debidas a la ingesta de
PLV o0 soja, de origen inmunologico mediado por células T y citoquinas
proinflamatorias (IL 8 y triptasa) que conducen al aumento de la permeabilidad
intestinal. Como consecuencia de ello se produce la pérdida de liquidos y el

cuadro tipico de vomitos, diarrea y shock hipovolémico.

La Guia Nowak define por primera vez unos criterios diagndsticos solo para
las FPIES agudas o enterocolitis. Las FPIES cronicas o FPE (enteropatia por
PLV) no quedan definidos y el diagndéstico contindia siendo de sospecha segun el

cuadro clinico expuesto en la tabla 1.

En las FPIES agudas el diagnostico se puede realizar si el paciente tiene 1
criterio mayor (vémitos en las siguientes 1-4 horas de la ingesta de PLV sin
sintomatologia cutanea IgE mediada) y al menos 3 menores (letargia, palidez,
necesidad de atencion en urgencias, necesidad de fluidoterapia intravenosa,
hipotensidn, hipotermia, diarrea en las siguientes 24 horas de la ingesta, etc). En
caso de dudas estara indicada la provocacion que sera positiva si el paciente
presenta la sintomatologia con al menos 1 criterio mayor y dos menores. Tras la

aparicion de estas guias se ha publicado recientemente en 2019 el documento de
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consenso espariol sobre el diagnostico de alergia a PLV no mediada por IgE que

incluye estos criterios diagnodsticos(38).

1.2.2.2. PRUEBAS DIAGNOSTICAS EN PROCTOCOLITIS ALERGICA
Hasta el desarrollo de las distintas guias de practica clinica anteriormente

mencionadas, en los pacientes con sospecha de alergia alimentaria se realizaban

una serie de pruebas diagndsticas encaminadas a descartar alergia mediada por

IgE u otras causas de sangrado digestivo. Los conocimientos actuales sobre la

validez de estas pruebas en la proctocolitis alérgica son los siguientes:

1.

Pruebas de laboratorio. Las pruebas de laboratorio basicos como hemograma

y bioquimica son normales. Es posible encontrar alteraciones leves de anemia,
eosinofilia, hipoalbuminemia e hipoproteinemia. Se han descrito casos de

elevacion de IgE total en ocasiones asociadas a sintomatologia persistente.

Pruebas alergia. No se recomienda realizar test de IgE especifica a PLV

(InmunoCAP) por la negatividad de las pruebas, a menos que exista otras
patologias asociadas como dermatitis atopica 0 antecedente de reacciones
inmediatas. Tampoco se recomienda de rutina la realizacion de parches (patch

tests) debido a la falta de estudios validados sobre sus resultados(39).

Endoscopia y biopsia. No es necesario para el diagnéstico y no esta indicado

de rutina salvo en pacientes con diagnostico incierto. Si se realizara se podria
encontrar infiltracion de eosinofilos en la lamina propia y epitelio del colon

distal formando abscesos cripticos.

Prueba de retirada del alérgeno. La prueba de retirada de PLV de la dieta es

parte del diagndstico de proctocolitis alérgica. En la proctocolitis la mejoria
clinica tras la retirada de PLV en la dieta se suele observar a lo largo de los

siguientes dias hasta 4 semanas de la retirada.

Prueba de provocacion oral (Oral food challenge): Seria la prueba gold

estdndar para confirmar el diagnéstico de APLV-no IgE mediada tras la
mejoria clinica con la prueba de retirada. En la proctocolitis se podria realizar
tras 4-8 semanas de la dieta de eliminacién con caracter ambulatorio y con un

diario de sintomas. Segun las guias de practica clinica de 2012, esta prueba
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no suele ser necesaria realizarla para el diagnéstico de proctocolitis si el
cuadro clinico es compatible y la sintomatologia se resuelve tras la prueba de
retirada de PLV(13). Sin embargo, las nuevas guias publicadas a partir de
2019 sefialan una necesidad de confirmar la sospecha clinica con la prueba de
provocacion en los pacientes con proctocolitis alérgica(38).

En la actualidad, segun las guias de practica clinica(13), para el
diagnostico de proctocolitis alérgica seria suficiente con una historia clinica y
exploracion fisica completa y la prueba de retirada de PLV, siendo innecesaria la

realizacion de otras pruebas complementarias.

1.2.3. TRATAMIENTO E HISTORIA NATURAL DE LA PROCTOCOLITIS
ALERGICA
En el nifio alimentado con lactancia materna la eliminacion de las PLV en la

dieta de la madre suele ser suficiente para resolver el cuadro evitando suspender
la lactancia materna. En algunos casos, la rectorragia persiste a pesar de la dieta
materna pudiendo ocasionar anemia ferropénica, habitualmente debida a
persistencia de algun alérgeno en la dieta materna. Se han descrito casos en los
gue es necesario una formula hidrolizada de PLV o0 incluso elemental,

consiguiendo resolver la sintomatologia en 48-72 horas(14).

En el lactante alimentado con férmula adaptada el tratamiento de primera
eleccion es la alimentacion con hidrolizados extensos de caseina(40). Las
férmulas hidrolizadas extensas de proteinas de leche de vaca (HePLV) se definen
segun la Academia Americana de Pediatria (AAP)(41), como aquellas que
contienen péptidos, en vez de proteinas entera, con un peso molecular menor a
3000 Daltons.

Las férmulas elementales (eHF) son aquellas que contienen Unicamente
aminoacidos libres en vez de proteinas. Se usan como primera linea de
tratamiento en cuadros graves de enteropatia o anafilaxia sobre todo cuando se
sospecha alergia multiple. En el tratamiento de la proctocolitis alérgica, en raras

ocasiones sera necesario el uso de una férmula elemental(42),(43).

Se han propuesto otras lineas de tratamiento como son las formulas
hidrolizadas de arroz, formulas de soja y la adicibn de probibticos
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(fundamentalmente LGG o Lactobacillus rhamnosus) a las formulas
HePLV(30),(42). Las formulas hidrolizadas de arroz se describen en las guias(25),
como una opcion segura y eficiente en el manejo de la APLV, pero dada la
ausencia de estudios prospectivos a largo plazo se recomienda solo en casos
selectos de lactantes que rechacen o no toleren las férmulas HePLV o en familias
veganas. En estas guias también se desaconseja el uso de formulas de soja en
menores de 6 meses dado que hasta un 10-14% de los lactantes tendran
reacciones alérgicas a este alimento. Ademas, tanto la ESPGHAN (European
Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition) como la AAP
posicionan estas formulas de soja en un segundo lugar dado que las proteinas no
son de igual valor nutricional y contienen elementos traza como fitatos o

isoflavonas con desventajas nutricionales en el lactante.

En los ultimos afios, se esta empezando a afadir ciertas cepas de
probioticas afiadidas a las formulas HePLV para el tratamiento de la APLV(4), en
concreto de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG). EI estudio realizado por Berni
Canani et al muestra como la adicion de estos probidticos inducen la tolerancia a
PLV de forma mas rapida en los lactantes(44). Es un estudio prospectivo
multicéntrico que comparan cinco grupos de tratamiento de pacientes con APLV
en cuanto a la adquisicion de tolerancia inmunoldgica al afio de vida. Los
resultados de este estudio muestran mayor tolerancia inmunolégica de forma
significativa en el grupo de HePLV con LGG comparada con HePLV sin
probidtico, hidrolizado de arroz, formula de soja y formula elemental. En este
estudio no se incluyeron pacientes proctocolitis ni otros casos de alergia no-IgE
mediada. Los resultados de este estudio se confirmaron en ensayos clinicos
posteriores(45),(46),(47).

Segun las guias clinicas(25), tras el diagndstico clinico se debe mantener
la formula hidrolizada durante al menos 6 meses o hasta los 9-12 meses de edad.
La reintroduccion de la alimentaciéon con PLV en la proctocolitis alérgica podria
realizarse a partir de los 6 meses pudiendo realizarse de forma gradual en
domicilio con aumentos progresivos de la cantidad de formula artificial a lo largo

de 2 semanas(14). En otras patologias no IgE mediadas mas severas, como la
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enterocolitis (FPIES) la dieta de eliminacion se podria prolongar hasta los 18
meses de vida y deberia realizarse en un medio hospitalario.

La historia natural de esta entidad es hacia la tolerancia alimentaria al afo
de vida(48). En el estudio EuroPrevall se observa que se adquiria la tolerancia al
afio en el 57% de los pacientes con APLV-IgE mediada y en el 100% de las no-
IgE mediadas(5). Hasta un 20% podria resolverse de forma espontdnea sin
tratamiento(49). No hay descrito riesgo hacia la evolucion a enfermedad
inflamatoria intestinal en los estudios con seguimiento de 10 afios(14) . Sin
embargo, un estudio reciente parece indicar que la proctocolitis alérgica podria
ser un factor de riesgo para el desarrollo de trastornos gastrointestinales
funcionales(50) dado que hasta el 15% de una muestra de 80 casos de
proctocolitis seguidos durante 4 afios desarrollaron algun trastorno digestivo

funcional comparado con un grupo control sano.

El estudio de Katz et al(51), que evalua la prevalencia, clinica e historia
natural de 13.019 nifios con alergia alimentaria con una incidencia de 0.34% de
FPIES no mediadas por IgE, manifiesta una recuperacion de hasta el 90% de los
pacientes con FPIES a los 3 afios de edad. Es destacable en este articulo que
hasta el 18% de las alergias no mediadas por IgE se convierten en alergias
mediadas por IgE con InmunoCAP o IgE especifica positiva en las pruebas de

alergia.

26



FIGURA 2. Edad de introduccién de proteinas de leche de vaca e incidencia
acumulada de APLV del estudio EuroPrevall (licencia de permiso de utilizacion en
anexo 10.4).
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1.3. RESPUESTA INMUNOLOGICA Y ALERGIA ALIMENTARIA

1.3.1. CONCEPTOS BASICOS DE INMUNOLOGIA: INMUNIDAD
INNATA Y ADAPTATIVA.

CONCEPTOS BASICOS

El sistema inmunitario se encarga de la defensa contra los microorganismos
patdgenos, y frente a sustancias extrafias o reconocidas como tal, habitualmente
macromoléculas proteicas (52). También se encarga de la destruccion de las
células propias tumorales, infectadas o defectuosas. Esta defensa estd mediada
por dos reacciones inmunoldgicas: una temprana o inmunidad innata, y otra tardia

o inmunidad adaptativa.

El siguiente esquema resume los principales componentes de ambos tipos de

respuesta (Figura 3).
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FIGURA 3: Esquema de las principales respuestas inmunolégicas (innata y
adaptativa) y sus componentes celulares.
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Extraida del capitulo 1 de Inmunologia celular y Molecular. S. Abul K. Abbas.2015.

Permiso de reproduccién en Anexo 5.

Todas las células del sistema inmunitario tanto innato como adaptativo secretan
citoquinas (moléculas proteicas) que regulan y coordinan las actividades
inmunoldgicas de éstas y por tanto expresan receptores para su reconocimiento.
Algunas de ellas regulan el movimiento de células inmunitarias de la sangre a los

tejidos denominandose quimiocinas.

- Inmunidad Innata: Es la primera linea de defensa del sistema

inmunolégico contra los microbios o0 agentes extrafios por lo que su
actuacion es rapida gracias a células y moléculas presentes en los tejidos

antes incluso de la exposicion.

o Componentes: lo constituyen las barreras fisicas y quimicas de la

piel, el epitelio de la mucosa y otras moléculas antimicrobianas. Las
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células que intervienen en esta respuesta son los fagocitos
(macrofagos, neutrdéfilos), células dendriticas, y linfociticos natural
killer (NK).

o Tipos de respuesta: las dos principales reacciones son la inflamacién

y la defensa antivirica.

= En la inflamacién se reclutaran los leucocitos y proteinas
plasmaticas de la sangre hacia los tejidos para destruir los

microbios o sustancias extrafas.

» La defensa antivirica esta mediada por citoquinas y células
NK citoliticas naturales, capaces de destruir las células
infectadas para evitar la propagacion del virus.

Inmunidad adaptativa: Al contrario que la anterior, surge tras la

exposicion a la sustancia extrafia y se adapta a ella por lo que actia con
alta especificidad y genera memoria inmunolégica. Ademas de estas
caracteristicas, la inmunidad adaptativa tiene capacidad para la expansion
clonal aumentando el numero de linfocitos especificos frente a un antigeno
determinado y asi conseguir respuestas mas eficaces. La respuesta
adaptativa también dispone de mecanismos de contencion o tolerancia
inmunoldgica que son capaces de limitar la intensidad de la respuesta
inmune impidiendo dafiar al propio organismo por una respuesta excesiva

0 inadecuada.

o Componentes: los principales componentes celulares son los

linfocitos y sus productos de secrecion (citoquinas o0 anticuerpos)

ademas de las células presentadoras de antigenos.

o Tipos de respuesta: existen dos tipos de respuesta adaptativa:

= |nmunidad humoral: lo constituyen los anticuerpos producidos

por los linfocitos B. Entre sus funciones principales destaca
la neutralizacion de los microbios, la fagocitosis y la

activacion del complemento.
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= |nmunidad celular: los linfocitos T son los responsables de
esta respuesta. Se distinguen diferentes clases segun la
expresion de determinadas proteinas CD en su superficie.

1.3.2. COMPONENTES CELULARES Y MOLECULARES DEL SISTEMA
INMUNITARIO
Las diferentes respuestas inmunoldgicas, innata y adaptativa, son llevadas a cabo

por distintos componentes celulares y moleculares con funciones
especificas(53),(54).

1.3.2.1. COMPONENTES DE LA INMUNIDAD INNATA
Las principales células de la inmunidad innata son las siguientes:

GRANULOCITOS

Su principal funcién es la destruccion de los microbios o moléculas extrafas y de
los tejidos daflados por éstos. Son las células protagonistas de la inmunidad
innata. En este proceso también interaccionan con células del sistema inmune

regulando su respuesta(55). Dentro de ellos encontramos:

Neutrofilos. Son leucocitos polimorfonucleares que median las primeras fases de
las reacciones inflamatorias actuando de forma rapida tras la entrada de
sustancias extrafias. Son la poblacion mas abundante de los leucocitos
circulantes. Contienen granulos en su interior con enzimas como la lisozima,
colagenasa y elastasa. Son esenciales en la defensa contra microorganismos,
siendo los primeros en acudir a la zona inflamada. Una vez en el tejido, producen
agentes que atraen y regulan la accion de macrofagos, linfocitos T y otros

neutrofilos.

Fagocitos mononucleares: se distinguen monocitos (células circulantes) y
macréfagos (células residentes en tejidos). Ejercen su funcion tanto en la
respuesta innata como en la adaptativa. Defienden al organismo mediante la
ingesta y lisis de los microbios y otras células muertas por lo que favorecen la
limpieza tras la infeccion y lesion tisular. Son células CD3-CD14+. Los monocitos

pueden ser:
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e Clasicos: suponen el 90% de monocitos, realizan fagocitosis y participan

en la respuesta inmune.

e Intermedios: monocitos proinflamatorios, reclutados en la fase tardia del
proceso inflamatorio, asociados a la presentacion antigénica, alta secrecion

de citoquinas proinflamatorias y a la cicatrizacion de heridas.

e No clasicos: monocitos que cumplen una funcion de vigilancia local innata

y realizan fibrosis.

Los macréfagos activados secretan citoquinas que reclutan otras células y
ademas sirven de células presentadoras de antigenos a los linfocitos T

activandolos.

MASTOCITOS: estan presentes en la piel y en la mucosa. Contienen granulos en
su citoplasma llenos de histamina y otros mediadores. En su membrana celular
expresan receptores de alta afinidad para el anticuerpo IgE, principal anticuerpo
de la alergia por lo que son responsables de la sintomatologia de las

enfermedades alérgicas IgE mediadas.

BASOFILOS: son similares en funcion y estructura a los mastocitos, pero éstos
circulan en la sangre constituyendo menos del 1% de los leucocitos sanguineos.
Al igual que los mastocitos contienen granulos con mediadores inflamatorios y
expresan receptores para la IgE. Participan en las respuestas alérgicas y anti-
helminticas. Se caracterizan por la expresion de un receptor de alta afinidad a la
IgE.

EOSINOFILOS: Estan presentes en la sangre y en tejidos celulares recubriendo
la mucosa respiratoria, digestiva y genitourinaria pudiendo aumentar su namero
en el contexto de una inflamacién. Contienen también granulos con enzimas
lesivas frente a paredes celulares de parasitos, pero también de tejidos del propio
organismo. Su maduracion a partir de precursores mielociticos de la médula 6sea
estd mediado por citoquinas como GM-CSF, IL-3 e IL-5. Cumplen una funcién

crucial en los procesos inflamatorios y alérgicos, asociados a respuestas Th2.
Otras células de la poblacién mieloide son:
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CELULAS NK: Son células CD3-CD16+, protagonistas de la respuesta innata,
realizan su funcion citotoxica a través de la secrecion de citoquinas y
guimioquinas. Poseen receptores inhibidores especificos de MHC de clase | que
les permiten diferenciar células normales de otras infectadas o
tumorales(56),(57),(58).

= NK 56++: productoras de citoquinas proinflamatorias.

» NK 56+: fenotipo predominante en sangre periférica, llevan a cabo
actividad citolitica gracias a granulos que contienen perforina y

granzimas.

= NK 56-: relacionadas con infecciones virales cronicas, tienen una

capacidad citolitica menor que las NK 56+.

En la actualidad se desconoce la implicacion clinica que tienen los

distintos tipos de células NK.

CELULAS DENDRITICAS (DC): Son las células presentadoras de antigenos mas
especializadas. Se consideran un importante punto de conexion entre la
inmunidad innata y la adaptativa. Son las encargadas de atrapar a los antigenos
gue penetran desde el medio externo, llevarlos a los 6rganos linfaticos y alli
presentarselos a los linfocitos T cooperadores CD4 virgenes o naive para
desencadenar la respuesta inmunoldgica. Estan presentes en la piel, mucosas y

parénquima de tejidos.

Dentro de las células dendriticas se distinguen: células mieloides vy

plasmocitoides:

Mieloides (mDC): conocidas como las DC clasicas, caracterizadas por la

expresion de la integrina CD11c.

= mDC1l: son mas eficientes en la presentacibn antigénica y
estimulacion de linfocitos T CD4+ que de T CD8+. Poseen
propiedades pro-inflamatorias como la secrecion de IL-8, IL-23 y
TNF-a.
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= mDC2: expresan TLR-3y TLR-8 lo que les permite identificar &cidos
nucleicos extrafios y realizar presentacion cruzada de antigenos a
las células T CD8+. Secretan IL-12 induciendo la polarizacion hacia
Thly favorece la generacion de linfocitos T citotoxicos.

= mDC16+: son células dendriticas derivadas de monocitos.
Desempefian papeles cruciales en la fase efectora de los linfocitos T
CDA4+.

Plasmacitoides: son una subpoblacion minoritaria que expresan bajos
niveles de MHC de clase Il y una amplia gama de moléculas co-
estimuladoras. Se caracterizan por expresar TLR-7 y TLR-9 y ser una de
las principales fuentes de IFN-y.

Otras células presentadoras de antigeno (APC) son los macréfagos, linfocitos B y

linfocitos T citotoxicos CD8+ dado que también reconocen antigenos.

CITOQUINAS: La principal funcién del sistema inmune innato es la respuesta
inflamatoria con la acumulacion de leucocitos y proteinas plasmaticas. Las
principales citoquinas proinflamatorias de la inmunidad innata son TNF, IL-1 e IL-
6. También existen otras citoquinas implicadas como IL-12, IFN tipo I, IL-10, IL-15,
IL-18, IL-23 e IL-27.

1.3.2.2. COMPONENTES DE LA INMUNIDAD ADAPTATIVA

LINFOCITOS

Las principales células de la inmunidad adaptativa son los linfocitos. Expresan
receptores antigénicos y se distribuyen de forma clonal y especifica. Existen
distintos subtipos de linfocitos que se diferencian por su marcador CD y su funcién

especifica:

. Linfocitos T CD4+ cooperadores. Este subtipo de linfocito T se
encarga de la activacion de macrofagos (inmunidad celular), la

inflamacion y la activacion de otros linfocitos T y B (inmunidad
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humoral) gracias a la produccion de citoquinas tras la presentacion
del antigeno por las células APC. Se considera a los linfocitos T
CD4+ como los coordinadores o “directores” de la respuesta

inmunolégica. Sus marcadores fenotipicos son: CD3+, CD4+, CD8-.

. Linfocitos T CD8+citotéxicos. Se encargan fundamentalmente de
destruir células infectadas, cancerosas o defectuosas o de destruir
células ajenas (p.e. células de tejidos trasplantados de otro
individuo). Sus marcadores fenotipicos son: CD3+, CD4-, CD8+.

. Linfocitos T reguladores (células Treg): son una subpoblacién de
linfocitos T CD4+ con funcién supresora. Existen dos tipos de Treg:
las naturales generadas en el timo, y las inducidas generadas en la
periferia en un ambiente rico de citoquinas IL-2, IL-15 y TGF-$ a
partir de linfocitos T CD4+ convencionales. Se encargan de la
supresion de otras respuestas inmunes para limitar o regular
respuestas excesivas que podrian tener un efecto perjudicial. Son
ademas las principales responsables de mantener la tolerancia
inmune periférica frente a células y tejidos propios. Sus marcadores
son: CD3+, CD4+, CD25+, FoxP3+.

. Linfocitos T NK. Son células de la inmunidad innata con una
funcidn citotdxica, encargadas de destruir células infectadas o

tumorales. Sus marcadores son: CD3+, CD56+, CD16+.

. Linfocitos T yd&: tienen funciones de cooperacién y citotoxicas
propias de la inmunidad innata. Sus marcadores son: CD3+, CD4+,
CD8 variable.

. Linfocitos B: tanto los foliculares como los marginales se encargan
de la produccion de anticuerpos (inmunidad humoral). Se definen por
la expresion de CD19+y CD20+.

Segun las fases de la respuesta inmunologica tras el contacto con el agente
extrafio, los linfocitos T (CD4 y CD8) se clasifican en virgenes, activados,

efectores y memoria(59). En primer lugar, los linfocitos se producen en la médula
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0sea, maduran en los 6rganos linfaticos (los B en la médula 6sea y los T en el
timo), denomindndose en este punto linfocitos virgenes, y después circulan por
la sangre a los drganos linfaticos secundarios (ganglios linfaticos, bazo,
mucosas). En éstos drganos linfaticos se pueden activar por antigenos
desencadenando su activacion y proliferacion (expansion clonal) y diferenciacion
a células efectoras y de memoria que migrardn a los tejidos (Figura 4). Los
linfocitos T CD4 efectores son los que activan a macréfagos, linfocitos B y otras
células produciendo inflamacién. Los linfocitos T CD8 efectores son los que

inducen la muerte de células infectadas y activan a macréfagos.

FIGURA 4: Tipos de linfocitos T segun las fases de la respuesta inmunolégica.
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Se generan tras el reconocimiento del antigeno en los o6rganos linfaticos
secundarios. Dentro de este grupo de linfocitos se distinguen distintos subgrupos:
Thl, Th2 y Thl7. Los linfocitos T reguladores (Treg) son otra poblacién de
linfocitos T CD4+ pero no son efectores, sino supresores de la reaccion inmune

frente a lo propio y reguladores de la respuesta inmunoldgica(60),(61).
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En el siguiente esquema se resume las funciones y las citoquinas de los distintos

subtipos de células T CD4.

FIGURA 5: Esquema de respuesta inmunoldgica mediada por células T CD4+ en el
gue se resumen los subgrupos celulares, citoquinas que median su diferenciacion
(flecha) y sus funciones.
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. Linfocito ThO: son células TCD4 precursoras que todavia no han
definido un fenotipo Thl, Th2 o Thl7.

. Linfocito Thl: Es clave en la defensa frente a infecciones, produce
la activacion del macréfago para defenderse fundamentalmente de
los microbios intracelulares (virus y bacterias) y parasitos. Esta
respuesta Thl es responsable también de enfermedades
autoinmunes y del dafio tisular asociado a infecciones cronicas. Su
principal citocina efectora es el IFNy pero también estan otras como

TNF, perforina, etc.

. Linfocito Th2: Se encarga de activar a eosindéfilos y mastocitos e

induce la produccion de IgE responsable de las enfermedades
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alérgicas. Ademas, esta implicado en la inmunidad frente a
bacterias extracelulares. Su principal citocina efectora es la IL4, pero
también estan otras como la IL5, IL6 e IL13.

Linfocito Th17: se encarga de la inflamacion con activacién de
neutr6filos 'y monocitos para la defensa contra bacterias
extracelulares, hongos y paréasitos. Esta respuesta es responsable
de enfermedades inflamatorias autoinmunes y se ha asociado con
enfermedades como la psoriasis. Sus principales citoquinas son la IL
17 e IL 22(62).

Subpoblacién Th1-17: células de funcion desconocida con un
fenotipo mixto productoras simultaneamente de IL-17 y citoquinas de
tipo Thl.

LINFOCITOS B

Son células CD3-CD19+ y son las protagonistas de la inmunidad humoral(63).

Se distinguen distintos fenotipos de maduracion:

Naive: células B que aun no han sido expuestas a antigeno.

Mem non-switch: células B memoria que no han cambiado de
isotipo, es decir, que no han sido activadas, con capacidad de
recircular por los 6rganos linfoides. En superficie siguen

presentando IgM e IgD.

Mem switch: células B memoria que han realizado cambio de
isotipo con capacidad de recircular por los o6rganos linfoides.

Expresan en superficie IgG e IgA.

Mem CD27-: células B memoria que han perdido la expresion de
CD27 y que realizan la hipermutacion somatica a bajos niveles en

comparaciéon con las Mem switch.
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» Plasmablastos: células B que se diferencian en células plasmaticas

secretoras de anticuerpos.
Dentro de los linfocitos B también existen subpoblaciones reguladoras(64),(65):

= Linfocitos B reguladores | (Breg I): producen IL-10 y suprimen a

las células T CD4+ efectoras, monocitos y células dendriticas.

» Linfocitos B reguladores Il (Breg ll): encontradas en zonas de
inflamacion, productoras de IL-10. Inducen a las Treg y suprimen a
las células Thly Thl7, y las respuestas T CD8+.

1.3.3. INFLUENCIA DE LA EDAD EN EL SISTEMA INMUNOLOGICO
En la actualidad, numerosos estudios han demostrado que existen diferencias

marcadas entre las respuestas inmunes de nifios y adultos. Estas se deben por
un lado a la inmadurez del sistema inmune durante los primeros afos de vida que
puede comprometer la eficacia o la funcionalidad del sistema inmune (66) pero
ademas se ha demostrado que la funcién timica preservada en nifios proporciona
una mayor capacidad de reconstitucion o adaptacion a las agresiones a las que
se enfrenta dicho sistema inmune. La inmadurez de estas células podria contribuir
a la alta incidencia de alergias alimentarias que se dan en las primeras etapas de
vida y que en muchos casos se resuelven de forma espontanea o con la ayuda de
protocolos de desensibilizacion oral. De hecho un estudio reciente demuestra que
nifos que presentaban alergia al huevo muestran evidencias de tener una funciéon
reguladora o Treg reducida asociada a un aumento de respuestas de tipo Th2,

gue se normalizan tras la desensibilizacién oral o SOTI(67).

1.3.4. LAVITAMINA DY EL SISTEMA INMUNE
La vitamina D y su metabolito activo 1,25 (OH) vitamina D tiene un papel en el

sistema inmune actuando como inmunomodulador y mejorando los mecanismos
de defensa de la inmunidad innata y adaptativa. Numerosas células inmunes
expresan el receptor de vitamina D (VDR). Estudios previos muestran una
implicacién de la vitamina D como hormona inmunorreguladora a través de la

expresion de la ILT3 en las células dendriticas(68). Esta vitamina ejerce su accién
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en las células presentadoras de antigenos (APC) pero también puede influir en las
células T inhibiendo la produccion de citoquinas proinflamatorias y promoviendo
un perfil estable de las células Treg(69). Otros estudios muestran una asociacion
entre valores bajos de vitamina D y el desarrollo de enfermedades alérgicas dado
gue esta hormona ejerce un papel inmunorregulador en distintas poblaciones
inmunoldgicas(70),(71),(72) (ver figura 1.2.1.4.). Los valores de 25(OH)vitamina D
son un buen indicador del nivel de ingesta de este nutriente. Sin embargo, se
desconocen los valores de normalidad en niflos menores de un afio y sigue
habiendo controversia entre el punto de corte para considerar unos valores
insuficientes o deficientes. Actualmente en adultos los valores de suficiencia estan
por encima de 30ug/L(48).

FIGURA 6: Interacciones de la Vitamina D en las diferentes poblaciones
inmunologicas.
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1.4. RESPUESTAS INMUNES IMPLICADAS EN LA ALERGIA ALIMENTARIA
Y TOLERANCIA INMUNOLOGICA
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1.4.1. ALERGIA ALIMENTARIA IgE-MEDIADA
En las enfermedades alérgicas se producen reacciones frente a unos

antigenos no microbianos pero reconocidos como extrafios, denominados
alérgenos(73).

Estos alérgenos estimulan la respuesta Th2 de linfocitos T cooperadores
productores de IL-4, IL-5 e IL-13, ademas de la sintesis de IgE por los linfocitos
B(74). La IgE sensibiliza a los mastocitos (sensibilizaciéon alérgica), y la
exposicion posterior al alérgeno los activa para que secreten los mediadores
responsables de las reacciones de hipersensibilidad inmediata, como la
histamina que provoca la vasodilatacion y contraccion musculo liso bronquial.
Esta respuesta comienza rapidamente en pocos minutos tras la exposicion al
alérgeno. Posteriormente hay una reaccion de fase tardia (a las 2-4 horas) en la
gue se acumularan neutrofilos, eosinofilos (reclutados por IL-4 y activados por la
IL-5), basofilos (por la IL-3) y otros linfocitos TCD4+ produciendo el componente
inflamatorio de fase tardia o retardada de la reaccion alérgica(75). Las reacciones
tardias pueden aparecer sin un precedente detectable de hipersensibilidad

inmediata como ocurre en el caso del asma bronquial.

Las reacciones alérgicas se manifiestan en diferentes formas y en distintos
organos pudiendo producir exantemas y habones (urticaria), congestion sinusal
(rinitis), constriccidon bronquial (asma extrinseca), dolor abdominal y diarrea
(sintomas digestivos) o shock sistémico (anafilaxia) siendo ésta la forma mas
grave. En concreto en las alergias alimentarias, los alérgenos derivan de los
alimentos que se ingieren y activan a mastocitos de la mucosa intestinal y

orofaringe, desencadenando la cascada inflamatoria asociada a la alergia.

Los alérgenos, a diferencia de los microbios, se exponen de forma repetida
y no estimulan respuestas inmunitarias innatas que inducen la secrecion de
citoquinas por el macréfago y células dendriticas productoras de la respuesta Thl
y Th17. Por ello la activacion cronica y repetida de los linfocitos T CD4 pone en

marcha de forma predominante la via Th2(76).

FIGURA 7: Resumen de la secuencia de reacciones de hipersensibilidad
inmediata propia de las alergias IgE mediadas. ‘
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1.4.2. TOLERANCIA INMUNOLOGICA
Se define como la falta de respuesta a un antigeno tras la exposicion

anterior a éste. En las respuestas inmunitarias, tras la exposicion de un linfocito a
un antigeno, éste puede activarse y originar respuestas inmunitarias o por el
contrario inactivarse y eliminarse. Este Ultimo caso condiciona la tolerancia
inmunoldgica. En un sistema inmunitario normal existe una tolerancia frente a los
antigenos propios, pero si existe una alteracion inmunoldgica en este punto puede

desencadenar reacciones de autoinmunidad y enfermedades autoinmunes.

La principal célula responsable de la tolerancia inmunolégica es el linfocito
T regulador (Treg)(77). Los linfocitos inmaduros tras reconocer a los antigenos
propios en el timo pueden morir, inactivarse, cambiar su especificidad (linfocitos
B) o evolucionar a linfocitos Treg responsable de la tolerancia a nivel
periférico(78). Estos linfocitos Treg suprimen activamente a los linfocitos
especificos frente a antigenos propios a través de citoquinas inmunosupresoras
como IL-10 o TGF-B(79). Para el desarrollo y supervivencia del linfocito Treg se
precisa la IL-2 y el factor de transcripcion FoxP3(80),(81). Por ello el marcador
FoxP3 es actualmente el marcador definitivo que permite identificar a las células T

reguladoras(82). Estas células Treg se encargan también de la inhibicién de las
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funciones efectoras del linfocito T(83), y también son capaces de suprimir la
respuesta de otras células inmunes (B, NK, granulocitos, monocitos, etc).

La induccion a la tolerancia inmunologica, inmunoterapia o SOTI, se ha
empleado como método terapéutico para evitar respuestas inmunitarias de
enfermedades autoinmunes y alérgicas(84)(85)(86). La inmunoterapia ha
demostrado que se asocia con la induccion de la tolerancia periférica en las
células T mediante la generacion de Treg que secretan las citoquinas supresoras
IL-10 y TGF-b(88). Se desconoce cOmo se generan estas células Treg.

Como se ha comentado previamente, los basoéfilos producen citoquinas
como la interleuquina-4 (IL-4), e IL-13, que son fundamentales para las
manifestaciones de las enfermedades alérgicas y han mostrado participar en la
tolerancia a los alérgenos alimentarios(87). Las citoquinas inflamatorias
producidas por las células efectoras T CD4 son esenciales en la expansion y la

activacion de basofilos y mastocitos.

En otro estudio(89), se ha visto una marcada reduccién en los niveles
plasmaticos de diferentes citoquinas Thl y Th2 tras la consecucion de tolerancia:
desciende la concentracion de IL-2, TNFalfa y IFNgamma (citoquinas de la
respuesta Thl) y desciende la IL-5, IL-10 (de la respuesta Th2); la IL-9 de la Th9,
la IL-22 (Th22) y la IL 17-A (Th17). Durante la tolerancia, no se ha observado
alteracion en los porcentajes ni en el numero de monocitos, basodfilos, neutroéfilos
ni eosinofilos. En nifios alérgicos si se encontré una correlacion directa entre el
%TEM y numero de basofilos, pero sin cambios tras el SOTI. Otros articulos han
demostrado que los basofilos disminuyen a medida que se normalizan los

sintomas.(87)

1.4.3. REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE
El buen funcionamiento del sistema inmune se debe a la estricta regulacion del

mismo. Esta funcidn la ejerce fundamentalmente las células T reguladoras (Treg),
subtipo celular T CD4+(43). Las células T reguladoras son células T CD4+ con
funcién supresora definidas por los siguientes marcadores:
CD3+CD4+CD25+CD127low/-Foxp3+.
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Un desequilibrio en el sistema inmunoldgico puede provocar patologia tanto por la
hiperreactividad del sistema inmunologico (enfermedades autoinmunes,
reacciones alérgicas) como por la inmunosupresion (cancer o infecciones) (Figura
7).

FIGURA 8: Esquema de las patologias producidas por una alteracion en el
equilibrio del sistema inmunoldgico.

HIPERREACTIVIDAD
INMUNOLOGICA
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(Respuesta inmunitariaadecuada)

1.4.3.1. CELULAS T-REG EN PREMATUROS
En el estudio de Correa et al(66), se indica que las Treg tienen un papel

importante en la tolerancia materno-fetal. Los recuentos absolutos de la mayoria
de células inmunoldgicas incluidas monocitos, granulocitos, células B, células NK,
células CD4 + y T CD8 +, fueron notablemente menores en los recién nacidos
prematuros a diferencia de los nacidos a término. Sin embargo, al contrario que
estas células, las células Treg eran el Gnico subconjunto celular que no
disminuian encontrandose en una frecuencia mayor que en recién nacidos a

término lo que podria explicar la leucopenia de la prematuridad(90),(66).

1.4.3.2. ESTUDIOS PREVIOS CON CELULAS T-REGULADORAS (T-
reg) EN ALERGIA.
Las células Treg juegan un papel clave en diversas patologias relacionadas

con el sistema inmune(91). En los dltimos afios se han publicado numerosos
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trabajos que muestran en modelos animales el papel clave que juegan las células
Treg en los procesos alérgicos, incluyendo alergias alimentarias(92). También se
ha demostrado la eficacia de terapias encaminadas a aumentar la presencia de
células Treg resolviendo procesos alérgicos, llegando incluso a suprimir por
completo la alergia. En humanos también se ha determinado que las Treg juegan
un papel clave en alergia al polen, asma o alimentos(93). Sin embargo, la mayoria
de estos estudios se han realizado en adultos y existen pocos datos sobre el
papel de estas células en nifios y en los procesos alérgicos que tienen una alta

incidencia en la infancia sobre todo en cuanto a alergias alimentarias.

Las células Treg representan un tipo de células CD4 responsables de
limitar el dafio durante la respuesta inmune participando en el control de las cel T

efectoras (TEM) implicadas en el mecanismo alérgico.

1.4.3.3. LAS CELULAS T-REG EN LA ALERGIA INFANTIL
Algunos estudios, tanto en modelos animales como humanos, demuestran

gue las enfermedades alérgicas se deben a una respuesta inmune aberrante
mediadas a través de células T-helper de tipo 2 (Th2), y las células Treg han
demostrado ser cruciales en el control de la respuesta alérgica al suprimir las

células T-efectoras especificas de alérgeno.

Los niflos alérgicos (con reacciones mediadas por IgE) presentan mayor
namero de células T memoria (TEM=effector-memory CD4+ T cells ) en
comparacion con los nifios no alérgicos(91),(89). La respuesta inmune a los
alérgenos en la salud y la enfermedad es el resultado de un equilibrio entre las
células Treg y células T efectoras (TEM), y un cambio en el subconjunto
dominante puede conducir al desarrollo de alergia (aumento de TEM) o el logro de

tolerancia (aumento de Treg)(94).

1.4.3.4. LAS CELULAS T-REG EN LA INDUCCION A LA TOLERANCIA
ORAL
La induccion a la tolerancia oral (SOTI) o desensibilizacién con alimentos

consiste en la administracion oral progresiva de pequefias cantidades crecientes
del alimento alergénico, bajo control médico, hasta alcanzar la tolerancia
inmunoldgica de una cantidad determinada segun el caso clinico(85),(95). A partir

de este momento el paciente puede introducir esa cantidad de alimento alergénico
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en su dieta habitual con lo que se consigue, fundamentalmente, una mejora en la

calidad de vida del mismo.

Las células Treg han demostrado en modelos animales un papel crucial en
la tolerancia oral a los antigenos alimentarios(96). Algunos estudios(91) han
evaluado si las Treg estan implicadas en la desensibilizacion mediada por SOTI a
los alérgenos alimentarios en los seres humanos. En el estudio de Fuentes(91) ,
muestra como la desensibilizacion tras SOTI normaliza los niveles de las células

Treg por lo que podria ser un marcador de adquisicion de tolerancia.

Este estudio demuestra como la SOTI induce un aumento en la frecuencia
y el nimero de las células Treg que se asocié con una disminucion de células
TEM (T-CD4), por lo que se produjo un aumento de la ratio Treg/TEM. Dentro de
este fenotipo Treg, no se observa cambios significativos en la proporcion de Treg-
naive (definida como CD4+CD25+Foxp3+CD45RA+) o efector-Treg (TEM),
definida como CD4+CD25+Foxp3+CD45RAneg) después de SOTI.

1.4.4. FISIOPATOLOGIA DE LAS ALERGIAS NO-IgE MEDIADAS
(PROCTOCOLITIS ALERGICA)
La fisiopatologia de la proctocolitis alérgica se desconoce en el momento

actual, aunque se sabe que no se debe a un mecanismo IgE tipico de las

reacciones alérgicas inmediatas(97).

Se cree que existe un paso de antigeno a través de la mucosa intestinal
gue induce la sensibilizacion y la liberacion de mediadores inflamatorios. Algunos
autores destacan la importancia del eosindfilo en la patogenia de la proctocolitis
dado que en las biopsias intestinales se encuentran infiltrados de eosinofilos bajo

las erosiones del epitelio cerca de los nodulos linfoides y los receptores IgA(98).

En general, los mecanismos inmunopatogénicos de las reacciones no-IgE
mediadas permanecen aun desconocidos aunque se cree que las células T estan
implicadas(10). Estudios previos en enterocolitis alérgica (FPIES) han demostrado
gue en estos pacientes existe una proliferacion linfocitica en comparaciéon con

controles sanos por lo que se considera a las reacciones no IgE mediadas como
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reacciones alérgicas en vez de intolerancias sin base inmunoldgica. Otros
estudios(99) sugieren que el TNF-a secretado por las células T produce una
alteracion de la permeabilidad intestinal favoreciendo el paso de los antigenos a
través de la submucosa y estimulando la activacion linfocitica. Esto explicaria el
hallazgo de niveles elevados de TNF-a en las heces de pacientes con
enterocolitis alérgica. Sin embargo, estos hallazgos y sus implicaciones clinicas
se desconocen en la actualidad.

Recientemente se ha postulado un posible mecanismo autoinmune en la
proctocolitis alérgica a raiz del estudio de Skerkova et al en el que se encontraron
una elevacién de los anticuerpos IgG atipicos p-ANCA en 24 de 25 pacientes con
proctocolitis comparada con ninguno de los 18 controles estudiados (100).

1.4.4.1. CELULAS T-REGULADORAS EN PROCTOCOLITIS ALERGICA
El dnico estudio publicado hasta la fecha sobre células T reguladoras en

proctocolitis alérgica es el de Cseh et al(101). Se estudiaron 34 lactantes con
lactancia materna exclusiva que presentan hematoquecia, no asociado a fallo en
el crecimiento. De estos pacientes, solo se realiza estudio inmunoldgico a 10
pacientes (n=10) en los que persiste la hematoquecia tras la exclusion de las PLV
y el huevo en la alimentacion materna, y en los que se confirma con colonoscopia
el infiltrado eosinofilico caracteristico. A éstos pacientes se les excluye la
lactancia materna y se administra una formula elemental, repitiéndose el estudio
inmunologico tras resolucion del cuadro clinico (una media de 2 meses). Se
comparan con 10 controles de lactantes sanos. Se observa una disfuncion
inmunoldgica en los pacientes con colitis alérgica persistente con disminucion del
namero de células T-reguladoras (p=0.03), un aumento de la ratio naive/memoria
en la poblacion de células T (p=0.02), disminucion de células T activadas
CD4+CD25+ (p=0.01) y predominio de linfocitos Th2 sobre Thl. Los autores
postulan que esta inmadurez inmunoldgica pueda ser secundaria a la falta de
exposicidon a antigenos (Teoria de la higiene) por lo que podria explicar un posible
efecto beneficioso el tratamiento con algunas cepas probiéticas para favorecer la
madurez del mismo. El principal sesgo de este estudio radica en la metodologia

de la cuantificacion de células inmunes dado que se realiza sobre células
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congeladas y s6lo aporta valores de porcentaje sin tener en cuenta los valores
absolutos.
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La etiopatogenia inmunolodgica de las alergias a proteinas de leche de vaca
no mediada por IgE, y por tanto también de la proctocolitis alérgica, es
desconocida. Por ello se carece de marcadores diagnosticos que permitan
identificar estos procesos alérgicos no IgE mediados y poder diferenciarlos, por
ejemplo, de trastornos funcionales digestivos en el caso de los sintomas menores
o0 atipicos. La gran prevalencia de estas entidades en el momento actual (0,5-2%)
asi como un incremento de su incidencia en los Ultimos afios explican la
relevancia de este estudio. La presuncion de un mecanismo alérgico no IgE
mediado en un paciente con un trastorno funcional digestivo conlleva un aumento
del gasto sanitario en la sociedad y los padres (derivado del consumo de férmulas
hidrolizadas de proteinas de leche de vaca) y repercusiones en el estado

nutricional del paciente.

Se pretende con este estudio, no solo entender la fisiopatologia
inmunologica que subyace a estas entidades, sino si fuera posible, encontrar un
marcador especifico para el diagndstico de la alergia a proteinas de leche de vaca
no mediada por IgE que se manifieste como proctocolitis alérgica. Ademas de
comprender mejor la etiopatogenia inmunoldgica de esta entidad clinica, este
proyecto podria suponer un gran avance en el diagndéstico, asi como en el

tratamiento adecuado para este tipo de patologias no IgE mediadas.

Como ya se ha mencionado con anterioridad existen pocos estudios
publicados en este campo y no se han extrapolado a la préactica clinica habitual,
por lo que este proyecto aportaria grandes avances tanto en el campo de la

investigacion cientifica como en su aplicaciéon a la practica diaria.
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CAPITULO 3:
HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1. HIPOTESIS-PREGUNTA DE INVESTIGACION

Tras la revision bibliogréfica y el estudio de la situacion actual del problema se
plantea la siguiente hipétesis de estudio:

“Las células T reguladoras (Treg) juegan un papel clave en la
fisiopatologia por la cual se desencadena la clinica de proctocolitis

alérgica en nifios”.

3.2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

3.2.1. OBJETIVO PRINCIPAL.
El objetivo de este proyecto es investigar si existe alguna desregulacion

inmune, con especial interés en la poblacion Treg, que esté implicada en el
desarrollo de la alergia a proteinas de leche de vaca no mediada por IgE, en

concreto en la proctocolitis alérgica.

3.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Los objetivos especificos son:

1°- Analizar mediante citometria de flujo la poblacion de Treg y otras
subpoblaciones celulares en una cohorte de nifios diagnosticados de proctocolitis
alérgica y establecer la correlacion entre los valores de Treg, poblaciones

inmunitarias y el proceso alérgico.

2°.- Determinar mediante citometria de flujo el perfil inmunologico en
poblacién sana midiendo las distintas subpoblaciones subpoblaciones celulares,
incluidas las Treg, en un grupo control de nifios sanos de edades similares a los

casos de proctocolitis.

3°- Estudiar la existencia de alteraciones inmunes relacionadas con el
desarrollo de la enfermedad (proctocolitis alérgica), e identificar marcadores

inmunoldgicos de interés diagnostico.

3.2.3. OBJETIVOS SECUNDARIOS
1.- Determinar el caracter prondstico o predictivo de los valores de Treg o de otros

marcadores inmunes en estas patologias. Para ello se compararan los valores
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para las distintas poblaciones inmunes, incluido los valores de Treg, en dos
tiempos:

TO: al diagndstico de proctocolitis alérgica, previo a la dieta de exclusion

Tresolucion: al resolverse la sintomatologia clinica por completo (tras un

tiempo minimo de los 2 meses desde la dieta de exclusion).

2.- Comparar la evolucion clinica de los pacientes en otros tiempos de estudio en

funcion del estado inmunoldgico y en funcién del tratamiento recibido:

T1: antes de la introduccién y valoracion de tolerancia a proteinas de leche de
vaca (a partir de los 9-10 meses segun el caso).

T2: se define al tiempo en el que se considera resuelta la adquisicion de
tolerancia oral a PLV.

3.- Comparacion de valores de células Treg tras tratamiento con dieta de

exclusion segun el tratamiento:

1. Niflos con tratamiento con hidrolizado extenso de proteinas de leche de

vaca (HePLV) con o sin lactancia materna.
2. Nifios con tratamiento con HePLV y probioticoterapia (Lactobacillus GG).
3. Nifos con tratamiento con hidrolizado de arroz.

4. Ninos con lactancia materna con dieta materna de exclusion de PLV en la

dieta materna (en aquellos con lactancia materna exclusiva).

4.- Analizar las poblaciones linfocitarias y células productoras de citoquinas

en los distintos tiempos del estudio para entender mecanismo fisiopatoldgico.

5.- Analizar los valores de Vitamina D en la proctocolitis en fase aguda ya que
parece estar implicada en la supervivencia de las células T reguladoras y

compararla con los valores de vitamina D en poblacion sana.

6.- Determinar un posible marcador inmunologico (poblacién celular,
interleuquinas o citoquinas) que sirva como prueba diagnéstica con buena

sensibilidad y especificidad para el diagnostico de proctocolitis alérgica y otras
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patologias no IgE mediadas. Este objetivo es de gran relevancia clinica dado que,
como ya se ha explicado anteriormente, estas reacciones (enteropatia,
enterocolitis y sintomas menores) pueden resultar dificiles de confirmar en la

practica clinica por la negatividad de las pruebas.
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CAPITULO 4:
POBLACION, MATERIAL
Y METODOS
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4.1. DISENO DEL ESTUDIO
Para alcanzar los objetivos mencionados se diseiid6 un estudio

observacional, analitico, prospectivo y comparativo entre dos grupos de similar
edad (grupo proctocolitis y grupo de controles sanos).

El estudio se realiz6 en la Seccion de Digestivo Infantil del Hospital
Gregorio Marafiédn, hospital terciario de Madrid con una actividad asistencial de
alrededor de 1150 consultas nuevas al afio.

Para el seguimiento y tratamiento de los pacientes diagnosticados de
proctocolitis alérgica se siguié el protocolo clinico de acuerdo con las guias de
practica clinica establecido en la Seccién de Digestivo Infantil. El diagndstico
clinico de los pacientes se realiza en la primera consulta con el paciente
basandose en los criterios clinicos publicados en las guias de préactica clinica
mencionadas. Como parte del diagndstico, se toma una muestra de sangre para
analizar la IgE especifica a leche de vaca (InmunoCAP) y descartar asi una
alergia mediada por IgE. Posteriormente se instaura el tratamiento con exclusion
de proteinas de leche de vaca y soja de la dieta del paciente y se ofrece
alimentacion con férmula hidrolizada de proteinas de leche de vaca durante un
minimo de 6 meses. En aquellos pacientes alimentados de forma exclusiva con
lactancia materna, el tratamiento consiste en la exclusion de las proteinas de
leche de vaca en la alimentacion de la madre. En una segunda visita, dentro de
las siguientes cuatro-seis semanas desde la primera, ademas de revisar e
informar de los resultados analiticos antes descrito, se comprueba la respuesta
clinica del paciente. Sl ha sido adecuada, se citara de nuevo para control clinico
en un periodo entre 3-4 meses. Alrededor de los 6 meses desde la instauracion
del tratamiento, y en funcidon de la situacion clinica del paciente, se inicia la
reintroduccion de proteinas de leche de vaca completas de manera progresiva

segun las recomendaciones de las guias de practica clinica.

Se pretende investigar si esta tolerancia posterior de las proteinas
completas se debe a un incremento en porcentaje 0 niumero absoluto de células
Treg en circulacion o a una mejora en la funcion de estas células. Para ello, se

obtuvo una muestra de sangre periférica previamente al inicio del tratamiento con
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formula hidrolizada (TO) o tras la resolucibn de la sintomatologia tras la
instauracion del tratamiento (Tres).

La extraccion de sangre en el paciente para el estudio solo esta justificada
en el caso de que el paciente precise un control analitico para el diagndstico de
proctocolitis aguda. En estos pacientes, solo se realiza una Unica analitica para el
andlisis de la IgE especifica a PLV o InmunoCAP y descartar una alergia mediada
por IgE. Por tanto y dado que sélo esta justificado una Unica extraccion analitica
se analizaran un grupo de pacientes en TO y otro grupo diferente de pacientes en
T resolucion. La inclusién del paciente en el estudio no supone ninguna extraccion

analitica extraordinaria.

Dado que en la reintroduccion de las PLV en la dieta no se necesita nuevo
control analitico si ya se dispone de InmunoCAP previo negativo, no se ha
encontrado justificado, desde el punto de vista ético, extraer muestras de sangre
en los demas tiempos del estudio (reintroduccién de proteinas completas en la
dieta o T1 y adquisicion de tolerancia a las proteinas de leche de vaca o T2). En
estos tiempos Unicamente se registro la evolucion clinica y antropométrica del

paciente.

Las muestras para los estudios inmunolégicos se procesaron en el
Laboratorio de Inmuno-regulacion (dirigido por el Dr. Rafael Correa Rocha) del
Hospital Gregorio Marafion de Madrid y con la ayuda de su personal técnico. Este
equipo se responsabilizé de los analisis experimentales, asi como del correcto

almacenamiento de las muestras de plasma.

El andlisis estadistico y bioinformatico se realizé en la Unidad de Metodologia y
Bioestadistica de la Fundacion para la Investigacion del Hospital Universitario

Gregorio Marafién de Madrid.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital

Gregorio Marafion (CEIC 61/12) que se adjunta en los anexos.
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4.2. MATERIAL Y METODOS
El proyecto se llevd a cabo en el Hospital General Universitario Gregorio

Marafion (HGUGM) gracias a la colaboracion del Laboratorio de Inmuno-
regulacion y la Seccion de Digestivo Infantil del Hospital Materno Infantil.

Reclutamiento de pacientes: El reclutamiento de los pacientes se realiz

en las consultas de Gastroenterologia Pediatrica. Los pacientes fueron remitidos
desde la Seccién de Urgencias o desde Atencidon Primaria iniciandose tratamiento
de exclusién de proteinas de leche de vaca tras la sospecha de proctocolitis

alérgica.

En todos los casos, se solicité consentimiento informado a los padres o
tutores legales de cada nifio incluido en el estudio. Tras la firma del
consentimiento informado se extrajo una muestra especifica de sangre para el
estudio coincidiendo con una extraccion analitica como parte de la préactica clinica
habitual para el diagnodstico del paciente. En ningln caso se extrajo mas sangre
de la debida y siempre la cantidad fue acorde con la edad del nifio. La extraccion
de sangre se realizO por venopuncidon tras la aceptacion del consentimiento

informado.

Como grupo control se obtuvo sangre de nifios sanos que acudieron a la
consulta de Pediatria General o Cirugia Pediatrica para la realizacion de
intervenciones menores previa obtencién de consentimiento por parte de los
padres. Los nifios sanos del grupo control no tenian ninguna enfermedad
infecciosa ni patologia inflamatoria o digestiva intercurrente en el momento de la

inclusion.

Manejo de los pacientes: los casos de proctocolitis alérgica

diagnosticados en la consulta y enrolados en este estudio se manejaron siguiendo
los protocolos establecidos y publicados en las guias de préactica clinica de
2012(25). Al diagndéstico en las consultas, basado en la clinica del paciente, se
extrajeron las muestras de sangre necesarias (coincidiendo con el estudio
InmunoCAP de proteinas de leche de vaca) y posteriormente se inicié el
tratamiento de exclusion de PLV en la dieta del nifio con formulas extensamente

hidrolizadas de PLV con o sin probidticos o férmulas hidrolizadas de arroz a
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criterio del médico facultativo. En caso de que la alimentacion del paciente fuera
con lactancia materna exclusiva se instaur6 una alimentacion materna con
exclusion de las PLV en la dieta de la madre. Se realizaron controles posteriores
en consulta: a las 2 semanas del inicio de tratamiento y tras la resolucién de la
sintomatologia cada 2-3 meses. Segun las guias de préctica clinica, a partir de los
9-10 meses segun la sintomatologia del paciente se reintrodujeron las PLV en la
dieta y se realizd un control clinico posterior para confirmar la tolerancia. En cada
control en consultas se registr6 sintomatologia del paciente y datos
antropomeétricos, asi como posible transgresiones dietéticas o enfermedades
intercurrentes. Tras adquirir la tolerancia clinica a PLV se dio el alta al paciente de
las consultas de Digestivo infantil.

Manejo de los datos: Todas las muestras fueron anonimizadas. Los datos

para el estudio se obtuvieron de la anamnesis y de la Historia clinica del paciente

en el centro.

Los datos de interés para el estudio que figuran en la historia clinica se
recogieron de forma disociada (es decir sin datos identificables solo con un
codigo) en el cuaderno de recogida de datos que se custodié en el archivo
compartido del servidor del hospital con un acceso restringido y seguro para los

miembros del equipo investigador exclusivamente.

Solo el Investigador y su equipo tuvieron acceso a la lista que relaciona los
cbdigos con los datos identificativos de los pacientes. Dicha lista fue custodiada

por el Investigador principal y tuvo un acceso limitado.

Tamafo muestral: El tamafio muestral estimado por publicaciones previas

sobre células T reguladoras en alergia a huevo (89) ,(101) y en proctocolitis
alérgica fue de 20 nifios diagnosticados de proctocolitis alérgica y 10 nifios sanos
como grupo control. Se consulté la idoneidad del calculo del tamafio muestral
para encontrar diferencias significativas con la Unidad de Metodologia vy
Bioestadistica. Dado que en estudios previos similares se reclutaron una media
de 20 casos y 10 controles, se considero adecuado este tamafio muestral. No se
pudo realizar una predeterminacion del tamafio muestral basado en la minima

diferencia clinicamente relevante del valor de células T reguladoras en
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proctocolitis por dos motivos principales: se desconoce esta minima diferencia en
valores absolutos en nifios con proctocolitis dado que sélo existe un estudio
previo cuyos resultados se expresan en porcentaje y no en valor absoluto(101).
Ademas, se desconoce el valor de normalidad del nimero de células T
reguladoras en lactantes de edades similares a los pacientes con proctocolitis.
Los estudios previos que muestran valores de células T reguladoras en lactantes
sanos lo hacen en una poblacion de edad significativamente mayor a la de
nuestro estudio(101).

Tras el reclutamiento de pacientes, con un tamafio muestral final de 42
pacientes, se calcul6 el tamafio de efecto (D de Cohen) o cociente entre la
diferencia de medias y su desviacion tipica. Para este tamafio muestral, habria un
76% de potencia para detectar tamafios de efecto de 1 o superiores considerados
grandes y un 27% de potencia para detectar tamafios de efecto medianos.

Manejo de muestras biologicas y material utilizado: A partir de la

sangre total del paciente se reservd 300 uL para citometria de flujo en la que se
realizo el marcaje con anticuerpos de superficie e intracelulares para determinar el
porcentaje y numero absoluto de distintas subpoblaciones linfocitarias con el fin
de analizar el estado inmunologico general de cada individuo. Con el resto de
sangre se extrajeron las células (PBLs) por gradiente de Ficoll para analizar la
poblacién de células Treg por citometria (1x10"6 PBLS). Se almacen¢ el plasma

de cada muestra para la determinacion de citoquinas en circulacion.
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FIGURA 9: Esquema de manejo de muestras bioldégicas y analisis de
poblaciones celulares en el Laboratorio de Inmunorregulacion.

[Linfos]

[Linfos] 10

107 ‘F,T—€DB‘\'\‘15.62‘:

T CD4+ : 47,27% h \ '
LI | of A\ ¥/
7 /

(- ‘ , [Linf B]
\ / e 8 Mem Mem n-S : 4,17%

BN $:0,73% o
" 4
o o' 0! o

8 PB

CD4 APC-7

CD27 PCS
3

B Mem

E) s
i2,35%

10 10' 0 10’
1gD FITC

Las muestras de sangre se procesaron de forma inmediata a la extraccion
en el Laboratorio de Inmunoregulacion dirigido por el Dr. Rafael Correa-Rocha. En
éste laboratorio, se determind la frecuencia y valor absoluto de las células T CD4+
y T CD8+ mediante citometria de flujo en un Citometro Gallios (Beckmann Coulter,
Francia) incluyéndose los marcadores para las células naive o virgenes
(CD45RA+CD27+), activadas (HLA-DR+), memoria central o “Central-Memory
CM” (CD45RA-CD27+), y memoria-efectoras EM (CD45RA-CD27-). Para obtener
valores absolutos precisos de las distintas poblaciones, el analisis se hizo
directamente en la muestra de sangre total sin lavados o manipulaciones que
pudieran modificar los valores fisiolégicos de estas células. Los porcentajes y
valores absolutos de Treg en sangre periférica se analizaron midiendo las células
CD3+CD4+CD25+CD127low. Dado que Foxp3 se considera el marcador definitivo
gue mejor define el fenotipo Treg, también se mididé el porcentaje de células
Foxp3+ reguladoras (CD3+CD4+CD25+Fosp3+) en células mononucleares de
sangre periférica 0 PBMCs mediante el kit Anti-Human Foxp3 Staining Set
(eBiosciences, San Diego, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
analizaron también los subtipos de células T reguladoras Foxp3, TemRA
(CD45RA+CD27-), memoria y RTE (CD45RA+CD27+CD31+) y el porcentaje y
namero absoluto de células B (CD19+CD3-) incluyendo los fenotipos naive

(CD27-1gD+), memoria non-switch (CD27+IgD+), memoria switch (CD27+IgD-) y
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B reguladoras (CD24highCD27high). Respecto a los marcadores de B
reguladoras, existe controversia en cuanto al fenotipo para identificar las Breg por
lo que se ha usado varios de los publicados. Se midieron también basofilos
(CD45lowCD123+IgE+), incluyendo los activados (CD63+). Los numeros
absolutos de los subtipos de poblaciones inmunes se determinaron utilizando el
“Flow-Count Fluorospheres Beckman-Coulter). Ademas, se midieron las células T
CD4+ secretoras de citoquinas empleando PBMCs activadas durante 5 horas con
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (50ng/ml) y lonomicina (1pg/ml). Se
realiz6 una tincion intracelular de estas células para IL-4, IFNY y IL17 siguiendo
las instrucciones del Cytofix/cytoperm Kit (Beckton Dickinson).

Los niveles de Vitamina D se cuantificaron como 25-OH Vitamina D en el
suero de la muestra del estudio por quimioluminiscencia. La cuantificacion se
realizd en el Laboratorio de Hormonas del Hospital Gregorio Marafion utilizando
LIASON 25-OH-Vitamin D Total Assay en el analizador LIASON XL (DiaSorin,
Stillwater,MN). Los valores se expresan en pg/L.

Tiempos del estudio: Se definieron una serie de tiempos de estudio en el

gue se recogieron distintos tipos de variables.
- TO: es el tiempo al diagnostico de proctocolitis alérgica.

o Inclusién de pacientes en TO con recogida de variables clinicas y

muestra de sangre para analisis inmunoldgico.

- T resolucion: es el momento en el que se resuelve la sintomatologia
clinica tras la instauracién del tratamiento. Se considera resolucién a la

desaparicion por completo de toda la sintomatologia previa del paciente.

o Recogida de muestras en T resolucion. Estos pacientes se
reclutan en TO con recogida de variables clinicas este momento,
pero no se extrae muestra de sangre para analisis inmunologico
hasta que no se haya resuelto la sintomatologia por completo tras el
tratamiento (T resolucion). No son los mismos pacientes incluidos en

TO sino otros pacientes incluidos en T resolucion dado que por
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protocolo y siguiendo las guias, no estd indicado mas de una

extraccion analitica en estos pacientes.

- T1: tiempo en el que se realiza la introduccion de proteinas de leche de
vaca en la dieta del paciente para valorar la posible tolerancia oral (a partir
de los 9-10 meses segun el caso).

o Recogida de variables clinicas y antropométricas. No se recogen

muestras bioldgicas para estudio inmunoldgico en este tiempo.

- T2: se define al tiempo en el que se considera resuelta la adquisicién de
tolerancia oral a PLV dado que el paciente ha tolerado la introduccion de
PLV en su dieta sin sintomatologia.

o Recogida de variables clinicas y antropométricas. No se recogen

muestras bioldgicas para estudio inmunolégico en este tiempo.

4.3. SUJETOS DE ESTUDIO

4.3.1. CASOS

Criterios de Inclusion: Nifilos diagnosticados de proctocolitis alérgica en
consultas de Digestivo Infantil. El diagndstico se basara en la historia clinica y

exploracion fisica compatible:

Definicidn de caso: “lactante sano de menos de 6 meses, con lactancia materna,

mixta o formula adaptada que inicia cuadro de hematoquecia en heces (con o sin

diarrea) sin alteracion del estado general ni pérdida de peso”.
Criterios de Exclusion:
- Antecedente de prematuridad

- Pacientes con caracteristicas clinicas que no sean las exclusivas de
proctocolitis  alérgica (Ej.: enterocolitis alérgica, fiebre, reflujo

gastroesofagico, irritabilidad).
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- Pacientes con reseccion intestinal.

4.3.2. CONTROLES SANOS:

Criterios de Inclusion: Lactantes sanos de las consultas o planta de Pediatria y
Cirugia Pediatrica.

Criterios de Exclusion: Lactantes con cualquier enfermedad inflamatoria,

infecciosa o gastrointestinal intercurrente.

4.4. VARIABLES DEL ESTUDIO
Las variables recogidas en el estudio fueron clinicas e inmunoldgicas y

fueron las siguientes:

4.4.1. VARIABLES CLINICAS.
Se recogieron variables clinicas derivadas de la anamnesis, exploracion

fisica y del seguimiento de cada paciente enrolado en el estudio siguiendo la

normativa de proteccion de datos de la Comunidad de Madrid.

Variables clinicas:

1. Variables epidemioldgicas: edad, sexo, fecha de inicio de sintomatologia,

fecha del diagndstico de proctocolitis y fecha de extraccion analitica.
2. Variables clinicas en TO (al diagnostico):

- Clinica al diagnéstico (rectorragia, deposiciones liquidas, vomitos, rechazo

del alimento, irritabilidad, fiebre >38°C, tiempo entre la ingesta y el inicio de
sintomatologia, tiempo de evolucion del cuadro clinico, afectacion del

estado general, baja ganancia ponderal, palidez, edemas, exantemas).

La clinica de la proctocolitis alérgica se gradud segun un score clinico que
consiste en la suma de sintomatologia clinica (rectorragia, deposiciones
liquidas, voOmitos, rechazo del alimento, irritabilidad, fiebre >38°C,

afectacion del estado general, baja ganancia ponderal, palidez, edemas,
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exantemas) en el que cada sintoma se consideraba 1 punto. Este score
clinico no estd publicado ni validado, pero se crea para comparar los
pacientes segun la gravedad de la sintomatologia dado que no existe una
escala de gravedad validada en esta entidad clinica.

Somatometria (peso, longitud, IMC) con percentiles y Z-score. Los sujetos

del estudio son pesados y medidos en las consultas de Digestivo infantil
desnudos o con ropa ligera, en posicion en decubito por ser pacientes
menores de 2 afios utilizandose para ello basculas homologadas modelo
SECA gmbh 375®. La longitud de los pacientes menores de 2 afos se
obtuvo midiendo la distancia entre la parte superior de la cabeza vy el taldn,
en posicion horizontal con tallimetro ASMEDIC® modelo T101. El IMC se
calcul6 segun el cociente de pesof/talla? (Kg/m?). Se registré el peso, talla e
IMC segun Z score calculado en funcion del valor actual — P50 o mediana
de la poblacién de referencia y dividido entre la desviacion estandar de
dicha poblacion para la misma edad y sexo del paciente segun las tablas
de Carrascosa de 2010. Para la medicion de Z score se utilizo la
herramienta nutricional online de la web gastroinf.es validada por la

Sociedad de Gastroenterologia y Nutricion Pediatrica.

Tipo de alimentacién (lactancia materna, formula artificial o mixta), edad en

dia del primer biberon de férmula adaptada.

Antecedentes personales: edad gestacional, somatometria neonatal, tipo

de parto, eventos hipoxicos, periodo neonatal inmediato, dermatitis atopica.

Antecedentes familiares de atopia.

Pruebas de laboratorio: IgE total e InmunoCAP a proteinas de leche de

vaca y fracciones. Se registré si fue necesario realizar otros estudios
analiticos para el diagnostico del paciente como: hemograma, bioquimica,

gasometria, coagulacion, coprocultivos.

. Tipo de tratamiento: hidrolizado de proteinas de leche de vaca (HPLV)

extenso, HPLV extenso y probioticoterapia (Lactobacillus GG), hidrolizado
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de arroz o dieta materna exenta de PLV (en aquellos pacientes con
lactancia materna exclusiva). El tratamiento médico se instaurd a criterio
del médico de Atencion Primaria, Urgencias o Digestivo infantil, siguiendo
las practicas de clinica habitual.

Variables clinicas en Tresolucion (al resolverse la sintomatologia
clinica): tiempo (dias) hasta la resolucién de la clinica completa de toda la
sintomatologia (rectorragia, irritabilidad leve, rechazo de tomas, vomitos),
controles de somatometria en consultas, patologias intercurrentes. En el
protocolo de manejo del paciente con proctocolitis alérgica de la Seccion
de Digestivo infantil que se siguié para el seguimiento de estos pacientes

se estipularon las siguientes visitas:

o A los 15-20 dias tras el diagnostico y el inicio de tratamiento con
dieta de exclusion de proteinas enteras de leche de vaca.

o Al mes si presentaba buena evolucion clinica tras la instauracion del

tratamiento.

o Cada 2-3 meses hasta los 6-9 meses de tratamiento desde el

diagnastico.

Variables clinicas en T1 (antes de la introduccion y valoracién de
tolerancia a proteinas de leche de vaca, a partir de los 9-10 meses
segun el caso). Edad (meses) y valores antropométricos (peso, talla e
IMC).

Variables clinicas tras la tolerancia oral a PLV (T2): sintomatologia tras
la introduccién de PLV (clinica de rectorragia, irritabilidad, rechazo de
tomas, vomitos, otras), somatometria bimensual en controles en consultas,
patologia intercurrente. Edad (meses) de adquisicion de tolerancia oral a
PLV, tiempo (meses) desde el tratamiento hasta la adquisicion de

tolerancia oral.
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4.4.2. VARIABLES INMUNOLOGICAS.
- Analisis de células Treq: El marcaje de Treg se realizé en PBLs de sangre

periférica usando la siguiente combinacion de anticuerpos:
CD4/CD25/CD45RA/FoxP3. Las células se incubaron con los anticuerpos de
superficie durante 30 min, tras los cuales se procedio a la permeabilizacion de las
células, marcaje de Foxp3 intracelular y adquisicion en un citémetro de 5 colores
(Beckman Coulter Cytomics FC500). Se adquirieron un minimo de 40000 células
T CD4+ y se seleccionaran las células CD4+/CD25+/FoxP3+ que definen la
poblacion de Treg. En todos los casos se incluyé un tubo con los
correspondientes controles isotipicos para definir las poblaciones negativas o
positivas.

- Analisis de subpoblaciones de células inmunes: Ademas de las Treg, se

analizaron por citometria las poblaciones de células B, linfocitos T CD4 y CD8 y
células NK para determinar el estado inmunoldgico de los nifios. Dentro de estas
poblaciones también se analizardn marcadores inmunofenotipicos de activacion,
células naive, memoria y efectoras. Se determinara tanto el porcentaje como

namero absoluto de las distintas poblaciones.

Tabla 2: Poblaciones inmunoldgicas (variables inmunoldgicas) analizadas en el
estudio:

Linfocitos T - N° absoluto y porcentaje de CD3+, linfocitos DP (dobles
positivas CD4+, CD8+)

Linfocitos T CD4+ - N° absoluto y porcentaje de:

CD4+, CD4+38DR+, CD4+38+, CD4 Act, CD4CM, CD4EM, CD4
naive, CD4TemRa, CD4 RTE.

Linfocitos T Reg - N° absoluto y porcentaje de:

Treg, Treg38DR+, Treg38+, TregAct, TregCM, TregEM, Treg
naive, Treg TemRay TregRTE.
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Panel FoxP3 (T reg)

- N° absoluto y porcentaje de:

Foxp3+, TregCTLA4+extracelular, TregCTLA4+intracelular,
TregCD39+, MFI Foxp3+, Treg naive, Treg TMem y TregRTE.

Linfocitos T CD8+

- N° absoluto y porcentaje de:

CD8+, CD8Act, CD8CM, CD8EM, CD8naive, CD8naive++,
CD8TemRA

Linfocitos B

- N° absoluto y porcentaje de:

LinfocitoB CD19+, Linfocto B MemCD27-, LinfBMemNS,
LinfBMemS, LinfBnaive, plasmablastos

B reguladoras

- N° absoluto y porcentaje de:

Brl, CD25+CD73-, BrlReal, Breg-I, Breg-Il

Granulocitos

- N° absoluto y porcentaje de:

Granulocitos, basodfilos, baséfilos act, BasofCD63++, Basofilos

IgE+, Neutrdfilos, eosindfilos

Células dendriticas

- N° absoluto y porcentaje de:

Dendriticas, CD11lc-, mDC2, mDC1l, mDC16+, dendriticas

mieloides, dendriticas plasmacitoides

Células NK - N° absoluto y porcentaje de:
NK totales, NK16+56++, NK16+56+, NK 16+56-, NKT, Tfh,
CD4gd, CD8gd, DPgd, DNgd

Monocitos - N° absoluto y porcentaje de:

Monocitos, Monoclnflamatorios14++16+,

MonoclInflamatorios14+16++, monocitos clasicos
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Células T CD4+ - Sobre linfocitos T CD4+ vivos: IFNg, IL-17+, IL4+,

productoras de IL4+/IFN-g+, IL4+total

citoquinas Thl, Th2,

Thi7 - Sobre linfocitos T CD4+ activados: IFNg, IL-17+, IL4+,
IL4+/IFN-g+, IL4+total

Ratios T reg - %y n° absoluto Treg/ CD4CM

% y n° absoluto Foxp3/CD4CM

% y n° absoluto Treg/ CD4EM

% Yy n° absoluto Foxp3/ CD4EM

% y n° absoluto Treg/ CD4TemRA

% y n° absoluto Foxp3/ CD4TemRA

(RTE: recién emigradas del timo; Naive:virgenes; Act:activadas; EMem: efectoras-

memoria; CMem: memoria-central; TemRA: efectoras muy diferenciadas; MemNS:

células B memoria non-switch; MemS: células B memoria switch; Reg: reguladoras; mDC:

células dendriticas mieloides).

- Niveles de Vitamina D cuantificada como 25-OH Vitamina D.

A continuacién, se expone un resumen de la metodologia del estudio y un

esquema del seguimiento clinico en la Figura 10.
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FIGURA 10: Esquema de la metodologia del estudio

GRUPO ESTUDIO GRUPO CONTROL

SELECCION DE Diagndstico clinico de Lactantessanos de la
PACIENTES proctocolitis alérgica consulta de Pediatriao
Cirugia Pediatrica

Exclusion prematuros \
\

v
Informaciény firma de Informaciény firma de
CONSENTIMIENTO consentimiento consentimiento
INFORMADO informado (Cl) informado (Cl)
\‘
17 Exclusion pacientes que no firmen Cl 4&
. Extraccién 1 tubo EDTA Extraccion 1 tubo EDTA
EXTRACCION + ¥
ANALITICA Analisis inmediato en Analisis inmediato en
Laboratorio Inmuno- Laboratorio Inmuno-
regulacién HGUGH regulacién HGUGH
4

GRUFOS BE CASOS & CASOS CONTROLES

CASOS
T-RES
DIETA EXCLUSION PLV RESOLUCION CLINICA REINTR(;SIUCCION ADQUISICION DE
TOLERANCIA

ORALA PLV

4.5. CRONOGRAMA
En la primera fase del proyecto, con una duracion de 3 afios se recopilaron

las muestras de sangre procedente de los nifios diagnosticados de proctocolitis
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alérgica, asi como de los nifios que forman el grupo control. Las muestras se
procesaron en el mismo dia inmediatamente después de su extraccion y se
realizaron los estudios de citometria para cuantificar las distintas poblaciones
inmunes incluyendo las Treg, y los estudios funcionales para determinar la

capacidad supresora de estas Treg.

En una segunda fase, a partir del tercer afio, se complet6 el seguimiento de
los nifios incluidos en el estudio hasta toleraron la proteina de la leche de vaca de

forma completa tras su reintroduccion.

Las variables inmunoldgicas se correlacionaron con la clinica para establecer el
caracter prondstico o predictivo de los marcadores analizados y se realizd un
analisis estadistico para establecer las correlaciones entre los parametros clinicos

y las poblaciones estudiadas.

FIGURA 11. Esquema del cronograma del estudio
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4.6. ANALISIS ESTADISTICO
El estudio estadistico se realizé en la Unidad de Metodologia y Bioestadistica de

la Fundacién para la Investigacién del Hospital Universitario Gregorio Marafién de
Madrid. Esta Unidad es un Servicio de Apoyo a la Investigacion que realiza tareas
de asesoramiento metodolégico y estadistico dirigido a investigadores del

hospital.
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Se realiz6 el andlisis estadistico de los datos recogidos con el programa
estadistico SPSS, version 21 y el programa Stata version 8 SE.

En primer lugar, se realiz6 un estudio descriptivo de los casos y controles. Las
variables cuantitativas se expresaron como media y desviacion estandar o
mediana y rango intercuartilico, segun la distribucion normal o no de la muestra.
Las variables cualitativas se expresaron como porcentajes. Se comparara en
primer lugar las caracteristicas basales (edad y sexo) de los sujetos en los
distintos grupos del estudio (casos TO, casos Tresolucion y controles) para

analizar si estos grupos son comparables.

A continuacion, se realizd un estudio analitico del resto de variables recogidas en
TO y en Tres y se comparara con el grupo control. Para comparar las variables
categoricas se utilizaron los test de Chi cuadrado. Para las variables continuas la
U de Mann Whitney y el test de Kruskall Wallis. Para evaluar la mediana de
tiempo en resolverse la sintomatologia de la proctocolitis desde el inicio del
tratamiento se construy0 una curva de supervivencia Kaplan-Meier. Se analiz6 la
posible correlacion mediante la prueba estadistica Rho de Spearman entre el
score clinico y distintas variables cuantitativas clinicas e inmunoldgicas. Para el
estudio de correlacion con variables categoricas se utilizo test estadistico U de
Mann Whitney (si se comparaban 2 grupos) o Kruskall-Wallis (si se comparaban 3
grupos o mas). Para analizar la correlacion de las células T reguladoras y otros
marcadores inmunologicos con el resto de poblaciones inmunes se realiz6 un

estudio de correlacion de Pearson.

Por ultimo, se calcularon las areas bajo la curva ROC, utilizando el programa
Stata, para evaluar la capacidad diagndéstica (sensibilidad y especificidad) de los

marcadores inmunolégicos encontrados en el estudio.

Todas las pruebas estadisticas se han considerado significativas si el valor de p <
0.05.

4.7. ASPECTOS ETICOS Y PROTECCION DE LOS SUJETOS
PARTICIPANTES

EVALUACION BENEFICIO-RIESGO
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El beneficio esperado del estudio es la adquisicion de conocimientos derivados
del estudio. No existen riesgos para el sujeto participante derivados de la inclusion
en el estudio.

INFORMACION A LOS SUJETOS Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Este estudio se realizé respetando los principios y las normas éticas basicas que
tienen su origen en la actual revision (version revisada de Fortaleza, 2013) de la
Declaracién de Helsinki, el Convenio de Oviedo, y con los requisitos reguladores
vigentes recogidos la legislacion espafiola (normativa basica: Ley 29/2006 de 26
de Julio, de garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios y
Ley 14/2007 de 3 de julio, de investigacion biomédica; y especifica: orden SAS
3470/2009).

No hubo compensaciones econdémicas para los sujetos participantes previstas en
este estudio. La informacion a los sujetos participantes, a los familiares o a los
representantes legales segun proceda, se dio verbalmente, explicando los
distintos apartados del protocolo. Se entreg6 una copia de la hoja de informacion
al paciente (HIP) y del consentimiento informado y se dio tiempo para que este
fuera revisado antes de su firma por quien proceda. Antes de comenzar el
estudio, el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIm) aprob6 y dio su opinion
favorable al protocolo y a todas sus enmiendas, asi como al consentimiento
informado del paciente. (CEIC 61/12).

CONFIDENCIALIDAD DE DATOS

La informacion recogida para el estudio fue tratada siguiendo lo dispuesto
en la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de
caracter personal, posteriormente Ley Organica 3/2018 de 5 de diciembre, de
Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales, el
reglamento General de proteccion de datos (Reglamento 2016/679) y la Ley
41/2002, de 14 de noviembre, béasica reguladora de la autonomia del paciente y

de derechos y obligaciones en materia de informacion y documentacién clinica.

RECURSOS Y FINANCIACION
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Este estudio recibié financiacion de la Beca SEICAP (Sociedad Espafiola de
Inmunologia Clinica, Alergologia y Asma Pediatrica) y de ayudas econdmicas del
Instituto de Salud Carlos Il (ISCIll) co-financiado por los fondos FEDER
(P112/00934;IC114/00282) destinadas al analisis de poblaciones celulares

mediante citometria de flujo.
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CAPITULO 5:
RESULTADOS
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5.1. DESCRIPCION DE LA POBLACION ESTUDIADA

Durante el periodo de estudio 2015-2018 reclutaron 32 pacientes con proctocolitis:
22 proctocolitis en fase aguda o TO y 10 proctocolitis en fase de resolucion.
Ademas, se reclutaron 10 controles sanos de las consultas de pediatria y

anestesia infantil como grupo control.

5.1.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DEL GRUPO
CONTROL
Se recogieron 11 controles sanos de las diferentes consultas (Figura 12), pero se

excluyd uno por confirmarse posteriormente infeccion connatal por

citomegalovirus.

FIGURA 12: Reclutamiento de pacientes del grupo control (sanos).

CONTROLES SANOS
(n=11)

EXCLUIDOS
(n=1): Infeccién connatal por CMV

CONSULTA PEDIATRIA (n=6)
- Hiperbilirrubinemia (n=4)
- Atragantamiento (n=1)
- Hipertransaminasemia transitoria (n=1)
- Exantemas cutdneos no alérgicos (n=3)

CONSULTA ANESTESIA (n=1)
- Preoperatorio de tenotomia Aquiles

Ningun paciente del grupo control tenia antecedentes personales de

prematuridad.
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5.1.2. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON
PROCTOCOLITIS
Se recogieron 35 pacientes con proctocolitis. Se excluyeron 3 pacientes del

estudio por prematuridad o por confirmarse posteriormente alergia mediada por
IgE (Figura 13).

FIGURA 13. Reclutamiento de pacientes de grupo proctocolitis.

PROCTOCOLITIS
n=35

EXCLUIDOS (n=3)
- 1 prematuridad
- 2 Alergia IgE mediada

PROCTOCOLITIS TO PROCTOCOLITIS T-RES ‘
(FASE AGUDA) (FASE RESOLUCION)
n=22 n=10 |

Las caracteristicas clinicas de los pacientes al diagndstico se resumen en la tabla
3. Se realizo un test de normalidad. Si las variables tenian una distribucion normal
se expresan en medias y su desviacion estandar. Si las variables tenian una

distribucidon no normal se expresan en medianas y percentil 25-75.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes con proctocolitis.

CARACTERISITCAS CLINICAS | N=32 casos

Género | 50% varones; 50% mujeres

Mediana de edad de inicio de sintomas | 1,45 (0,9-2,27)
(meses)

Mediana de edad al diagndstico (meses) | 2,2 (1,2-4,0)

Tiempo de evolucién de los sintomas | 14 dias (2-20)
hasta la valoracion en consultas (dias)

Presencia de rectorragia | 100%

Diarrea | 8/32 (25%)
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CARACTERISITCAS CLINICAS

N=32 casos

Vomitos

Rechazo de alimentacion
Irritabilidad

Baja ganancia de peso
Palidez

Exantema

SCORE CLINICO

(cada sintomatologia previa suma 1 punto)

Tiempo desde la ingesta del 1° biberdn
hasta el inicio de la sintomatologia

Tipo de alimentacion

Tipo de parto

Antecedentes personales de dermatitis
atépica

Antecedentes familiares de atopia

Parametros antropométricos al
diagndéstico (mediana)

Pruebas inmunolégicas

- IgE total

- InmunoCAP:

- IgE leve de vaca

- IgE alfalactoalbumina
- IgE betalactoglobulina

IgE caseina

5/32 (15,6%)

3/32 (9,3%)

12/32 (37,5%)

5/32 (15,6%)

1/32 (3%)

N=4 (12,5%)

Media 2,36+1,38

Nifios con puntuacion 1: 34,4%
Nifios con puntuacién 2: 28%
Nifios con puntuacién = 3: 37,6%

0,5 dias (0-21,25)

65.5% lactancia materna
9.4% lactancia artificial
25% lactancia mixta

26.7% vaginal eutdcico
3.3% vaginal instrumentado
30% ceséarea

6.7%

41.9%

Peso: 5,2+0,45 kg (p27)
Longitud: 570,28 cm (p59)
IMC: 14.4+0,86 (p19.5)
Negativas

0.15+0.62 KU/L

0.029+0.06 KU/L
0.009+0.026 KU/L
0.02+0.066 KU/L

0.015+0.029 KU/L
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Se realizé analitica de sangre en TO con hemograma y bioquimica a 8 pacientes
(ver tabla 4), 10 precisaron cultivos de heces para descartar patologia infecciosa
intercurrente (el 100% de los cultivos fueron negativos) y en 4 pacientes se realizo
ecografia abdominal para descartar enterocolitis con resultado normal en todos
ellos.

Tabla 4. Hallazgos analiticos de los casos de proctocolitis en los que se realizé
hemograma y bioquimica.

HALLAZGOS ANALITICOS N =8 casos Alteraciones patolégicas

Hemoglobina 11,35+1,26 g/ dL Anemia (<10,5): 3/8

VCM 86,18+9,49 mm?® Microcitosis: 1/8

Plaquetas 357,000+£84652 mm?3 Trombocitosis: 1/8

Leucocitos media
-neutrofilos

-linfocitos

-Eosindfilos

-Basofilos

-Monocitos

Glucosa

AST (elevado >32 mU/mL)
ALT (elevado >33 mU/mL)
Proteinas (bajo < 6 g/dL)
AlbUmina (bajo <3.5g/dL)

PCR mg/dL

1045743711 mm?3
3557+3086 mm?
5671+1307 mm?
400+£303 mm?
16,6+40 mm?
1033+571 mm3
82,5+21,3 mg/dL
60+42,8
42,8126
5,72+0,31
4,15 + 0,07

0,025+0,05

Leucocitosis: 3/8
Neutrofilia: 2/8
Linfocitosis: 5/8
Eosinofilia: 3/8
Elevados: 1/8
Monocitosis: 6/8
Hipoglucemia: 1/8
elevado en 6/8
elevado en 4/8
bajo en 3/8
normal

normal

5.1.3. TRATAMIENTO DE LA PROCTOCOLITIS
Los pacientes con proctocolitis recibieron distintos tipos de tratamiento en

funcién de la alimentacion que tuvieran previamente. La mayoria, un 40,8% de los
pacientes, recibieron hidrolizado extenso de proteinas de leche de vaca sin

probiéticos (HePLVsinPB). Todos los pacientes que previamente estaban con
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lactancia materna exclusiva continuaron con esta alimentacion, pero con dieta
materna de restriccion de proteinas de leche de vaca. En ninguno de éstos se
tuvo que suspender la lactancia materna. Ningun paciente recibid hidrolizado de

arroz.

FIGURA 14. Tipos de tratamiento de exclusion de proteinas de leche de vaca
administrado en los pacientes con proctocaolitis.

@ HePLV con PB

O LM con dieta materna

OHidrolizado arroz

24,10%

5.1.4. EVOLUCION CLINICA DE LOS PACIENTES
En cuanto a la evolucion de los pacientes, la mediana de edad de resolucion de la

sintomatologia con el tratamiento fue de 3,2+/-1,78 meses. La sintomatologia de
los pacientes tarda en resolverse tras el tratamiento una mediana de tiempo de 1
mes (0,8-1,1). Este resultado se expresa en la curva de supervivencia Kaplan-
Meier (Figura 15).
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FIGURA 15. Mediana de tiempo de resolucion de la sintomatologia tras la
introduccién de tratamiento.

Funciéon de supervivencia
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T T T T
00 5,00 10,00 15,00 20,00

Tres (t%tto meses)

La edad media de la reintroduccion de las proteinas de leche de vaca (T1) fue de
10,3£2 meses; y la edad media de adquisicion de tolerancia clinica a las PLV (T2)
fue de 14,6£3,34 meses.

En 10 pacientes se retraso la reintroduccion de proteinas de leche de vaca por
aparicion de sintomatologia intercurrente (estrefiimiento, colicos, gastroenteritis
viral). El seguimiento de los pacientes se perdié en un 18,7%, el resto de los

pacientes (n=22), toleran en la actualidad la proteina entera de leche de vaca.

En cuanto al estado nutricional de los pacientes en los distintos tiempos del
estudio, se observa una mejoria estadisticamente significativa de los parametros
antropomeétricos de éstos (medido por IMC segun edad) tras el tratamiento con

dieta de exclusion (Tabla 5).

Tabla 5. Valores antropométricos de los pacientes con proctocolitis en los
distintos tiempos de evolucién clinica.

Tiempos evolutivos Mediana de IMC (valor; p
percentil; Zscore)

TO (n=32) 14.4; p19,5; -0.86
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Tiempos evolutivos

Tres (n=32)
T1 (n=25)
T2 (n=22)

Mediana de IMC (valor;
percentil; Zscore)

15,9; p27; -0,44
16,3; p26; -0,63
16,5; p28; -0,57

(*: Diferencias estadisticamente significativas)

0,001*
<0,001*
0,020*

5.1.5. COMPARACION DE CASOS DE PROCTOCOLITIS RECOGIDOS
EN TO CON LOS RECOGIDOS EN FASE RESOLUCION

Se recogieron 22 pacientes con proctocolitis en fase aguda (TO) y 10 se

reclutaron en fase de resolucién (Tres). Los pacientes no fueron los mismos

recogidos en distintos tiempos. La comparacion de variables clinicas en estos

pacientes no muestra diferencias estadisticamente significativas por lo que los

grupos son comparables (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de variables clinicas de los pacientes con proctocolitis (TO

y Tres).
VARIABLES CLINICAS Reclutados Reclutados Significaciéon
enTO en Tres estadistica (p)
(n=22) (n=10)
Género mujer 45,5% 60% 0,446
Score clinico al diagndstico 2,23+1,37 2,6+1,43 0,458
(media)
36,4% 30% 0,705
e Sdlo rectorragia
31,8% 20%
e 2 puntos
31,8 50%
e 30 mas puntos
Tipo de alimentacion previa 0,395
e Lactancia materna 72,7% 50%
e Lactancia artificial 9,1% 10%
e Lactancia mixta 18% 40%
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VARIABLES CLINICAS Reclutados Reclutados Significacion
en TO en Tres estadistica (p)
(n=22) (n=10)
Antecedente de ingesta de 61,9% 60% 0,919
biberon
Tipo de parto 0,771
e vaginal eutécico 35% 50%
e vaginal instrumentado 30% 20%
e cesarea 5% 0%
Dermatitis atépica 10% 0% 0,301
Antecedente familiar de atopia 47,6% 30% 0,353
Tipo de tratamiento para 0,724
proctocolitis
4,5% 0%
e HePLV sin PB
4,5% 10%
e HePLV con PB
36,4% 30%
LM exenta
* 31,8% 50%
e HePLVsinPByLM 22.7% 10%
e HePLVconPByLM
Edad en meses (media) 2,43+1,34 3,69+2.5 0,163
Edad de inicio de los sintomas 1,741,1 1,61+1,2 0,795
Tiempo de evolucién de clinica 13,86+13,1 14,78+23 0,605
(media de dias)
IMC al diagnostico (mediana -0,82 -1,83 0,5
Zscore)
Edad de resolucién de clinica 3,5+1,87 2,7+1,51 0,393
(Tres)
Edad de reintroduccién de PLV 10,6+2,2 9,5+1,61 0,141
Edad de adquisicion de tolerancia | 14,56+3,14 14,66+4,17 0,494
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5.1.6. COMPARACION DE CASOS-CONTROLES EN CUANTO A
CARACTERISTICAS CLINICAS BASALES

La media de edad de los casos de proctocolitis en fase aguda (TO) fue de 2.48

meses y la de los controles de 2.93 meses sin diferencias significativas. No se

observan diferencias significativas con el sexo entre estos dos grupos. Tampoco

se observan diferencias significativas entre la edad y sexo de los pacientes con

proctocolitis TO con respecto a las proctocolitis en resolucién (Tres) ni de éstos

respecto al grupo control. (Tabla 7, 8y 9).

Tabla 7. Comparacion de caracteristicas basales (edad y género) entre
proctocolitis en fase TO y pacientes sanos del grupo control.

TO (n=22) Control (n=10) p
Edad (meses) 2,43 +£0,29 2,47 £ 0,63 0,675
Género 54,5 % (12/22) 50 % (5/10) 0,598

(Yovarones)

Tabla 8. Comparacion de caracteristicas basales entre proctocolitis en fase TO y
resolucion.

T

TO (n=22) T resolucion (n= 10) p
Edad (meses) 2,43 £0,29 3,79 £0,81 0,163
Género (%varones) 54,5 % (12/22) 40 % (4/10) 0,288

Tabla 9. Comparacion de caracteristicas basales (edad y género) entre
proctocolitis en fase T resolucién y pacientes sanos del grupo control

T resolucién (n=10) Control (n= 10) p
Edad (meses) 3,79+0,81 2,47 £ 0,63 0,165
Género (%varones) 40 % (4/10) 50 % (5/10) 0,710
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5.2.ESTUDIO INMUNOLOGICO DE LOS PACIENTES DEL ESTUDIO

Se analizaron las distintas variables inmunolégicas de los pacientes y
posteriormente se realizaron estudios de correlacion de las células T reguladoras

con las variables inmunolégicas previamente descritas.

A continuacién, se expone los resultados del andlisis de las distintas
variables inmunolégicas en los tres grupos de pacientes del estudio (proctocolitis
TO, proctocolitis Tresolucion y controles sanos).

5.2.1. POBLACIONES LINFOCITARIAS

Los valores globales de las diferentes poblaciones linfocitarias (células B, T)
asociadas a la inmunidad adaptativa no aparecen alteradas en proctocolitis
alérgica en ninguno de los tiempos de estudio (TO o T resolucidn) con respecto a
los controles sanos (Tablas 10 y 11). Los resultados se expresan en medias para
poder realizar la comparacién posteriormente con las medias publicadas de

poblaciones linfocitarias en otras enfermedades alérgicas.

Tabla 10. Comparacion de porcentaje de poblaciones linfocitarias en casos de
proctocolitis en distintos tiempos (TO o T resolucion) frente a controles.

POBLACIONES CASOS CASOS CONTROLES p
LINFOCITARIAS (%)
TO (n=22) T res (n=10) (n=10)
Células T totales (CD3+) 61,2748,4 61,7+8,39 62,7+7,44 0,85
T-DP CD4+,CD8+ 0,14+0,19 0,07+0,09 0,05+0,07 0,014*
Células TCD4+ 46,22+7,33 45,33+8,06 47,7246,94 0,889
CD4_38DR 0,72+0,35 0,72+0,26 0,59+0,25 0,388
CD4_38 82,33+3,6 80,7+5,67 82,66+4,0 0,646
-naive 85,89+3,07 86,20+4,90 87,19+3,19 0,305
-central memory (CM) 10,68+2,50 10,01+4,35 9,08+2,19 0,204
-Efectoras (TemRA) 0,07+0,06 0,08+0,08 0,18+0,22 0,345
-Activadas (Act) 0,54+0,43 0,56+0,36 0,51+0,38 0,952
-RTE 72,23+4,98 72,76+8,35 79,4+5,58 0,007*
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POBLACIONES CASOS CASOS CONTROLES p
LINFOCITARIAS (%)
TO (n=22) T res (n=10) (n=10)

-Efectoras memoria (EM) 0,36+0,22 0,43+0,22 0,40+0,47 0,251
Células Treg 7,6+1,52 7,00+1,52 7,49+1,33 0,67

Treg_38DR 4,89+2,9 4,80+2,88 1,6+1,03 0,003*

Treg_38 55,5346,5 51,3845,33 56,86+5,6 0,366
-naive 69,75+5,38 72,28+8,56 73,8316,46 0,058
-central memory (CM) 25,35+4,99 22,47+7,83 20,8145,35 0,031*
-Efectoras (TemRA) 0,09+0,06 0,07+0,04 0,33+0,58 0,345
-Activadas (Act) 2,96+2,39 2,58+1,18 2,76x1,67 0,984
-RTE 53,79+4,08 55,87+8,84 63,18+8,04 0,007*
-Efectoras memoria (EM) 0,75+0,36 0,94+0,44 1,09+1,19 0,857
Treg Foxp3 7,03+1,39 5,89+1,22 6,68+1,43 0,588
Foxp3 Activadas 5,063 4,713 4,9+3,3 0,887
Foxp3_CD39 1,8+1,37 3,643,3 3,6%6,7 0,661
Foxp3_memoria 41,23£19,2 | 37,86x17,24 33,62+8,4 0,288
Foxp3_Naive 58,2+19 61,38+17 65,57+8,1 0,288
Foxp3_RTE 41,07+14,2 44,94+14 51,3%£7,6 0,043~
Células TCD8+ 13,88+4,25 13,72+4,53 12,8+2,64 0,589
-naive 88,7449,05 @ 87,15+10,82 | 87,16+10,76 0,857
-central memory (CM) 7,78+5,23 5,89+3,10 7,68+5,05 0,889
-Efectoras (TemRA) 0,95+2,41 3,78+7,75 1,77+2,75 0,388
-Activadas (Act) 1,07+£2,25 1,22+2,31 1,38+2,32 0,535
-Efectoras memoria (EM) 0,5+1,6 0,7+1,22 0,81+1,59 0,562
Células B CD19+ 22,88+7,21 21,04+8,29 22,62+9,17 0,826
Naive 93,47+2,06 92,34+3,63 93,57+1,53 0,920
Memory switch 0,87+0,56 10,7+0,63 0,75+0,52 0,482
Memory non-switch 2,68+1,41 2,13+0,68 2,84+1,34 0,704
Breguladoras (BR1) 13,08+6,46 8,83+2,51 7,19+3,71 0,010*
BR1 Real 0,09+0,037 0,08+0,04 0,04+0.01 0,002*
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POBLACIONES CASOS CASOS CONTROLES p
LINFOCITARIAS (%)

TO (n=22) T res (n=10) (n=10)
Breg | 0,65+0,25 0,83+0,33 0,63+0,20 0,974
Breg Il 31,76+7,24 27,23+10 29,32+8,9 0,671
Mem CD27- 2,97+1,36 4,43+3,53 2,8+1,07
Plasmablastos 0,71+0,44 0,96+0,94 0,68+0,71 0,341

(*=Parametro inmunoldgico con significacion estadistica). Los porcentajes para cada

poblacién celular se calculan de acuerdo al total de la poblacion celular correspondiente (total

de linfocitos, total de células TCD4+, total de células TCD8+, total de células B)

Tabla 11. Comparacion de n° absoluto de poblaciones linfocitarias en pacientes
con proctocolitis en distintos tiempos (TO o T resolucién) frente a controles.

POBLACIONES
LINFOCITARIAS

(N° absoluto, cél/ul)
Células T (CD3+)
T-DP (CD4+,CD8+)
Ceélulas TCD4+
CD4_38DR
CD4_38
-naive
-central memory (CM)
-Efectoras (TemRA)
-Activadas (Act)
-RTE
-EM

CASOS
TO (n=22)

4.183+950
6,69+9,6
3181+849
23,81+14,1
2.627+743
2737+760
337+109
2,31+1,61
18,22+18,6
2353+710
11,16+5,8

CASOS

T res (n=10)

3.706+1.363
3,22+4,4

2960+995
18,13+6,3
2.208+920

2346+1006

24683

2,17+2,89
12,94+5,39
20074952
10,34+5,7

CONTROLES

(n=10)

4.045+527
2,19+3,17
3089+559
17,94+7,89
2.549+475
2695+529
277+69
5,85+6,9
15,97+0,98
2383+437
13,4+16,22

p

0,857
0,009*
0,675
0,366
0,826
0,920
0,026*
0,305
0,984
0,977
0,235
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POBLACIONES
LINFOCITARIAS

(N° absoluto, cél/ul)

Células Treg
Treg_38DR
Treg_38:

-naive

-central memory (CM)

-Efectoras (TemRA)

-Activadas (Act)

-RTE

-EM

T reg Foxp3

Foxp3 Activadas

Foxp3 CD39

Foxp3_memoria

Foxp3_Naive

Foxp3 RTE

Células TCD8+

-naive

-central memory (CM)

-Efectoras (TemRA)

-Activadas (Act)

-EM

CASOS
TO (n=22)

244,83+86,07
5,30+4,3
138,4+61,6
171,28+64,29
61,45+23,4
0,22+0,18
7,48+8,04
132,08+47,6
1,75+0,9
214,7+58,4
10,7748,9
3,7£2,7
87,69+47,4
125,75+54
88,3+38,4
925+225
815+198
75,08+61,37
9,10+22,29
11,38+27,64
5,59+19,6

CASOS
T res (n=10)

177,16+48,24
2,69+1,44
91,7+29,7
131,21+45,53
36,68+15,21
0,12+0,09
4,44+1,90
101,9+38,9
1,64+0,73
122,98+78,9
5,38+3,7
3,7£3,7
46,1+27,34
75,27+60
55,9447
843+391
673+300
42,34+27,44
44,88+105,9
10,37+20,27
7,6+147

CONTROLES

(n=10)

230,13+49,96

3,7+2,38
132,06+36,4
170,56+41,9
47,2+13,31
0,83+1,49
6,05+3,67
135,5+30,1
2,66+3,16
156,1+101
7,1+5,35
5,1+5,2
55,9+40,3
97,9+66
78,6+56,9
817+119
707+106
64,39+45,1
15,96+25,59
12,23+21,03
7,2+14,1

p

0,857
0,235
0,764
0,704
0,100
0,483

0,475
0,984
0,194
0,440
0,913
0,175
0,475
0,798
0,100
0,092
0,675
0,509
0,366
0,458
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POBLACIONES
LINFOCITARIAS

(N° absoluto, cél/ul)
Células B CD19+
Naive

Memory switch
Memory non-switch
Breguladoras (BR1)
Breg |

Breg Il

Plasmablastos

CASOS
TO (n=22)

15264739
1430+710
13,0049,19
38,01+21,4
1,17+0,47
8,65+3,5
432,4+186
9,79+6,96

CASOS CONTROLES p
T res (n=10) (n=10)
12461629 14741643 0,509
1160+601 13831613 0,920
11,63+7,9 10,34+7,68 0,483
28,69+22,73 42,42+28,69 0,704
1,06+0,87 0,63+0,43 0,01*
10,27+7,2 9,344,8 0,974
298,9+154 407,4+184 0,769
7,86+3,69 7,34+4,5 0,452

(*=Paréametro inmunoldgico con significacion estadistica).

FIGURA 16. Comparacion de poblaciones linfocitarias segun grupos de pacientes.
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5.2.2. ANALISIS DE LAS CELULAS T-CD4

En la mayoria de las subpoblaciones de células T-CD4 no existe
diferencias significativas con respecto a los controles (Figura 17). Sin embargo,
esto no ocurre en la poblacion de células T CD4+ RTE que son células T CD4
recientemente producidas en el timo (marcador de produccion timica). En éstas se
observa que el porcentaje (aunque no el valor absoluto) son mas bajos en nifios
con proctocolitis alérgica (en TO y res) respecto a los controles (p<0.01). Esto
reflejaria una produccion timica de nuevas células T disminuidas o una mayor

diferenciacion de las mismas hacia los demés fenotipos.

FIGURA 17. Comparacion del porcentaje de células TCD4+ segun grupos de
pacientes
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En la figura 18 se muestra un aumento significativo en el n°® de células CM CD4 en
la fase aguda de la proctocolitis (TO) con respecto a los controles. Estas células
son una subpoblacion de células T CD4 “Memoria Central” (CM) que implican una
activacion del sistema inmune reciente ya que se han generado células memoria.
En la fase de resolucion (Tres) se observa una disminucion hasta valores

similiares a los controles.

FIGURA 18. Comparacion del n° absoluto de células TCD4+ segun grupos de
pacientes.
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5.2.3. ANALISIS DE LAS CELULASB

CD4 38+DR+ CD4

Las células B son las encargadas de la produccion de anticuerpos IgE en

los procesos alérgicos. En los casos de proctocolitis alérgica no se observan

diferencias significativas entre las poblaciones de células B naive y memoria

(Figura 19).

FIGURA 19. Comparacién del porcentaje de células B segun grupos de pacientes.
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Sin embargo, al analizar la subpoblacion de células B reguladoras (BR)

implicadas en el control o supresion de estas células B (células antiinflamatorias)
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se observa que las células BR1 estan mas elevadas de forma significativa en TO y

Tres comparado con controles sanos (Figura 20).

FIGURA 20. Comparacion de células B reguladoras segun grupos de pacientes.
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5.2.4. ANALISIS DE LAS CELULAS T REGULADORAS

Al analizar las subpoblaciones de células T reguladoras (Treg) en los
distintos tiempos, se observa que en TO las Treg estan mas elevadas con
respecto a los controles y posteriormente en T resolucion disminuyen cuando se

controla la clinica inflamatoria (Figura 21).

FIGURA 21. Gréfico de células T-reguladoras segun grupos de pacientes
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Células T-requladoras efectoras (Foxp3+)

Estos resultados se confirman al analizar las células Treg mediante el
marcador intracelular que las define (Foxp3). Se observa que las Treg estan mas
elevadas en TO comparado con controles lo cual indica que hay un buen control

de la respuesta inflamatoria (Figura 22).
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FIGURA 22. Gréfico de células Treguladoras (Foxp3+) segun grupos de pacientes.
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Se analiz6 la relacidon entre células Treg y las células TCD4+TemRA. Esta

relacion evalla la capacidad de las células T reguladoras (Treg) en controlar la
activacion del sistema inmunolégico implicado tras las reacciones antigeno-
anticuerpo en el que se eleva las células TCD4+TemRA. Tras el estudio
comparativo, se observa que en nifios con proctocolitis alérgica, la relacion
Treg/TCD4+TemRA esta elevada respecto a los nifios sanos, tanto en porcentaje

como en numero absoluto (Figura 23).

FIGURA 23. Relacion entre células Treg y TCD4+ TemRA segun grupos de
estudio.
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5.2.5. ANALISIS DE POBLACIONES MIELOIDES

Se analizé las principales poblaciones mieloides implicadas en la respuesta

innata: granulocitos (neutrdéfilos, eosinfofilos y basofilos), células NK y monocitos

en 16 pacientes con proctocolitis en TO, 9 casos en T resolucion y 7 controles

(Tablas 12 y 13). Solo se pudo analizar estos resultados en un grupo pequefo de

pacientes por la limitacion de cantidad de sangre priorizandose ésta para el

analisis de poblaciones linfocitarias.

Tabla 12. Comparacion del porcentaje de poblaciones mieloides en casos de

proctocolitis en distintos tiempos (TO o T resolucion) frente a controles.

POBLACIONES CASOS CASOS CONTROLES p
MIELOIDES(%)
TO (n=16) T RES (n=9) (n=7)

Granulocitos 26,92+10,67  25,57+8,84 17,846 0,03
Basofilos 0,80%0,41 0,87+0,33 0,85+0,33 0,646
Basofilos activados | 36,13+16,73 = 38,67+21,14 30,43+12,37 0,562
Basofilos IgE 13,37+16,5 9,59+8,9 13,320 0,743
Neutréfilos 66,70+19,44  71,42+28,82 74,7127 51 0,013*
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POBLACIONES CASOS CASOS CONTROLES p
MIELOIDES(%)
TO (n=16) T RES (n=9) (n=7)

Eosinofilos 30,22+18,55 26,6+28,87 21,9446,41 0,009*
Dendriticas 2,03+0,78 1,65+0,47 2,03+0,71 0,891
-mDC2 6,28+8,2 4,7+6,66 0,7£0,91 0,011*
-mDC1 16,90+7,99 18,845,44 18,946,11 0,237
-mieloides 75,67+11 73,1+6,4 75,38+8,68 0,680
-plasmocitoides 45,89+19,7 42,85+26,09 48,1519 0,731
Células NK total 21,38+11,26 21,69+13,42 18,7345,1 0,914
NK16+56++ 12,56+7,86 9,94+4,2 13,0345,07 0,494
NK16+56+ 58,68+12,1 67,7£19,2 77,2516,1 0,001*
NK16+56- 24,8+8,3 18,68+12.,4 8,6716,7 0,001*
Monocitos 7,42 .4 6,83+2,68 6,05+1,16 0,261
Monocitos clasicos | 87,26+5,53 86,77+8,4 90,68+2,47 0,203

(* Significacién estadistica)

Tabla 13. Comparacion de n° absoluto de poblaciones mieloides en casos de

proctocolitis en distintos tiempos (TO o Tresolucion) frente a controles.

POBLACIONES

CASOS CASOS CONTROLES P
MIELOIDES(n® abs,
cél/pl) TO (n=16) T RES (n=9) (n=7)
Granulocitos 3005+2146 2103+693 1602+584 0,003~
Basofilos 80,39+42,56 75,63+38,10 74,84+30,30 0,984
Basofilos activados | 30,99+23,98 32,69+29,78 24,43+14,71 0,704
Basofilos IgE 10,02+11,4 8,5+11,6 8,07+10,4 0,675
Neutrofilos 1206+555 1678+885 997+454 0,120
Eosinofilos 5761536 302+209 292+140 0,06
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POBLACIONES CASOS CASOS CONTROLES p
MIELOIDES(n® abs,

cél/ul) TO (n=16) T RES (n=9) (n=7)

Dendriticas 138+50 137+42 184493 0,630
-mDC2 7,16+8,07 6,13+9,77 0,83+0,88 0,014*
-mDC1 20,8815,6 17,9+4,44 23,66+7,9 0,490
-mieloides 141,5451,6 101,7+35,56 142,3+87,6 0,490
-Plasmocitoides 11,18+5,27 8,29+8 8,65+8,56 0,091
Celulas NK 486+190 457+188 457+103 0,747
NK16+56++ 52,4+23,3 40,27+9,7 56,75+14,3 0,494
NK16+56+ 294,05+134 311+161 354,6+93 0,261
NK16+56- 116,22+53 91,3174 40,9132 0,002*
Monocitos 688+284 578+187 511+171 0,098
Monocitos clasicos 600,4+248 498+157 463+148 0,154

(* Significacion estadistica)

Se observa que en pacientes con proctocolitis, tanto en TO como en Tres
existe mas porcentaje y n° absoluto de granulocitos a expensas de un mayor
porcentaje de eosindfilos (p<0.05) y menor % de neutrdfilos (p<0.05) comparado
con los controles. Ademas, se observa en la figura 24 como estos valores
disminuyen en los pacientes con resolucion de la clinica (Tres) de forma

estadisticamente significativa.
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FIGURA 24. Gréfico de poblaciones mieloides: granulocitos, neutréfilos y
eosinofilos segun grupos de estudio.
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5.2.5.1. Andlisis de la poblacion de baséfilos

Tal y como se comenta en la introduccion, los basdfilos son células del
sistema inmunoldgico implicados en la inmunidad innata.

En los pacientes con proctocolitis alérgica se observa un aumento de los
basofilos activados frente a los controles sanos con diferencias estadisticamente
significativas cuando se agrupan todos los casos de proctocolitis (TO y Tres). No
se observan diferencias significativas en los basofilos IgE+ (activados tras un
proceso inmunolégico IgE mediado) dado que la proctocolitis alérgica no parece
mediada por IgE (Figura 25).

FIGURA 25. Andlisis de la poblacién de basofilos en los distintos grupos de
pacientes.
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5.2.5.2. Andlisis de las células dendriticas

Dentro del subgrupo de células mieloides se analizaron las células

dendriticas que son células presentadoras de antigeno que fagocitan patégenos y

presentan el material antigénico a las células By T en la inmunidad adaptativa.

En el estudio se encontré6 que el porcentaje de células dendriticas

(%omDC2) esta mas aumentado en TO y T resolucion respecto al grupo control

(p=0,05) (Figura 26). Las células mDC2 son células dendriticas con capacidad de

presentacion cruzada de antigenos a las células TCD8+, capacidad para secretar

IL-12 e IFNy e inducir una respuesta de tipo Thl para controlar patdogenos

intracelulares.
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FIGURA 26. Andlisis de células dendriticas segun grupos de estudio.
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5.2.5.3. Anadlisis de monocitos

100+

% Dendritic cells
B (2] (o]
e 2

N
e

o es o’ B
v
b

o

400-
300+
200+
100-

30+

- N
R
it

Dendritic cells (cells/pl)

mDC mDC16+

o

mDC mDC16+

No se encontraron diferencias significativas en monocitos entre los casos y

controles ni en porcentaje ni n° absoluto:

FIGURA 27. Analisis de monocitos segun grupos de estudio.
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5.2.5.4. Andlisis de las células NK (%)

Las células NK implican una activacion de la respuesta inmunologica
innata. Dentro de ellas se distinguen distintas subpoblaciones celulares:

1. NK16+56++ que son productoras de citoquinas proinflamatorias

2. NK16+56+ con mayor capacidad citotoxica y también productoras de
citoquinas.

3. NK16+56- con menor capacidad citotoxica y menor habilidad para la
produccién de citoquinas. Este subgrupo celular constituye una
subpoblacién de células NK menos funcional. Estudios previos lo han

relacionado con infecciones virales crénicas.

En la figura 28 se muestra como las células NK16+56- se muestran mas
elevadas en los casos de proctocolitis (tanto en TO como en Tresolucion) frente a

los controles de forma significativa (p<0,001).

FIGURA 28. Analisis de células NK segun grupos de estudio
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5.2.6. ANALISIS DE CELULAS PRODUCTORAS DE CITOQUINAS

Se analizaron las células T CD4+ productoras de las citoquinas mas
importantes involucradas en las respuestas inmunoldgicas solo en 12 casos de
proctocolitis en TO, 4 casos en T resolucion y en 6 controles. No hubo muestra
suficiente de sangre para analizar las citoquinas en el resto de pacientes del
estudio. Estas citoquinas son las siguientes:

- IL4 de la respuesta Th2
- IFN-gamma de la respuesta Thl
- IL-17 de la respuesta Th17.

Tabla 14. Comparacion de valores de citoquinas en casos de proctocolitis en
distintos tiempos (TO o Tresolucion) frente a controles.

CELULAS T CD4+ CASOS CASOS CONTROLES p
PRODUCTORAS DE

CITOQUINAS TO (n=12) T RES (n=4) (n=6)

IL-4 0,37+0,21 0,42+0,15 0,45+0,28 0,616
IFN-gamma 0,88+0,49 1,3+0,33 1,56+2,0 0,058
IL-17 0,18+0,12 0,19+0,09 0,08+0,28 0,019*

(*Estadisticamente significativo)
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En el estudio comparativo de casos de proctocolitis frente a controles
sanos se observa que los pacientes con proctocolitis presentan una elevacion de
las células productoras de citoquina IL17 (p<0.05). Se observan diferencias no
significativas en los pacientes con proctocolitis con menor nivel de IFNy (propia de
la respuesta Th1l) y menor nivel de IL4 tipica de la respuesta Th2 de las alergias
IgE mediadas respecto a controles.

FIGURA 29. Andlisis de células productoras de citoquinas.
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5.3.ESTUDIO DE CORRELACION DE CELULAS T REGULADORAS

Se realiz6 un estudio de correlacion para intentar definir la posible
implicacion de las células T reguladoras sobre las poblaciones celulares que
muestran diferencias significativas en los pacientes con proctocolitis alérgica con

el objetivo de definir mejor el papel de las células T reguladoras en esta entidad.

El estudio de correlacion de Pearson muestra como a mayor namero de
células T reguladoras, mayor n° de células CM CD4 (memoria central) en TO con
un coeficiente de correlacion de 0,59 (p=0,004). Ademas, se observa que la
correlacién positiva entre los recuentos de Treg y de granulocitos que existe en
los pacientes del grupo control (p=0,046) desaparece en los pacientes con
proctocolitis.
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Tabla 15. Correlacion de las células T reguladoras con el resto de poblaciones

celulares.

Treg
cell/ul

% CM CD4+ T
cells

CM CD4+
cell/ul

% EM CD4+ T
cells

EM CD4+
cell/ul

% TemRa
CD4+ T cells

TemRa CD4+
cell/ul

% Act CD4+ T
cells

Act CD4+
cell/ul

% IL-17 CD4+
T cells

% Brl
Brl cell/ul
% NK16+56+

NK16+56+
cell/ul

% NK16+56-

NK16+56-
cell/ul

%
Granulocitos

Granulocitos
cell/ul

% Neutrofilos

T0

Correlacion

-0,069

0,593**

-0,163

0,241

-0,221

0,128

0,109

0,288

0,249

0,245
0,232
-0,354

-0,150

0,344

0,345

-0,162

-0,039

-0,008

p
0,761

0,004

0,467

0,280

0,323

0,571

0,629

0,193

0,461

0,360
0,387
0,178

0,579

0,192

0,191

0,470

0,865

0,975

T Resoluciéon

Correlacion

-0,251

0,488

-0,501

-0,001

-0,201

0,015

-0,526

-0,234

-0,343

0,437
0,691*
-0,012

0,266

0,149

0,201

-0,265

0,407

0,139

P
0,515

0,183

0,169

0,997

0,605

0,969

0,146

0,544

0,657

0,240
0,039
0,977

0,525

0,724

0,632

0,460

0,243

0,743

Control

Correlacion

0,196

0,622

0,450

0,489

0,176

0,242

-0,118

0,053

0,192

-0,007
0,134
0,378

0,169

-0,186

-0,167

0,613

0,640*

-0,108

p
0,587

0,055

0,192

0,152

0,626

0,501

0,746

0,885

0,716

0,988
0,775
0,356

0,749

0,724

0,752

0,060

0,046

0,838
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Neutrofilos -0,027 0,921 0,201 0,634 0,837* 0,038

cell/ul
% Eosinofilos -0,001 0,997 -0,132 0,756 0,123 0,816
Eosindfilos -0,169 0,532 -0,042 0,921 0,791 0,61
cell/ul
% mDC2 -0,112 0,691 0,386 0,304 -0,298 0,516
mDC2 cell/ul -0,200 0,474 0,240 0,534 -0,367 0,418

5.4.CURVAS ROC DE LOS MARCADORES INMUNOLOGICOS PARA EL
DIAGNOSTICO DE PROCTOCOLITIS

Dado que en los pacientes con proctocolitis se han encontrado mayor
porcentaje o n° de células CM CD4, BR1, CM Treg, 38+DR+Treg, granulocitos,
eosindfilos, células dendriticas mDC2, células NK 16+56- y células productoras de
IL-17 que en los controles sanos; se ha construido una curva ROC para cada uno
de estos marcadores inmunologicos e identificar su utilidad como marcador

diagnostico.

A continuacion, se muestran las curvas ROC de los marcadores
inmunologicos que mejor discriminan los casos frente a los controles, es decir, los
gue muestran un area bajo la curva mayor con significacion estadistica (Figuras
30-34).
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FIGURA 30. Curva ROC del porcentaje de células CD4 RTE
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FIGURA 31: Curva ROC del porcentaje de células NK16+56-
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FIGURA 32. Curva ROC del n°® absoluto de células NK16+56-
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El punto de corte para el n° de células NK16+56- con la maxima eficiencia
seria 54,58 células/pL con una sensibilidad del 100% y una especificidad del
66,7% lo que aportaria un valor predictivo positivo del 88,9% y un valor predictivo

negativo del 100%.

FIGURA 33. Curva ROC del porcentaje de granulocitos
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FIGURA 34. Curva ROC del n°absoluto de granulocitos
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El punto de corte para el n° de granulocitos con la maxima eficiencia diagnostica
seria 1583 células/pL con una sensibilidad del 90,9%, una especificidad del 60%
lo que aportaria un valor predictivo positivo del 83,3% y un valor predictivo
negativo del 75%.

117



5.5.CORRELACION CLINICO-INMUNOLOGICA

Se realizdé un estudio de correlacion de las variables inmunolégicas que
mostraban diferencias significativas en los casos de proctocolitis frente a los

controles sanos con las variables clinicas de los pacientes.

5.3.1. CORRELACION CON EL SCORE CLINICO

Se analizé la correlacion entre el score clinico y las distintas variables
clinicas e inmunoldgicas de los pacientes con proctocolitis para evaluar si alguna
de las caracteristicas clinicas o pardmetro inmunolégico podria ser un factor de

gravedad de la proctocolitis alérgica.

Los resultados de este analisis muestran como un score clinico mas alto al
diagnostico se correlaciona con un mayor porcentaje de basofilos con un
coeficiente de correlacion de +0.38 (p=0.032). No se encontré correlacion con el

resto de variables clinicas ni inmunologicas (Tabla 16)

Tabla 16. Correlacion de variables clinicas e inmunologicas con el score clinico
propuesto en la proctocolitis alérgica.

Variables clinicas e COEFICIENTE SIGNIEICACION
inmunolégicas CORRELACION ESTADISTICA (p)
Edad de inicio de sintomas 0.086 0.639
Zscore de IMC al 0.014 0.953
diagndstico
Tiempo en resolverse la 0.099 0.598

sintomatologia tras inicio
del tratamiento

T1 o edad de introduccién -0.189 0.365
de PLV
IMC de T1 0.134 0.365
T2 o0 edad de adquisicidon -0.195 0.385
de tolerancia a PLV
IMC de T2 -0.146 0.509
Células T CD4 (RTE) 0.136 0.509
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Variables clinicas e COEFICIENTE SIGNIFICACION

inmunoldgicas CORRELACION ESTADISTICA (p)
%NK16+56+ 0.208 0.330
%NK16+56- -0.037 0.864

% Bril -0.153 0.466
%Treg -0.124 0.497

%Granulocitos -0.10 0.956

%Eosinofilos -0.327 0.119
%Neutroéfilos 0.385 0.063
% Basofilos +0.380 0.032*

%Basofilos activados 0.119 0.515
%ceélulas dendriticas 0.078 0.719
mDC2
%células productoras de -0.146 0.603
IL17

(*: Estadisticamente significativo)

5.3.2. EVOLUCION CLINICA DE LOS PACIENTES’SEGUN EL TRATAMIENTO
RECIBIDO PARA LA PROCTOCOLITIS ALERGICA

Se compararon diferentes variables de evolucion clinica en funcién del tratamiento
recibido para la proctocolitis alérgica. Para ello se agruparon los pacientes en

funcién del tratamiento recibido. Los distintos grupos de tratamiento fueron:
1. HePLV sin probioticos (con o sin lactancia materna con exclusion)
2. HePLV con probidticos (con o sin lactancia materna con exclusién)
3. Lactancia materna con exclusion de proteinas de leche de vaca.

Los resultados del estudio se exponen en la tabla 17. En este analisis no se
observan diferencias significativas en las variables clinicas en funcion del
tratamiento recibido.
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Tabla 17. Evolucion clinica de los pacientes segun el tratamiento recibido.

VARIABLES HePLV sin PB | HePLV con LM (p)

PB exclusion

(n=13)

(n=8) (n=10)
Edad de resolucién 3 (2-5) meses 2.4 (1.7-3) 3.25 (2.7-4) 0.362
de la clinica (Tres) meses meses
Tiempo de 1(0.6-1.4) 1(0.6-1.3) 1(1-1.5) 0.226
tratamiento hasta la meses meses meses

resolucion (Tres)

Zscore IMC tras la -0.78 (- -0.4 (-0.96, - -0.09(- 0.722
resolucion clinica 1.36,+1.4) 0.24) 0.86,+0.55)

(Tres)

Edad de 10 (9-11.5) 10.5 (9-12.5) 9.5(8-11.7) 0.609
reintroduccion de las meses meses meses

PLV (T1)

Zscore del IMC tras -0.31(-1.3, -0.80 (-1.1, - -0.62 (-1.29, 0.747
la reintroduccion de +1.17) 0.24) +1.03)

las PLV (T1)

Edad de adquisicion 13 (12-15) 145 (12.75- 14 (14-17) 0.292
de tolerancia (T2) meses 19.25) meses meses

(Los resultados se muestran en medianas con p25-75).

Se compararon las poblaciones linfocitarias tras la exclusion de PLV de la dieta
(recogidas en Tres) segun el tipo de tratamiento recibido. Dado que en el analisis
por subgrupos de Tres el tamafio muestral era muy pequefo y asimétrico, no se

ha podido realizar un estudio comparativo.

5.3.2. EVOLUCION CLINICA DE LOS PACIENTES EN FUNCION DEL
FENOTIPO INMUNOLOGICO

Se realizd un estudio de correlacion para analizar si la alteracion de células
inmunologicas de los casos de proctocolitis podrian ser factores predictores de la
evolucion clinica de los pacientes medida por la edad de introduccion de PLV (T1)

y la edad de adquisicién de la tolerancia (T2).

El % de células NK16+56-, % de células T reguladoras, % y n° absoluto de
células dendriticas mDC2 y de células productoras de IL-17 medidas en TOO T

resolucién se correlacionan con una mayor edad de introducciéon de PLV y de
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adquisicion de tolerancia oral. No se ha encontrado una correlacion entre el resto
de poblaciones inmunolégicas estudiadas (CM CD4, Brl, CM Treg, granulocitos y
eosinofilos) con la evolucion clinica del paciente. Las poblaciones inmunolégicas
gue muestran diferencias significativas se muestran en la tabla 18 junto con su

coeficiente de correlaciéon con las variables de evolucién clinica.

Tabla 18. Estudio de correlacion de poblaciones inmunolégicas con la evolucion
clinica de casos de proctocolitis.

Poblacién Edad de introduccion PLV (T1) @ Edad de adquisicion de
celular tolerancia (T2)
Coeficiente (p) Coeficiente (p)
correlacion correlacion
%NK16+56+ -0.56 0.019* -0.43 0.12
%NK16+56- 0.53 0.028* 0.489 0.076
%Treg 0.39 0.05* 0.46 0.03*
%mDC2 0.70 0.002* 0.56 0.03*
N°abs mDC2 0.67 0.003* 0.56 0.038*
IL-17+ 0.75 0.003* 0.62 0.024*

(*Estadisticamente significativos. Prueba no paramétrica Rho de Spearman).

5.6. ANALISIS DE VALORES DE VITAMINA D
Se analizaron los valores de Vitamina D en 16 casos en fase aguda de la

proctocolitis (TO) y en 5 controles. No hubo suficiente muestra de sangre para

realizar el analisis en el resto de los pacientes incluidos en el estudio.

Los valores de vitamina D de los pacientes con proctocolitis en TO y los de los
controles sanos no muestran diferencias estadisticamente significativas (Tabla
19).

Tabla 19. Comparacion de valores de Vitamina D (ug/L) de pacientes con
proctocolitis en TO frente a controles sanos.

Casos T0 (n=16) Controles (n=5) p

Vitamina D (ug/L) | 18,8 (15,4-24,32) 15,7 (10,2-18,8) 0,208

U de Mann-Whitney. Medianas (p25-75)
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5.6.1. CORRELACION DE VALORES DE VITAMINA D CON MARCADORES
INMUNOLOGICOS
Se analizo la correlacion de los distintos marcadores inmunolégicos con los

valores de Vitamina D. Los marcadores que muestran correlacion significativa con
la Vitamina D son el % de NK16+56+ y el n° absoluto de células B reguladoras
BR1. No se encontr6 correlacion con el resto de marcadores, incluidos con los
porcentajes y n°absolutos de células Treg. Estos resultados se exponen en la
tabla 20.

Tabla 20. Correlacion de marcadores inmunolégicos con los valores de Vitamina
D

Coeficiente de p
correlacion
% de NK16+56+ -0.503 0.047*
n° absoluto BR1 0.691 0.003*
%Treg -0,106 0,648
Ne°abs Treg -0,30 0,898

Rho de Spearman.*=estadisticamente significativo.

5.6.2. CQRRELACION DE VALORES DE VITAMINA D CON LA EVOLUCION
CLINICA
Se analizaron los distintos tiempos de evolucion (T1 o edad de introduccion de

proteinas de leche de vacay T2 o edad de adquisicion de tolerancia oral) en
funcién de los valores de vitamina D. No se encontraron asociaciones

estadisticamente significativas (tabla 21).

Tabla 21. Correlacion entre edad de T1y T2 con los valores de Vitamina D.

Correlacién Edad de introduccion PLV (T1) | Edad de adquisicion de
tolerancia (T2)

Coeficiente p Coeficiente p
correlacion correlacion
Vitamina D -0.056 0.843 -0.255 0.379

Rho de Spearman
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CAPITULO 6:
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DISCUSION

La alergia alimentaria supone un problema de salud publica a nivel mundial
cuya prevalencia va en aumento estimandose alrededor del 3-8%(3)(18),(102). La
proteina de leche de vaca es el principal alérgeno que causa reacciones alérgicas
en Espafia(102). La etiopatogenia de la alergia a proteinas de leche de vaca IgE
mediada es bien conocida y hay muchos estudios publicados que revelan
alteraciones inmunoldgicas, fundamentalmente en la poblacion de células T
reguladoras, que no solo explican la causa de la enfermedad, sino ademas los
objetivos terapéuticos sobre las que se dirigen tratamientos especificos como la
induccion a la tolerancia oral. Sin embargo, esta situacion es totalmente diferente
para la alergia a proteinas de leche de vaca no IgE mediada. En esta entidad se
presupone una causa mediada por células T(7), pero se desconoce realmente el
mecanismo inmunologico por el que se origina. Esto hace que no existan unos
test especificos para el diagnodstico por lo que el médico debe guiarse por la
clinica del paciente y la resolucion de la sintomatologia al retirar las proteinas de

leche de vaca de la alimentacion.

La principal manifestacion clinica de las alergias no IgE mediadas es la
sintomatologia digestiva que suele ser inespecifica tanto en sus formas graves
como en las mas leves. La falta de unos marcadores especificos para la alergia
no mediada por IgE hace que el diagnostico de esta entidad sea un reto para el
clinico. El médico no solo debe saber cuando pensar en una probable alergia no
mediada por IgE sino también como diferenciarla de otras posibles causas. Este
hecho ha supuesto un aumento progresivo del diagnostico de alergia no mediada
por IgE(103)(104), con consecuencias nutricionales en el paciente (dietas
restrictivas, trastornos de conducta alimentaria o aversion a alimentos)(18),
consecuencias econdémicas en la familia y en la sociedad por el consumo de
férmulas hidrolizadas de proteinas de leche de vaca y alteracion por tanto de la

calidad de vida de los pacientes y sus familias(105).

El subgrupo clinico de alergia a proteina de leche de vaca que se ve mas
afectado por este posible sobrediagnéstico es el de las formas menores o

atipicas. Esto se debe a que la sintomatologia es muy similar a los trastornos
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funcionales gastrointestinales del lactante cuyo diagnéstico también clinico se
basa en los nuevos criterios Roma 1V(20). Segln una revisibn sistematica
reciente(106), la prevalencia de estos trastornos funcionales se estima entre el 27
y el 38% de los nifios menores de 4 afios segun los criterios antiguos de Roma |l
y lll. Dentro de ellos, la regurgitacion tiene una prevalencia de casi el 26%, los
colicos del 6% segun las series y la diarrea del 8-12%. En estos tres trastornos
funcionales cuando la sintomatologia es mas intensa o duradera se admite una
prueba de retirada de proteinas de leche de vaca para descartar una alergia no
mediada por IgE. Recientemente el estudio CoMiss(24) ha permitido restringir
esta prueba diagnéstica a aquellos pacientes con un score clinico mas sugestivo
de alergia no mediada por IgE. A pesar de ello el diagnéstico sigue siendo
fundamentalmente clinico y por tanto susceptible a error y por tanto a un

sobrediagnostico de alergia no mediada por IgE.

El presente trabajo pretende esclarecer los mecanismos inmunologicos de
la entidad para encontrar unos marcadores especificos de alergia que nos pueda
permitir diagnosticar con mas seguridad la alergia no mediada por IgE,
correlacionarla con la gravedad clinica y con la evolucion del paciente. Esto
permitiria poder descartarla de otras patologias (trastornos funcionales), evitaria
el sobrediagnostico de esta entidad y podria abrir lineas de tratamiento y
prevencion de esta patologia. Dentro de las alergias no IgE mediadas, se ha
escogido la proctocolitis alérgica para el estudio de células T y otros parametros
inmunoldgicos puesto que es la entidad que presenta mayor prevalencia, mayor
facilidad para el diagnoéstico segun la clinica, menos gravedad en el paciente y
menos confusion con otras causas medicas. Los resultados de este estudio de
tesis doctoral podrian corroborarse posteriormente en otras alergias no IgE
mediadas mas graves (enterocolitis o enteropatia) o0 mas inespecificas (formas
menores) para definir mejor el diagndstico, prondstico y crear nuevas lineas

terapéuticas para esta entidad.

6.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS CASOS DE
PROCTOCOLITIS
La proctocolitis alérgica o FPIAP es la forma mas comin y benigna de

alergia a proteinas de leche de vaca no-Ig mediada lo que supone el 16-64% de

las causas de sangrado rectal en el lactante. En este estudio se ha reclutado 32
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pacientes con proctocolitis alérgica a lo largo de 3 afios. La prevalencia de
proctocolitis segun los estudios epidemiologicos(107),(26) es mayor que la
incidencia de casos recogidos a lo largo de 3 afios. Esto probablemente se deba a
un cambio en el manejo de estos pacientes, diagnosticados y tratados mas por
pediatras de atencion primaria en vez de especialistas en digestivo infantil
hospitalarios gracias a las guias de préactica clinica del 2015(6). Esto hace que se
derive al especialista los casos con sintomatologia mas florida o prolongada que
coincide con el fenotipo clinico de los pacientes reclutados en este estudio. Sin
embargo, en ningun caso fue necesario la realizacibn de rectoscopia para
confirmar la sintomatologia o el cambio de tratamiento a formula elemental por la

persistencia de los sintomas.

Cuando comparamos las caracteristicas clinicas de los pacientes de otros
estudios clinicos, como el de Nowak et al(14) y estudio de Kaya(108), se observa
gue los pacientes de nuestro estudio presentan caracteristicas similares a esas
poblaciones de estudio(Tabla 22). Nuestra muestra, por tanto, presenta resultados
concordantes con lo publicado previamente, y por tanto los hallazgos pueden ser

extrapolables a otras muestras mas amplias.

Tabla 22. Comparacion de caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio
con las referidas la publicacion de Nowak et al(14).

CARACTERiSTICAS PACIENTES DEL REFERENCIA
CLINICAS ESTUDIO BIBLIOGRAFICA(14)
Edad de inicio de 1.66+/- 1.45 meses 1.7£1.32
sintomas

Alimentacioén previa del 65.5% lactancia materna 60% lactancia materna
paciente

9.4% lactancia artificial
25% lactancia mixta
Antecedentes de atopia
- Personales 6.7% dermatitis atépica 20%

- Familiares 41.9% 25%
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CARACTERISTICAS

PACIENTES DEL

REFERENCIA

CLINICAS ESTUDIO BIBLIOGRAFICA(14)
Sintomas

Rectorragia 100% 70%
Vomitos 15.6% 18.3
Diarrea 25% 5%
Edema 0% Infrecuente
Shock 0% No
Fallo de medro 15.6% escasa ganancia no
Pruebas de laboratorio

Anemia 37% Infrecuente
Hipoalbuminemia 0% Infrecuente
Prueba alérgica:

IgE total 0.15+0.62 KU/L 29.9+56
InmunoCAP negativas Negativo

Biopsia intestinal

Prueba de provocacién

Tipo de tratamiento

Reintroduccion de PLV

No realizada en ningun
paciente del estudio

No realizada en ningun
caso

34.4% dieta materna

Resto hidrolizado. Ninguno

precisa F. elemental

10.3+/-2 meses para
reintroducir

14.6+/-3.34 meses para
adquisicién de tolerancia

No necesaria para el
diagnéstico: infiltrado de
eosindfilos en abscesos

cripticos

No necesaria para el
diagnéstico

Dieta materna o HePLV

12 meses para la
reintroduccién.

de tolerancia

10% necesitan F.elemental

13 meses para la adquisicién

Ademas de la sintomatologia frecuentemente descrita en la proctocolitis

aguda, en nuestro estudio se evidencia que hasta el 37.5% de los pacientes

asociaban irritabilidad y un 9.3% rechazo de la alimentacion que se resolvio tras la

retirada de PLV en la dieta.
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La proctocolitis alérgica por lo general no produce alteracion en el
desarrollo ponderoestatural. Sin embargo, el 9% de los pacientes de nuestra
muestra tenian pardmetros nutricionales con fallo de medro lo cual podria estar
influenciado por otros factores como el peso al nacimiento. Esto define una
muestra del estudio con pardmetros antropométricos mas alterados que los
descritos en la literatura(14). Llama la atenciéon que el 15.6% referian menor
ganancia ponderal en el momento de la sintomatologia. Tras el tratamiento con
dieta de exclusién, los pacientes muestran mejorias en sus valores de IMC de
forma significativa. En la revision de Kaya de 60 casos de proctocolitis, un 10% de
los pacientes mostraban una alteracién del crecimiento como en nuestro
estudio(108). Seria necesario un estudio con mayor tamafio muestral para

confirmar esta alteracion de la ganancia ponderal.

Cabe destacar que, en los pacientes en los que se realiz6 hemograma,
mas de la mitad presentaban leucocitosis con monocitosis y un 40% eosinofilia en
sangre periférica. Estos hallazgos son inespecificos pero su prevalencia es mayor
gue la publicada en estudios previos(26),(109),(110), teniendo en cuenta el
tamano de la muestra estudiada. En la revision de Kaya et al(108), solo en el 6%
presentaban eosinofilia en sangre periférica. Esta eosinofilia probablemente esté
en relacion con un mayor porcentaje de antecedentes personales y familiares de

atopia.

En lo que se refiere a la sintomatologia de nuestros pacientes, tarda mas
tiempo en resolverse clinicamente (mediana de 1 mes) comparado con el tiempo
referido en revision previas (48-96 horas). Este hecho puede deberse a que son
pacientes con sintomatologia mas prolongada o persistente, como se ha descrito
hasta en un 12% de los casos en la literatura(107),(98),(26); motivo por el que han
sido derivados desde atencidon primaria a consultas de Digestivo infantil. Los
estudios previos referidos no hacen relacién al tiempo de evolucion de los

sintomas hasta el diagnéstico por el especialista.

Cabe destacar que tres de los pacientes inicialmente incluidos en el estudio
desarrollaron, durante el seguimiento posterior, alergia mediada por IgE. Este

fendmeno se ha descrito previamente de forma mas frecuente en pacientes con
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FPIES(51). Caubet et al(111), describen en una revision de FPIES de méas de 10
afos, que hasta el 24% de la muestra de 160 pacientes con FPIES tenian una IgE
especifica positiva a algun alimento y que de ellos hasta el 41%, durante su
evolucién, cambiaban su fenotipo clinico pasando de una sintomatologia de
enterocolitis a manifestaciones IgE mediadas como la urticaria, siendo este
porcentaje mayor que el de nuestra muestra. Estos pacientes fueron excluidos en

el andlisis final.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio, diagnosticados de
proctocolitis y los casos control, no muestran diferencias significativas lo cual nos
permite hacer una comparacién de las variables inmunolégicas entre ambos
grupos. Los pacientes recogidos en el momento agudo de la enfermedad y los
recogidos tras la resolucion clinica muestran caracteristicas clinicas similares de
edad, sexo, score clinico al diagndéstico, antecedentes personales y familiares,
estado nutricional, tipo de tratamiento y evolucion clinica. Por tanto, también son
pacientes comparables, no encontrando ningun factor de confusion para la
valoracion de los marcadores inmunoldgicos antes y después de la instauracion

del tratamiento.

6.2. INTERPRETACION DE HALLAZGOS INMUNOFENOTIPICOS DE
LA PROCTOCOLITIS ALERGICA

A continuacion, se interpretaran los hallazgos inmunoldgicos observados
en los pacientes con proctocolitis alérgica frente a los controles sanos que definen

el fenotipo inmunolégico de esta entidad.

6.2.1. ANALISIS DE LAS POBLACIONES LINFOCITARIAS TOTALES
(INMUNIDAD ADQUIRIDA)

En el estudio no se observan diferencias significativas en los valores globales
de las diferentes poblaciones linfocitarias (células B, T) entre los casos de
proctocolitis alérgica con respecto a los controles sanos. De ello se deduce que
en la proctocolitis alérgica no se ha encontrado un mecanismo fisiopatolégico que
dependa de la inmunidad adaptativa, como se demostré posteriormente con el

analisis de las subpoblaciones linfocitarias que se expone a continuacion.
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6.2.2. ANALISIS DE LAS CELULAS T CD4+
En los casos de proctocolitis alérgica, no se ha encontrado diferencias en la

mayoria de las poblaciones de células T-CD4. Sin embargo, si se encuentra una
disminucion de la poblacion de células T CD4+ RTE de nuestros casos respecto a
los controles. Como se comentd anteriormente, las RTE son células recién
emigradas del timo que representan un marcador de produccion timica de células
T. Esta poblacion ademés refleja una diferenciacion activa de estas RTE hacia
células maduras o diferenciadas. La disminucion de RTE en el grupo de
proctocolitis probablemente se deba a que en el desarrollo de esta entidad se
produce una activacion y diferenciacion de las células T CD4 recién salidas del
timo, debido al proceso inflamatorio que ocurre en la proctocolitis, y por tanto
disminuyen las células nuevas RTE recién producidas en el timo, que se estan
diferenciando para participar en dicha inflamacion.

Por otro lado, el aumento del numero de células T CM CD4 o “central
memory”, que se observa en nuestra muestra de casos, traduce una activacion
reciente del sistema inmunolégico en el momento agudo de la proctocolitis
alérgica. Estas células muestran valores similares a los controles sanos en la fase
de resolucién de la proctocolitis. Este hallazgo podria indicar que efectivamente
se estd produciendo una activacion del sistema inmune secundario a la
exposicion de proteinas de leche de vaca en los sujetos del estudio, ocasionando
el proceso inflamatorio a nivel intestinal.

Aunque diferentes articulos postulan una posible implicacion de las células
T en la fisiopatologia de las alergias no IgE mediadas (112), es una teoria que no
se ha conseguido demostrar en ningun estudio hasta el momento actual. El primer
estudio publicado que teoriza el papel de las células T en la fisiopatologia de la
enterocolitis alérgica data de 1985 por Van Sickle et al(111). Treinta y dos afios
después, en 2017, Goswami et al(113), analizan las poblaciones linfocitarias de
pacientes con FPIES tras la prueba de provocacion oral y no logran una
explicacion fisiopatologica clara de esta entidad no IgE-mediada y tampoco
encuentra anticuerpos o respuestas de células T especificas. EI mismo autor
postula que quizas podrian encontrarse alteraciones de células T a nivel local en
la mucosa gastrointestinal y que no tengan su manifestacion periférica en la
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sangre. Revisiones recientes(112)(114), cuestionan cada vez mas el papel de las
células T en la fisiopatologia de las manifestaciones no IgE mediadas en base a
estos hallazgos, y evidencian un papel mas importante de las células de la
inmunidad innata, especialmente neutrofilos, monocitos y eosindfilos como
muestran los hallazgos de nuestro estudio.

En este punto cabe revisar la posible implicacién de las células T descrita
en estudios previos, dada la positividad de los parches de atopia (“patch test”) en
algunos casos de alergia no mediada por IgE. En entidades como la dermatitis
atopica, la implicacion de células T se confirma por la positividad de esta prueba.
Sin embargo, hay diferencias fenotipicas entre los linfocitos T cutaneos y
gastrointestinales por lo que es dificil detectar estos linfocitos T en las pruebas
cutaneas de pacientes con manifestaciones gastrointestinales de alergia no
mediada por IgE. El estudio Fogg et al (115), realizado en pacientes con FPIES
encuentra un VPP del 75% y VPN del 100% para el diagnéstico de esta entidad
mediante los parches de atopia. Recientemente, el estudio del 2017 de Gonzaga
et al(115), confirma una baja eficacia de los “patch tests” para predecir tolerancia
en alergias no IgE mediadas. Este estudio evalla la prueba de parches en nifios
con enterocolitis (FPIES) y proctocolitis (FPIAP) confirmadas con la prueba de
provocacion oral. Este método diagnostico de parches fracasa en la identificacion
del 66,7% de pacientes con alergia no mediada por IgE comparado con el gold
standard de la prueba de provocacion oral. Por este motivo los autores concluyen
gue no se recomienda la prueba de parches en la préactica clinica rutinaria para el
diagnostico de alergias no IgE mediadas. Actualmente las guias de practica

clinica coinciden en esta recomendacion.

6.2.3. ANALISIS DE LAS CELULAS B
El andlisis de las células B de los pacientes con proctocolitis indica que

esta entidad no se debe a un mecanismo regulado por anticuerpos o por células B
ya que no muestra diferencias significativas con respecto a los controles. Las
células B reguladoras participan en el mantenimiento de la tolerancia y
homeostasis inmune(116). En nuestro estudio, en la cohorte de casos, el aumento
del subtipo celular de células B reguladoras BR1 puede indicar que efectivamente
en la proctocolitis alérgica si se produce una respuesta inflamatoria, y a su vez un
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adecuado control de la misma por parte de estas células B reguladoras. Estudios
previos(112),(113) tampoco encuentran anticuerpos especificos en entidades
clinicas similares como las FPIES, sin embargo el estudio Noh(117), también
describe un posible papel de las células B reguladoras productoras de IL-17 e IL-
32 en la adquisicion de la tolerancia inmunologica de alergia no mediada por IgE.

Algunos estudios postulan la idea de que estos mecanismos no IgE
mediados se deban a anticuerpos IgG especificos frente a alimentos. Sin
embargo esta hipotesis no se ha podido esclarecer hasta la fecha(118).

Por otra parte cabe destacar que hasta el 30% de las FPIES pueden tener
titulos bajos de IgE especifica contra el alérgeno causante a pesar de ser una
alergia no mediada por IgE(119). Recientemente Caubet et al(111l), han
correlacionado estos valores de IgE como un marcador de FPIES persistente.
Ademas, algunos pacientes que han superado una FPIES han desarrollado con
los afios otra alergia alimentaria IgE mediada. En este estudio cabe destacar que
hasta tres pacientes con proctocolitis presentaron posteriormente alergia a huevo
IgE mediada con sintomatologia cutanea clasica y pruebas de InmunCAP y RAST
positivas. Algunos autores especularon sobre la posibilidad de que se produzca
IgE especifica a nivel de mucosa intesitinal, sin paso ni manifestacion en sangre
periférica (120). Sin embargo, estudios posteriores en los que realizan medicién
de inmunoglobulinas en las biopsias yeyunales en pacientes con enteropatia no
IgE mediada, no demuestran incremento de IgE en las mismas y si si elevaciones
de IgM e IgA tras la prueba de provocacion(121). Esto probablemente se deba a
gue durante el proceso inflamatorio se produce una alteracion de la barrera
intestinal, y como mecanismo de respuesta aumenten los niveles de la IgM e IgA
locales como anticuerpos neutralizantes de la mucosa intestinal, con el fin de
evitar el paso de antigenos extrafios desde el lumen al interior de la mucosa
durante la inflamacién. Estudios posteriores, encuentran elevacion de IgA
especifica a alimentos causantes de FPIES pero sin correlacion clinica con los
sintomas(122). También se ha descrito unos niveles menores de IgG4 especifica
en pacientes con FPIES(123),(124). Todos estos estudios indican que es poco
probable que el mecanismo fisiopatologico por el que se origina la FPIES se deba
a anticuerpos especificos a alérgenos alimentarios lo cual concuerda con los
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hallazgos de nuestro estudio en el que no se ha objetivado una implicacién de
células B.

6.2.4. ANALISIS DE LAS CELULAS T REGULADORAS
La funcion de las células T reguladoras (Treg) ha sido bien estudiada en las

alergias IgE mediadas(94). En este tipo de alergia se evidencia una disminucién
de células Treg o desequilibrio con respecto a las células T memoria que permite
un aumento y progresion de una respuesta inmunolégica Th2 con produccion de
IL-4 y sintomatologia clasica de alergia (urticaria, anafilaxia, etc). Las T-reg estan
implicadas, dada su funcién reguladora, en la adquisicion de tolerancia
oral(125),(126),(79). Estudios previos de induccién a la tolerancia (ITO) en
distintas alergias alimentarias IgE mediadas muestran como al aumentar y
recuperarse esta poblacion celular se consigue alcanzar la tolerancia
inmunoldgica(89),(127),(128),(129). Sin embargo, son muchos menos los estudios
gue analicen el papel de las células Treg en alergias no IgE mediadas, motivo por
el cual se disefio el presente estudio.

Dentro de estos estudios caben destacar dos: El primero realizado por
Karlsson et al en 2004(128), compara las células CD4+CD25+ T reguladoras
especificas en pacientes que habian superado una alergia no mediada por IgE a
PLV con manifestacién de FPIES con los que presentaban sintomatologia activa.
En este estudio se demuestra que los pacientes con resolucion clinica mantienen
mayor porcentaje de células T reguladoras, lo cual implica que estas células
podrian jugar un papel importante en la inmunotolerancia. El segundo estudio,
mas reciente de Cseh et al de 2015(108), incluia pacientes con proctocolitis
alérgica con sintomatologia persistente tras la retirada de PLV, en los que se han
tenido que realizar biopsias intestinales para confirmar el diagnostico y tratar con
férmula elemental para resolver la sintomatologia. La metodologia de este ultimo
estudio podria ser cuestionable. Por una parte, por las caracteristicas clinicas de
los pacientes incluidos en su muestra, con dudosa justificacion de la realizacion
de técnicas invasivas a todos los pacientes (colonoscopia y toma de biopsias
intestinales) o la utilizacion de formula elemental, dada sus limitadas indicaciones
en las guias de préctica clinica y revisiones actuales. Por otra parte, las muestras
y el analisis inmunoldgico realizado son diferente al realizado en nuestro estudio.

El estudio de Cseh se realizd sobre células congeladas y, por tanto, muertas por
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lo que los resultados de poblaciones inmunes solo se expresan en porcentaje y no
en valores absolutos. Por ello es probable que el presente estudio obtenga
resultados no concordantes con los obtenidos por Cseh et al(108). En éste
estudio, se observa una disfuncion inmunolégica en los pacientes con colitis
alérgica (respecto a los controles), con disminucion significativa del niumero de
células T-reguladoras (p=0.03), un aumento de la ratio naive/células Tmemoria
(p=0,02), disminucion de células T activadas CD4+CD25+ (p=0,01) y predominio
de linfocitos Th2 sobre Thl.

Tras los hallazgos de nuestro estudio, el analisis de células T reguladoras
puede indicar que en la proctocolitis alérgica existe una funcion normal de las
células T reguladoras dado que aumentan con el proceso inflamatorio en fase
aguda (TO0) y posteriormente tras normalizarse el cuadro clinico (Tres) vuelven a
niveles normales (similares a los controles sanos). Esto explicaria que el
mecanismo fisiopatoldgico por el que se produce la inflamacion en la proctocolitis
alérgica no se deba a un déficit o un desequilibrio de las células T reguladoras
respecto a las células efectoras, al contrario de lo que si sucede en la alergia
mediada por IgE(127).

En relacion al marcador Foxp3+, marcador definitivo para identificar las
células T reguladoras(130)(131)(132), su correlacion con las células T efectoras
(TemRA) nos permite evaluar la capacidad de este subtipo celular CD4+ para
controlar la respuesta inmunoldgica. La ratio Foxp3/TCD4+TemRA aumentado en
los pacientes con proctocolitis alérgica indica una buena respuesta por parte de
las Treg para controlar o limitar la respuesta inflamatoria, al contrario de lo que
ocurre en la alergia mediada por IgE(114). Este buen control también se
manifiesta en la correlacion positiva de las Treg con las CM TCD4, cuyo cociente
también se veia alterado en los nifios con alergia a huevo mediada por IgE y
mejoraba tras el tratamiento con SOTI(91),(133). Por tanto, en la proctocolitis, no
sélo existe una poblacion normal de células Treg sino que éstas ademas parecen
ejercen una funcion adecuada controlando la proliferacion de células
TCDA4+efectoras y las TCD4+CM al contrario de lo que ocurre en las respuesta

inmunes Th2 como en la alergia mediada por IgE.
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Estos dos ultimos resultados apuntan a que la base fisiopatoldgica de la
proctocolitis no parece ser una respuesta mediada por células T.

Respecto a la hipétesis del presente trabajo de tesis doctoral, tras estos
hallazgos se puede concluir que las células T reguladoras no tienen un papel
en la fisiopatologia inmunolégica en la proctocolitis alérgica. Se podria
descartar que un déficit de estas Treg sea el responsable de la sintomatologia, y
si parecen ejercer un buen control de la reaccion inflamatoria que se produce por
la ingesta de proteinas de leche de vaca, cuya causa permanece desconocida. Es
probable que la normofuncién de este grupo celular sea también la causa por la
gue no se desencadene la respuesta Th2 tipica de las reacciones alérgicas IgE
mediadas, y por tanto tampoco se active la produccién de anticuerpos IgE por
parte de las células B. Estos resultados deben ser comprobados en otras
entidades alérgicas no mediadas por IgE por lo que abre nuevas lineas de

investigacion futuras.

6.2.5. ANALISIS DE LAS POBLACIONES MIELOIDES (INMUNIDAD INNATA)

GRANULOCITOS

El ndmero total de granulocitos, como representacion de la poblacion
mieloide global encargada de las reacciones inflamatorias propias de la inmunidad
innata, muestran diferencias significativas entre casos y controles. Ademas, se
observa un descenso en el numero total de granulocitos cuando la proctocolitis
esta resuelta clinicamente. Esto indica una activacion del sistema inmune innato
mediado por granulocitos que se activan originando la respuesta inflamatoria
caracteristica de la proctocolitis. Este hallazgo, junto con los resultados previos en
la poblacién linfocitaria, hace sospechar que probablemente el mecanismo
fisiopatoldgico de este tipo de alergia no mediada por IgE radique en la inmunidad
innata.

Ademds, tanto el porcentaje como numero absoluto de granulocitos
presentan adecuadas areas bajo la curva ROC permitiendo un aceptable valor
predictivo positivo lo que permitiria utilizarlo como marcador diagnostico que

diferencie la proctocolitis de pacientes sanos. El mejor punto de corte de estas
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poblaciones, estimado en 1583 células/pL ofrece una alta sensibilidad y menor
especificidad.

Dentro de los granulocitos, los neutréfilos totales también muestran
diferencias respecto a los controles, pero con cifras mayores cuando la clinica
esta resuelta que cuando esta en fase aguda. En el hemograma solo se identifico
neutrofilia en dos pacientes. La leucocitosis con neutrofilia ha sido un hallazgo
comun de pacientes con FPIES aguda, pero no en pacientes con proctocolitis
como en nuestra muestra. Estudios previos describen un pico de neutréfilos a las
6 horas de la provocacion(134), que se ha confirmado en estudios
posteriores(111),(14). Probablemente la neutrofilia sea secundaria a la secrecion
de citoquinas durante la reaccion inflamatoria de la proctocolitis como por ejemplo
IL-8, cuyos valores se muestran elevados en FPIES activa sugiriendo una
participacion de neutréfilos en estas reacciones(124). En cuanto a los monocitos,
a pesar de que 6 pacientes muestran monocitosis en sangre periférica, en el
estudio comparativo no hay diferencias significativas.

Los hallazgos de este estudio en cuanto a la elevacion de granulocitos y
neutrofilos, pueden explicar por qué la elevacion de la calprotectina fecal (CPF) se
ha propuesto como marcador en estudios recientes para el diagndéstico de alergia
no mediada por IgE(135), implicando de nuevo a la inmunidad innata en la
fisiopatologia de este tipo de alergias. La calprotectina fecal es una proteina
contenida en el citoplasma de neutréfilos, monocitos y macrofagos activados. Esta
prueba permitiria descartar el diagnostico de APLV no-IgE mediada con niveles
inferiores a 138 pg/g en heces segun los estudios(108). En este estudio los
pacientes con sospecha de alergia a proteina de leche de vaca que respondian
bien a la retirada de PLV de la dieta (posible alergia no mediada por IgE)
mostraban niveles superiores a los que no respondian (posible trastorno
funcional), y éstos a su vez mayores a los controles sanos. Los niveles de CPF
ademas se correlacionan con la clinica, presentando descenso de niveles en
pacientes tras el inicio del tratamiento y mejoria sintomatica. Otros estudios
similares encuentran cifras mas altas en el grupo que responde a dieta libre de

PLV frente al que no responde(136).

EOSINOFILOS
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Dentro de las poblaciones mieloides, el grupo celular mejor estudiado en
las alergias no IgE mediadas es el de eosindfilos, fundamentalmente por su
acumulacién en forma de abscesos cripticos en las biopsias intestinales de
pacientes con proctocolitis (FPIAP) o enterocolitis alérgica (FPIES)(108)(137). Sin
embargo, la acumulacion de eosinéfilos en el tracto gastrointesinal no es
exclusivo ni mucho menos patognomonico de la alergia no mediada por IgE sino
gue también se ha visto en otras patologias gastrointestinales como
gastroenteropatias eosinofilicas (trastornos mixtos), enfermedad inflamatoria
intestinal e incluso reflujo gastroesofagico(111),(138). Por este motivo se ha
llegado a pensar que los trastornos gastrointestinales eosinofilicos (actualmente
clasificados dentro de reacciones alérgicas mixtas) y las alergias no IgE mediadas
sean parte de un continuum con unos mecanismos inmunopatogénicos similares
a los de proctocolitis(139).

Tras los hallazgos de este estudio, el nUmero de eosinoéfilos aumentado
podria constituir un marcador diagnostico de la proctocolitis alérgica. Sin
embargo, segun las curvas ROC, este marcador no muestra un area bajo la curva
lo suficientemente adecuada como para tener un punto de corte con buena
sensibilidad y especificidad diagndstica. Esto probablemente se deba a que no en
todos los casos de proctocolitis se evidencia eosinofilia, presentando mayor
namero de falsos negativos, pero a nivel global este parametro estd mas elevado
gue en los controles sanos. En un estudio reciente de Wada et al(140), se
confirma este hecho observando una activacion de eosindfilos (medida por la
expresion CD69) tras una reaccion aguda de enterocolitis alérgica en 5 pacientes
sin llegar a modificar el nUmero de eosinofilos en sangre pero si elevando los
valores fecales de neurotoxina derivada de los eosindfilos (EDN)(141). Los
autores de este estudio cuestionan si la elevacion fecal de endotoxina derivada de
los eosindfilos se debe a una activacion de los eosinéfilos con degranulacion de
sus componentes o bien a un aumento de la permeabilidad intestinal dado que los
eosindfilos son un componente normal de la mucosa intestinal. La activacion de
eosindfilos podria ser un evento desencadenado por el antigeno alimentario o un
reflejo de la respuesta inmunolégica o inflamatoria de las FPIES. Estos autores
concluyen que son necesarios mas estudios para esclarecer el papel de los
eosindfilos en las reacciones alérgicas no IgE mediadas. Por tanto, parece ser
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evidente la activacion de esta poblacion mieloide, con mayor manifestacion
intestinal que en sangre periférica, pero se desconoce el papel de los eosindfilos
en la inmunopatogenia de la alergia alimentaria (si son causa o consecuencia de
la inflamacién). La elevacion de sus productos de degranulacion a nivel fecal se
ha propuesto recientemente como principal marcador de alergias no IgE

mediadas en nifios(142).

BASOFILOS

El aumento de baséfilos activados se observa también en los casos de
proctocolitis pero no alcanza diferencias estadisticamente significativas para
considerarlo como posible marcador diagnoéstico. No hay estudios sobre la
implicacion de los basdfilos en la alergia no mediada por IgE. Estudios previos
reconocen su capacidad para modular la inmunidad adaptativa siendo una fuente
de citoquinas y mediadores de la respuesta Th2(143), entre otras cosas por su
expresion de un receptor de alta afinidad por la IgE. Estudios previos en alergia
mediada por IgE muestran como la medicion de los basofilos activados por
citometria de flujo podria utilizarse como test prondstico para diferenciar pacientes
con mas sensibilidad clinica a las proteinas de leche de vaca de aquellos que
estén alcanzando inmunotolerancia(87),(144). Por ello se ha propuesto el Test de
Basodfilos Activados como método para monitorizar pacientes con alergia mediada
por IgE permitiendo saber cuando realizar la prueba de provocacion oral para
confirmar inmunotolerancia (si el test de basoéfilos es negativo) o en caso de
dudas diagnodsticas en pacientes con discordancia clinico-inmunoldgica con los

test alérgicos(145).

CELULAS DENDRITICAS

La elevacién de las células dendriticas mDC2 podria ser considerada
también un posible marcador, dado que se encuentran mas elevadas en los casos
de proctocolitis aguda respecto a los controles. En concreto, las mDC2 son
capaces de secretar IL12 e inducir polarizacién hacia Thl ademas de favorecer la
generacion de linfocitos T citotoxicos. Las células dendriticas han sido estudiadas
sobre todo en la alergia mediada por IgE residiendo su importancia en su
capacidad para reconocer los alérgenos alimentarios a través de receptores y

139



estimular la respuesta Th2. Incluso se ha postulado un posible abordaje
terapéutico basado en la inmunoterapia oral con células dendriticas(146). No hay
estudios previos ni revisiones que analicen el papel de las células dendriticas en

la alergia no mediada por IgE por lo que se desconoce su papel en esta patologia.

CELULAS NATURAL KILLER

La elevacion de células NK16+56- en los casos de proctocolitis traducen
una inflamacion local mediada por la inmunidad innata. Las células NK son
células protagonistas de la respuesta innata con funcion citotéxica a través de la
secrecion de citoquinas(147)(148). Sus receptores inhibidores especificos son
capaces de diferenciar las células normales de otras infectadas o tumorales. En
concreto, las NK16+56- estan mas relacionadas con infecciones virales cronicas
(VHC, VVZ) y tienen una capacidad citolitica menor que las NK 56+. Hay pocos
estudios que analicen la correlacion entre las NK y la alergia alimentaria IgE
mediada y ninguno en no IgE mediada(149),(150). El estudio Cianferoni et al de
2017(151) estudia las células NK en la inmunotolerancia mostrando niveles
mayores de iNK o tipo | tras la inmunoterapia oral asi como cambio en el perfil de
citoquinas de Th2 a Thl. Esta poblacion de NK tipo | actian de forma similar a
las células de la inmunidad innata activando la diferenciacion de las células T
durante la induccion de la respuesta adaptativa. El estudio Mori F et al(134),
muestra como aquellos nifios que reciben tacrélimus como tratamiento
inmunosupresor tras trasplante de higado y desarrollan mas alergia oral post-
trasplante tiene mayor n° y % de células NK56+ que los trasplantados de rifién sin
este tratamiento, por lo que sugieren un papel de las células NK en el desarrollo

de los procesos alérgicos IgE mediados de estos pacientes.

Todos estos hallazgos en las distintas poblaciones mieloides podrian
indicar que el mecanismo fundamental que define el proceso inflamatorio en la
proctocolitis alérgica podria encontrarse mas en la inmunidad innata del huésped
(mediado por las poblaciones mieloides de eosindfilos, basoéfilos y células
dendriticas) que en un mecanismo de la inmunidad adaptativa (linfocitos T CD4 o

CDB8) a diferencia de la mayoria de reacciones alérgicas IgE mediadas.
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Estos resultados son concordantes con un estudio reciente realizado en
pacientes con enterocolitis o FPIES(113) en el que se observa una activacion
sistémica de células innatas que incluye neutrofilos, monocitos, eosinofilos,
células NK y una redistribucién de células T en la circulacion periférica de
pacientes con FPIES tras la prueba de provocacion con PLV.

La posible implicacion de las células de la inmunidad innata se ha
propuesto también en los estudios mas recientes que resumen los mecanismos
fisiopatolégicos involucrados en las FPIES(119),(112),(113). Sin embargo, el
desencadenante por el cual se origina la sintomatologia permanece aun
desconocido.

Es probable que la implicacion de la inmunidad innata en las alergias no
IgE mediadas tengan mayor repercusion a nivel local (elevacion de eosindfilos en
biopsias intestinales, elevacion de neurotoxina derivada de eosindfilos en heces o
EDN, elevacion de proteinas de neutrofilos y monocitos o calprotectina en heces)
gue a nivel periférico y podria ser a este nivel donde se centraran los estudios de
marcadores especificos de alergia no mediada por IgE, y futuras lineas

terapéuticas.

6.2.6. ANALISIS DE CELULAS PRODUCTORAS DE CITOQUINAS
En nuestro estudio no se evidencian diferencias significativas en el

porcentaje de células T productoras de citoquinas séricas IFNy e IL-4 en los
pacientes con proctocolitis frente a los controles. Esto podria indicar que el
mecanismo inflamatorio que ocurre en esta entidad clinica no parece estar
mediado por ninguna de las respuestas Thl ni Th2.

Las citoquinas que mas se han correlacionado en estudios previos con la
fisiopatologia de la enterocolitis alérgica son fundamentalmente el TNFa y TGF
a nivel fecal(112). Otros estudios postulan un posible papel del TNFa en la
fisiopatologia de la enterocolitis al encontrarse niveles elevados de esta citoquina
en las heces de pacientes con manifestaciones gastrointestinales producidas por
proteinas de leche de vaca(152),(153). El IFNy, principal citoquina de la respuesta
Thl aumenta la accion de TNFa. Heyman et al(152) postulaban un mecanismo
mediado por células T cuya citoquina proinflamatoria TNFa, elevada en estos

pacientes, fuera la responsable del aumento de la permeabilidad intestinal,
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responsable de la sensibilizacién del intestino a las PLV. También se ha descrito a
nivel de la mucosa intestinal una disminucion de TGFB1. Esta citoquina tiene una
funcion reguladora induciendo la supresién de células T, y por tanto protegiendo
la barrera intestinal contra la entrada de antigenos como las PLV. Este
desequilibrio TGFB/TNFa a nivel de la mucosa intestinal seria el origen de la
enterocolitis inducida por PLV(99).

En cuanto a la IL-4, el estudio Mori et al(154), describe niveles aumentados
de IL-4 y disminuidos de IFNy en los pacientes con enterocolitis por arroz tras la
prueba de provocacién oral, postulando asi una probable implicacion de las
células Th2 en las FPIES. Tras la adquisicion de tolerancia, estos mismos autores
observan una elevacion de IL-10 por lo que concluyen que las células T
productoras de IL10 (que seria la poblacion Treg) podrian tener un papel en la
inmunotolerancia regulando la respuesta Thl y Th2. El posible papel de IL-10 en
la adquisicion de tolerancia en pacientes con FPIES también se ha confirmado en
estudios posteriores(124).

En nuestro estudio, existe una mayor elevacion de células productoras de
IL-17 en los casos de proctocolitis, o cual probablemente evidencia la situacion
pro-inflamatoria de la proctocolitis alérgica. La IL17 contribuye al reclutamiento de
neutréfilos en las zonas de inflamacion ademas de estimular la produccion de
citoquinas como TNF que reclutan mas neutréfilos y monocitos en lugar de activar
al linfocito T(33). Esto podria explicar por qué no se encuentra un mecanismo
fisiopatoldégico mediado por células T en la proctocolitis, y en cambio si hay un
mecanismo mediado por células de la inmunidad innata proinflamatorias. La
elevacion de TNFa y descenso de TGF[ encontrada en las heces de pacientes
con alergia no mediada por IgE podria explicarse también por las citoquinas
producidas por macréfagos tisulares, en vez de ser producidas por células T dado
gue, como se evidencia en nuestro estudio, no parece haber alteraciones en la
poblacién T implicada en la proctocolitis alérgica.

El estudio Noh de 2012(155) concluye que la respuesta de la subpoblacién
de células B reguladoras productoras de IL-17 e IL-32 es decisiva para la
tolerancia inmunoldgica en la dermatitis atdpica inducida por alergia no-IgE

mediada.
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Otras citoquinas estudiadas en la fisiopatologia de las alergias no IgE
mediadas en los que se incluyen pacientes con proctocolitis, no evaluadas en
nuestro estudio, son IL-2, IL-3, IL-5 ,IL-6, IL-10 e IL13 cuyos niveles se mostraban
mas elevados junto a TNFa en comparacion con los controles(156). El estudio de
Kimura et al(117), encuentra niveles séricos elevados de IL-2, IL-5 e IL-8 en
pacientes con FPIES tras la prueba de provocacion oral. Dado que la IL-2 es una
de las principales interleuquinas de la respuesta Thl los autores sugieren un
probable mecanismo inmunoloégico Thl implicado en la fisiopatologia de las
FPIES. La IL-8 es una interleuquina quimiotactica de neutrofilos y se encuentra
elevada en estos pacientes por lo que se cree responsable de la neutrofilia
observada durante la prueba de provocacion oral.
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6.3. FISIOPATOLOGIA DE LA PROCTOCOLITIS ALERGICA TRAS LOS
HALLAZGOS OBSERVADOS

Tras los hallazgos de nuestro estudio, se podria afirmar que un déficit de
las células T reguladoras no parece constituir uno de los mecanismos
fisiopatologico de esta entidad. El papel por tanto de las células Treg es
controlar adecuadamente la expansion de células T en la inflamacién
producida en la proctocolitis. Las principales células que parecen
implicadas en la esta entidad son células de la inmunidad innata,
fundamentalmente granulocitos (con predominio de eosindfilos), células NK y
células dendriticas.

Se desconoce el mecanismo por el cual las proteinas de leche de vaca
activan la respuesta inmunolégica pero estudios previos evidencian un aumento
de permeabilidad intestinal, al igual que sucede en la enfermedad celiaca,
mediada por un desequilibrio entre las citoquinas TNFa y TGFB(112). El origen de
estas citoquinas se postulo en las células T, pero dada la poca participacion de
estas células demostrada en nuestro estudio, probablemente estas citoquinas se
deriven mas de los macréfagos tisulares como respuesta a la reaccion
inflamatoria mediada por células de la inmunidad innata. Al penetrar las proteinas
de leche de vaca en la mucosa intestinal se produciria una activaciéon de la
inmunidad innata responsable de la inflamacibn mucosa y el acumulo de
eosindfilos en forma de abscesos critpicos observado en las biopsias intestinales.
Las células dendriticas reconocerian el antigeno presentandoselo a los linfocitos
T virgenes con la produccion de células efectoras y memoria. Sin embargo, a
diferencia de las alergias IgE mediadas, en la proctocolitis, existe una
normofuncién de las células T reguladoras que aumentarian con la activacion
inmunoldgica, y asi consiguiendo frenar y controlar la respuesta inmune
adaptativa y evitando de forma especial la activacion de la via Th2 tipica de las

reacciones mediadas por IgE (Figura 35).
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FIGURA 35. Resumen de hallazgos inmunofenotipicos de nuestro estudio de
proctocolitis
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En resumen, en la proctocolitis no parece haber una reaccion celular T
especifica que explique la intolerancia a las PLV, sino mas bien una reaccion
inflamatoria mediada por la inmunidad innata la cual explica el acumulo de
eosindfilos en las biopsias intestinales. Esta posible teoria fisiopatolégica explica
la ausencia de anticuerpos especificos en la proctocolitis, dado que no hay
evidencia de activacion de células B; la falta de citoquinas propias de respuesta
Thl y Th2; y la presencia de poblaciones celulares T CD4 parecidas a los
controles sanos del estudio, asi como el predominio de participacion de las

células de la inmunidad innata.
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6.4. ESTUDIO DE PACIENTES SEGUN EL SCORE CLINICO
El score clinico creado en este estudio gradiua la gravedad de la

sintomatologia en funcién de la clinica del paciente. No existe en la literatura un
score clinico de proctocolitis pero se ha creado para poder comparar los pacientes
en cuanto a la gravedad de la sintomatologia.

En este estudio no se observa correlacion entre la gravedad de la
sintomatologia y las variables clinicas como la edad de inicio de sintomatologia, el
tiempo en resolverse la misma, el tiempo de adquisicion de tolerancia o la
evolucién de los datos antropométricos del paciente. No hay diferencias en el
score clinico segun el tipo de alimentacion que tuviera el paciente previamente ni

segun el sexo o los antecedentes familiares de atopia.

Los pacientes que presentan un score clinico mayor al diagndéstico, esto es
una sintomatologia mas intensa al diagnostico de la proctocolitis alérgica, tienen
un mayor porcentaje de basofilos en sangre. Por tanto, solo los basofilos podrian

ser un marcador de gravedad de la proctocolitis alérgica.

6.5. ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LOS PACIENTES SEGUN EL
TRATAMIENTO RECIBIDO PARA LA PROCTOCOLITIS ALERGICA

Las distintas posibilidades terapéuticas para el manejo de la proctocolitis
aguda no parecen influir en el tiempo de resolucion de la clinica ni en la evolucion

antropomeétrica de los pacientes.

El desarrollo ponderoestatural de los pacientes a lo largo del seguimiento
muestran una mejoria significativa tras la exclusién de PLV en la dieta, pero sin
diferencias significativas entre los distintos grupos de tratamiento. Este dato
concuerda con los estudios recientes que evidencian un crecimiento normal de los

pacientes que reciben formulas extensamente hidrolizadas(157),(158).

Una de las limitaciones de este estudio es la falta de tamafio muestral
suficiente para evaluar las diferencias de poblaciones celulares segun el
tratamiento recibido. Ademas, los tiempos de introduccion de proteinas de leche
de vaca (T1) y adquisicién de tolerancia (T2) son orientativos segun la practica

habitual basada en las guias clinicas y no segin marcadores especificos que
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orienten a la tolerancia digestiva a las PLV. Por ello es probable que no se
observen en nuestro estudio diferencias significativas en el tiempo de adquisicion
de tolerancia en los pacientes que reciben probiéticos afiadidos a las férmulas
HePLV (LGG). El estudio de Berni(44) muestra como la adquisiciéon de tolerancia
es mayor en pacientes con tratamiento con HePLV con o sin probi6ticos frente a
otras formulas (hidrolizado arroz, soja o elementales). Otros estudios publicados
evidencian una mejoria mas rapida de la sintomatologia con disminucion de
valores de calprotectina en heces a los 4 meses de tratamiento y un tiempo de
adquisicion de tolerancia menor en nifios con proctocolitis que reciben tratamiento
con LGG rhamnosus(159),(76),(160),(161). Esta es la Unica cepa probiotica que
ha demostrado eficacia moderada en la induccion a la tolerancia en APLV segun

la revision sistematica realizada por Tan-Lim et al(76).

6.6. EVOLUCION CLINICA DE LOS PACIENTES EN FUNCION DEL
FENOTIPO INMUNOLOGICO

El tiempo de adquisicion de tolerancia inmunoldgica en este estudio es un
tiempo estimado por la evolucion clinica del paciente, y segun las guias de
practica clinica publicadas, dada la ausencia de marcadores prondsticos que
orienten al clinico a la hora de reintroducir las PLV en la dieta del nifio con

proctocolitis.

Al analizar las poblaciones celulares que muestran diferencias significativas
en los casos de proctocolitis con respecto a los controles y evaluar su correlacion
con la evolucién clinica encontramos que existe una correlacién positiva entre el
%NK16+56-, el % de células T-reguladoras, el % y n° absoluto de células mDC2 y
los valores de células productoras de IL17 con la edad de introduccion de PLV y
adquisicion de tolerancia clinica a las PLV. Como muestran los resultados de
nuestro estudio, durante el proceso inflamatorio de la proctocolitis alérgica se
produce una elevacion de células inmunolégicas entre las que se encuentran las
NK16+56-, las células dendriticas mDC2 o las células productoras de IL17. Estos
hallazgos inmunofenotipicos de la proctocolitis no solo podrian tener un valor
diagndstico sino también un valor prondstico. Aquellos pacientes que elevasen en

mayor cantidad estos parametros en el momento agudo de la enfermedad serian
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los que tardasen mas tiempo en adquirir la tolerancia inmunoldgica. Los

eosindfilos no parecen correlacionarse con la evolucion clinica del paciente.

Las células T reguladoras podrian tener un papel predictor de tolerancia
inmunolégica en la proctocolitis alérgica. Durante el proceso inflamatorio en la
fase aguda se muestran en numero y funcionalidad normal y por tanto se elevan
para frenar la respuesta inmunoldgica. Una mayor elevacion del % de estas
células en la fase aguda de la enfermedad, se correlaciona con un mayor tiempo
de adquisicion de tolerancia inmunoldgica a posteriori. Serian necesarios estudios

prospectivos con mayor tamafio muestral que confirmen estos resultados.
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6.7. COMPARACION DE HALLAZGOS INMUNOLOGICOS DE LA
PROCTOCOLITIS CON LAS ALTERACIONES INMUNOLOGICAS DE
PACIENTES CON ALERGIA MEDIADA POR IGE

Tras los resultados obtenidos de este estudio podemos afirmar que se
produce una evidente participacion de la inmunidad innata en la fisiopatologia de
la proctocolitis. Las células de la inmunidad adaptativa (células T) parece que se
activan tras el proceso inflamatorio pero el control que ejercen las células T
reguladoras evita un desequilibrio inmunoldgico hacia Th2 evitando el paso a
alergia mediada por IgE.

En la alergia mediada por IgE, sin embargo, las células T CD4+ Th2 son las
principales mediadoras de la respuesta inmune responsable de la sintomatologia.
En ambas entidades alérgicas (IgE y no-IgE mediadas) se desconoce el
desencadenante que activa la cascada de células inmunes que origina el proceso

alérgico.

Un estudio reciente realizado por el grupo Perezabad et al (162), muestra
las distintas poblaciones linfocitarias en el inicio de la alergia mediada por IgE
comparada con controles sanos. Antes de comparar sus resultados con los
obtenidos en nuestro estudio, cabe mencionar que los pacientes incluidos en
ambos no son comparables dado que existe una diferencia clinicamente relevante
de edades entre las dos muestras estudiadas. En el estudio Pérezabad, la media
de edad de los pacientes fue de 6,4 meses y en nuestro estudio de 2,4 meses por
lo que las diferencias obtenidas en el nimero de poblaciones linfocitarias podrian
deberse no solo al tipo de alergia sino a la edad. Por tanto, sélo se pueden
comparar las diferencias obtenidas entre los pacientes con respecto a su

poblacién control similar en edad y sexo.

Los resultados del estudio Perezabad(162) muestran como el porcentaje y
namero absoluto de células T CD4, CD8, células B y basofilos no muestran
diferencias significativas entre ambos grupos salvo en las células T CD8 naive
gue muestran niveles inferiores en el grupo de alergia mediada por IgE con

respecto a los controles. En la tabla 23 se comparan los resultados de
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poblaciones inmunoldgicas en APLV-IgE mediada publicados por Perezabad et al

con nuestros resultados en proctocolitis alérgica en fase aguda o TO.

Tabla 23: Comparacién de resultados de células inmunolégicas en pacientes con
APLV-IgE mediada(162) con los resultados de los pacientes con proctocolitis de

nuestro estudio

% de células

Neabsoluto de células (cell/uL)

Linfocitos
totales

Células T CD4+
Células T CD8+
Células B
Células T CD4+
Virgenes/naive
Central memory

Effector
memory

Activadas
Células T CD8+
Virgenes/naive
Central memory

Effector
memory

Activadas
Células B
Naive

Memory switch
Memory non-S

B reguladoras

APLV-IgE

49,81+2,89
12,69+1,17
24,64+1,69

79,04+3,71
10,03+1,07
1,63+1,08
1,72+0.68

77,35+6,04
12,17+2,38
2,60+1,46
6,58+2,85

90,55+0,74
1,09+0,14
6,77+0,66
1,72+0,30

Proctocolitis

46.22+7.33
13.88+4.25
22.88+7.21

85.89+3.07
10.68+2.50
0.07+0.06
0.54+0.43

88.74+9.05
7.78+5.23
0.95+2.41
1.07+£2.25

93.47+2.06
0.87+0.56
2.68+1.41

13.08+6.46

APLV-IgE

26324212
642+46
1304+113

2151+210
236+16
19,845,0
30,6+4,0

477+45
80,8+20,2
22,2+13,4
48,0+22,9

1118+129
13,3+1,8
86,2+9,6
21,2+3,0

Proctocolitis

3181+849
925+225
1526+739

2737+760
337+109

2.31+1.61

18.22+18.6

815+198
75.08+61.37
9.10+22.29
11.38+27.64

1430+710
13.00+9.19
38.01+21.4

0.09+0.03
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% de células Neabsoluto de células (cell/uL)

Basoéfilos 0,65+0,08 0.80+0.41 57,1+7,3 80.39+42.56
Basoéfilos 38,13+4,73 36.13+16.73 23,045,0 30.99+23.98
activados

No se ha podido realizar un estudio estadistico comparativo entre estas
poblaciones celulares puesto que los pacientes no son comparables en edad. Sin
embargo, en la muestra de pacientes con APLV mediada por IgE destaca una
mayor participacion de células T CD4 y CD8 activadas y por otra parte, en
nuestros pacientes con proctocolitis, destaca una mayor participacion de baséfilos
(células de inmunidad innata) lo cual apoya los resultados obtenidos en nuestro

estudio.

En el estudio Perezabad(162), el porcentaje de células productoras de IL-
4,principal citoquina de las respuestas Th2, fue mayor en el grupo de APLV-IgE
mediado frente a los controles a diferencia de lo que ocurria en nuestro estudio de

proctocolitis (Figura 36).

FIGURA 36. Comparacion de células T CD4+ productoras de IL-4 en pacientes
con APLV-IgE mediada o CMPA (A)(162) con pacientes con proctocolitis no-IgE
mediada de nuestro estudio(B).
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6.7.1. COMPARACION DE CELULASTRE_ __. ._ _.. ._
Los valores absolutos de células T reguladoras en pacientes con APLV-IgE

mediada del estudio Perezabad et al(162), muestran valores menores respecto a
los controles (p=0.040). Esto difiere de lo que ocurre en nuestro estudio con
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pacientes con proctocolitis en el que los valores de células T reguladoras son
iguales a los controles con valores mayores de Treg CM en la fase aguda (Figura
37). Esto indica que en proctocolitis alérgica, a diferencia de APLV-IgE mediada,
los valores de células T reguladoras estan preservados.

FIGURA 37. Comparacién de resultados de n°® absoluto de T-reg en pacientes con
APLV-IgE mediada o CMPA (A) frente a pacientes con proctocolitis aguda de
nuestro estudio (B).
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Tras los hallazgos de Perezabad(162) sobre APLV-IgE mediada se concluye que
el déficit de células T reguladoras y Vitamina D parece ser el responsable de la
aparicion y establecimiento de las reacciones alérgicas IgE mediadas frente a
PLV.

6.7.2. COMPARACION DE LA FISIOPATOLOGIA DE AMBAS REACCIONES
ALERGICAS EN FUNCION DE LAS CELULAS T REGULADORAS
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En comparacion con la proctocolitis alérgica, los valores preservados de
Treg hacen que se bloquee la formacién de células T CD4+ secretoras de IL4 y
por tanto no se produce el fenotipo alérgico TH2 caracteristico de las APLV IgE
mediadas (Figura 38).

FIGURA 38. Papel de las células Treg en la proctocolitis no-IgE mediada tras los
resultados de este estudio.
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Imagen cedida por Bernaldo de Quirés E y Rocha-Correa R. Modificada del estudio Bernaldo
de Quirés (127).

6.7.3. COMPARACION DEL COCIENTE Treg/TEM CD4
Otra diferencia en la fisiopatologia inmunolégica de estas reacciones reside

en el cociente Treg/TEM CD4. Este cociente define la relacion que existe entre el
porcentaje de células T reguladoras y el de células T CD4+ efectoras. En
condiciones normales, al activarse la inmunidad adquirida por la presentaciéon del
alérgeno, se activan las células T efectoras, memoria y las T reguladoras que
controlardn que las anteriores no se disparen. Por tanto, los niveles T reg/TEM
CD4 deberian estar elevados si hay un buen control de la respuesta inmunoldgica
y bajos si hay un descontrol. En el estudio publicado por Fuentes-Aparicio et al
sobre inmunoterapia (SOTI) en alergia a huevo IgE mediada, se consigue una

elevacion de esta ratio Treg/TEM CD4 tras SOTI tras normalizarse los valores de
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células T reguladoras con la inmunoterapia (91). El desequilibrio entre Tregy TEM

CD4 en la fase aguda de la alergia a huevo se diferencia del equilibrio hallado en

los controles de este estudio, que coincide con el equilibrio encontrado en

pacientes con proctocolitis alérgica (Figura 39). Este equilibrio T reg/TEM CD4 es

el responsable de la no activacion de las células Th2 y del fenotipo alérgico.

FIGURA 39. Comparacién de cociente Treg/TEM CD4 en pacientes con alergia
mediada por IgE a huevo del estudio Fuentes-Aparicio (A) con los pacientes con
proctocolitis alérgica.
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6.7.4. COMPARACION DE VALORES DE VITAMINA D
Otro objetivo del estudio era analizar los valores de vitamina D dado que es

una hormona reguladora de la supervivencia de las células T reguladoras en
humanos(68),(163). A diferencia de las publicaciones de alergia mediada por IgE
en la que se muestran resultados de vitamina D significativamente menores que
en los controles(162),(164); en este estudio no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los controles sanos (Tabla 24).

Tabla 24. Comparacion de diferencias entre casos de APLV-IgE mediada(162),
proctocolitis y sus controles; respecto a valores de Vitamina D.

APLV-IgE mediada Proctocolitis

CASOS | CONTROLES p CASOS CONTROLES p

VitaminaD | 355+3,5  47,9+3,7 0,041 22,89+16,5 14,7445 0,208
Ho/L

Cabe destacar en este punto la diferencia de valores de Vitamina D entre
los pacientes de con alergia mediada por IgE que son mayores a los que
presentan los pacientes con proctocolitis de nuestro estudio. Sin embargo, estos
valores no muestran diferencias significativas cuando se comparan con los
respectivos controles sanos de la misma edad. Esto se puede deber a que los
pacientes incluidos en el estudio de APLV-IgE mediada no son comparables en
cuanto a edad con los de nuestro estudio de proctocolitis, como se ha comentado
previamente. Esta diferencia de edades influye probablemente no solo en los
valores de las poblaciones inmunoldgicas sino también de los valores de Vitamina
D. Actualmente se desconocen los valores de normalidad de la Vitamina D en
ninos sanos. Solo hay un estudio realizado en nifilos que incluye lactantes
menores de 3 meses en el que los valores de Vitamina D estuvieron entre 7.8-
11.3 mg/dL(165). Sin embargo, aunque se excluyeron enfermos renales y criticos,
los nifios que se incluyeron en el estudio estaban ingresados en los hospitales por
otras patologias por lo que no se pueden considerar valores de normalidad como
tal.

Otro hallazgo de nuestro estudio es una correlacion negativa de valores de
vitamina D con las células NK 16+56+ y positiva con las células B reguladoras

(BR1) que probablemente traduzca la funcién inmunorreguladora de esta
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vitamina, disminuyendo las células NK en el proceso inflamatorio y aumentando
los niveles de células B reguladoras para frenar la reaccion inmunoldgica.

Los valores de Vitamina D de los pacientes del estudio no parecen influir en
la evolucion clinica en cuanto al tiempo de adquisicion de tolerancia a las
proteinas de leche de vaca, si bien este tiempo es orientativo segun la clinica del
paciente como se ha explicado.
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7.1. APLICACIONES PRACTICAS
Los resultados de nuestro estudio sobre los hallazgos inmunofenotipicos

encontrados en los pacientes con proctocolitis alérgica podrian ofrecer
aplicaciones practicas fundamentalmente en la identificacion de marcadores para
el diagndstico de proctocolitis asi como marcadores pronésticos de tolerancia y

nuevas lineas de tratamiento.

7.1.1. MARCADORES DIAGNOSTICOS DE PROCTOCOLITIS
Los marcadores inmunofenotipicos con mejores areas bajo la curva ROC,

es decir, mejor capacidad diagndstica de proctocolitis en este estudio han sido el
ndamero absoluto de células NK16+56- y el numero de granulocitos. Sin embargo,
estos marcadores no estan disponibles en los laboratorios habituales. Ademas,
seria necesario un estudio coste-eficacia que evaluara la rentabilidad de estos
marcadores. Por ello, creemos que deberian considerarse hallazgos fenotipicos
mas que marcadores diagnosticos de proctocolitis en el momento actual. Los
eosindfilos en sangre estan elevados de forma comparativa con los controles,
pero tienen poca capacidad diagndstica como marcador probablemente porque no
en todos los pacientes se elevan. Esta poblacion tiene mas utilidad diagndstica
cuando se evalua a nivel intestinal local (mediante EDN o biopsia intestinal) que a
nivel periférico en la sangre. Los basoéfilos activados también muestran cifras mas
elevadas en pacientes con proctocolitis pero sin obtener diferencias significativas
por lo que a priori no parece ser un buen marcador diagnéstico. Serian necesarios
mas estudios para evaluar concretamente estas poblaciones celulares de la
inmunidad innata en pacientes por ejemplo con sintomatologia menor y ver si son
capaces de discriminar a los alérgicos de los trastornos funcionales utilizando la

provocacion oral como técnica diagnostica gold estandar.
MARCADORES FECALES DE INFLAMACION INTESTINAL

Una de las principales conclusiones de este estudio es que la fisiopatologia
de la proctocolitis se centra mas en la inmunidad innata que en un mecanismo
mediado por células T propuesto durante afios en estudios previos sin llegar a
confirmarse. Este hallazgo deberia orientar nuevas lineas de estudio de las
alergias no mediadas por IgE centradas en la inmunidad innata. Dentro de éstas,

cabe mencionar la deteccidbn de productos de degradacion de neutrdfilos y
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monocitos (calprotectina fecal) o la endotoxina derivada de los eosinoéfilos (EDN) a

nivel fecal.
1. CALPROTECTINA FECAL

La calprotectina fecal es una proteina citosélica de union Ca2+/Zn presente
en neutrofilos y monocitos. Tiene accion antimicrobiana al privar a los
microorganismos de zinc, acciéon inmunomoduladora y antiproliferativa(166). El
aumento de los niveles de calprotectina fecal sugieren inflamacion de la mucosa
intesinal y se correlaciona con los hallazgos histolégicos obtenidos de la
endoscopia y biopsia de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal tanto en
nifios como adultos(166). Su determinacion en heces es sencilla y no invasiva y

se asocia a un aumento de migracion de neutroéfilos hacia la luz intestinal.

Se han estudiado distintos marcadores fecales de inflamacion intestinal en
las FPIES: B-defensina, proteina catidonica del eosindfilo, TNF-a, y calprotectina
fecal siendo éste ultimo el que parece tener mayor rentabilidad diagnéstica en las
FPIES(167).

La tabla 25 resume los estudios publicados sobre este marcador en el

diagnostico de alergias no-IgE mediadas basado en la revision de Khan(167).

Tabla 25. Estudios de calprotectina fecal como marcador diagnéstico de
enterocolitis inducida por proteinas de leche de vaca

ESTUDIO TIPO HALLAZGOS DE CALPROTECTINA FECAL
MUESTRA ugl/g
Beser, 2014(168) @ 19 controles Antes dieta Tras dieta
Turquia 24 APLV-IgE Controles 296 (94)
8 APLV no-IgE | | APLV IgE 392 (209) 218 (90)
No-IgE 886 (278) 359 (288)
p <0.01 0.025
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ESTUDIO TIPO HALLAZGOS DE CALPROTECTINA FECAL
MUESTRA ug/g

Merreas- 18 APLV IgE % cambio Calprotectina | IgA B-
Salmio,2014(136) tras defensina
_ _ 39 no Ige provocacion
Finlandia
IgE 15% -11% | 23%
Marcadores No-IgE 18% 22 | 39%
fecales
Beliz6n,2016(136) N=82 Media p
Espafia 40 no-IgE APLV-nolgE | 442,65 <0.0001
30 controles Control 100,30

Niveles calprotectina 138 ug/g: excluyen APLV-
no IgE mediada.

¢ Modificado de revision de Khan(167).

De estos tres estudios destaca los hallazgos de Belizon et al(136), dado
gue ofrece un punto de corte para poder descartar alergia no-IgE mediada. Este
estudio incluye pacientes con sintomatologia menor o atipica que resultan dificiles
de diagnosticar dada la clinica inespecifica y las pruebas alérgicas negativas. Es
un importante hallazgo que podria utilizarse en combinacion con la escala CoMiss

para el diagnostico diferencial de los trastornos funcionales.

Un estudio reciente realizado por Roca et al(169), evaluan los valores de
normalidad tanto de calprotectina fecal como de endotoxina derivada de
eosindfilos por primera vez en nifios sanos. Los resultados de este estudio
confirman que las concentraciones de los valores de calprotectina fecal en nifios
sanos son mayores a los publicados en adultos sanos proponiendo ademas
puntos de corte de normalidad en pacientes pediatricos en tres cohortes de edad.
Los valores de normalidad para los lactantes de 0-12 meses de edad estarian
entre 910,3-7,4 mg/kg.

En nuestro hospital la técnica de laboratorio de calprotectina fecal se
incluyd a partir de 2016 por lo que no se utilizd este marcador para el estudio de

pacientes con proctocolitis.

2. ENDOTOXINA DERIVADA DE EOSINOFILOS (EDN).
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El principal estudio que evalla la utilidad de este marcador para el
diagnostico de APLV-no IgE mediada es el estudio Kalach(142). En este estudio
se incluyeron 11 pacientes con APLV confirmada con sintomatologia digestiva
(IgE y no IgE mediada) tras provocacion oral y se compararon entre ellos
diferentes pruebas alérgicas (IgE e IgG a PLV y prick test), digestivas (test de
permeabilidad intestinal, marcadores fecales TNFa, a1antitripsina, calprotecina, 3-
defensina2 y EDN) y microbiol6gicas (cuantificacion de microbiota y deteccion de
especies de Bifidobacterium). El estudio concluye que el test con mayor eficacia
diagnéstica fue el de permabilidad intestinal y el EDN fecal que destaca por la

simplicidad de la determinacion con solo una muestra fecal del paciente.

Sin embargo, son necesarios mas estudios de marcadores fecales que

permitan:

- Determinar la capacidad diagnéstica de APLV no mediada por IgE frente a

otras patologias. Esto permitiria diferenciar por ejemplo los trastornos
funcionales digestivos de los sintomas menores de alergia. Seria necesario
correlacionar estos marcadores con la escala CoMiss para el diagndstico
de sintomas menores(24). También podrian utilizarse para el diagnostico
diferencial de FPIES agudas y cronicas con otras patologias y evaluar su

correlacion con la clinica.

- Monitorizar la inflamacion intestinal en los pacientes con APLV no mediada

por IgE para intentar reintroducir las proteinas de leche de vaca lo antes
posible en la dieta. Actualmente no existe ningin marcador que nos oriente
sobre la tolerancia del paciente hacia este alérgeno por lo que en la
practica clinica habitual se reintroducen a los 6-9 meses del inicio de la

sintomatologia segun las guias de practica clinica.

7.1.2. MODIFICACION DE LA CLASIFICACION DE REACCIONES
ALIMENTARIAS
Tras los hallazgos obtenidos del estudio donde claramente se muestran

diferencias entre la APLV IgE mediada y la no-IgE mediada, quizds se debiera

replantear la modificacion de la clasificacion de reacciones alimentarias. La
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“proctocolitis alérgica” deberia denominarse “proctocolitis inflamatoria” dado que
no se ha demostrado un mecanismo alérgico clasico entendido como activacion
de la respuesta Th2 ni un mecanismo especifico de células T. Previamente estas
patologias se clasificaron como “intolerancia a las proteinas de leche de vaca” en
lugar de “alergia no mediada por IgE”. Cabe reconocer en este punto que un
pequefio porcentaje de pacientes con alergias no IgE mediadas tiene anticuerpos
IgE especificos que quizas debieran denominarse “alergias IgE mediadas con
sintomatologia FPIES”. Otro porcentaje de pacientes con APLV-no IgE mediada
tienen una sintomatologia mas persistente siendo mas frecuente encontrar en
ellos un InmunoCAP o IgE especifica positiva cuando al diagndstico era negativa.
Por ello, parece necesario monitorizar estos anticuerpos y valorar realizar una
determinacion sérica previa a la reintroduccion de PLV en la dieta del paciente en
pacientes con proctocolitis alérgica.

7.2. PROPUESTAS DE NUEVAS LINEAS DE TRATAMIENTO Y ESTUDIO.
Tras los hallazgos del estudio y la revision bibliografica realizada, se

podrian proponer nuevas lineas de tratamiento de las alergias no-IgE mediadas

destinadas a:

Mejorar la permeabilidad intestinal de los pacientes diagnosticados de alergias
no mediadas por IgE. Esto permitiria reducir o impedir la entrada de proteinas de
leche de vaca al interior de la mucosa intestinal y evitaria el desencadenamiento
de la respuesta inflamatoria. Existen nuevos tratamientos con productos no
farmacologicos como las gelatinas y xyloglucano que protegen la barrera
mucoprotectora en la mucosa intestinal mejorando la resistencia de la misma a
agresiones y ayudando a recuperar la funcién normal del intestino. Actualmente

Su uso esta estudiado Unicamente en pacientes con diarrea aguda.

Disminuir la inflamacién de la mucosa para reducir las poblaciones de
eosindfilos, células dendriticas y células NK en el paciente. En este sentido, las
nuevas guias de manejo de las FPIES(114), aceptan el uso de una dosis Unica de
corticoides a 1 mg/kg/d en el tratamiento agudo de la enterocolitis alérgica tras la
expansion con volumen isotonico al paciente. La necesidad de tratamiento
antiinflamatorio para el manejo de alergias mediadas por IgE deberia valorarse en

cada paciente segun el riesgo beneficio dado los efectos secundarios de estos
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tratamientos. En el caso de los pacientes con proctocolitis alérgica, dado que la
resolucién de la sintomatologia se produce de media a las 48-96 horas de la
retirada de PLV en la dieta, no estaria indicado estos tratamientos.

. Acelerar la tolerancia del paciente a las proteinas de leche de vaca. Estudios
previos han demostrado que aquellos pacientes con FPIES que adquieren la
tolerancia a PLV tienen méas células T reguladoras que aquellos en los que
persiste la sintomatologia tras la provocacion(128). En esta linea de tratamiento
existen dos posibles terapias que podrian favorecer la tolerancia intestinal a las
PLV en la alergia-no IgE mediada: la vitamina D y los probiéticos.

Vitamina D: Existe un porcentaje de pacientes con sintomatologia mediada
por IgE que evolucionan a alergia mediada por IgE a otros alimentos. Quizas se
deba a una pérdida del equilibrio Treg/TEM que origina las respuestas Th2. Las
terapias encaminadas a mantener este equilibrio, como por ejemplo mantener
niveles adecuados de Vitamina D para asegurar el suficiente nimero de células
Treg, podrian ser posibles tratamientos para la prevencion de APLV mediada por
IgE en estos pacientes. Estudios previos muestran como los lactantes con niveles
mayores de vitamina D al nacimiento y hasta los 6 meses tienen menos
reacciones de dermatitis atdpica por inhibicion de citoquinas como IL5 e
IL13(170). Algunos autores sugieren esta suplementacion desde el embarazo
dado que se ha asociado niveles bajos de Vitamina D en embarazadas con
menores niveles de células T y B reguladoras y mayor probabilidad de alergia y
asma en los recién nacidos(171),(172),(173).

Probioticoterapia: Estudios previos muestran como en las alergias no
mediadas por IgE existen una poblacion menor de Bacteroides que en pacientes
sanos tras 6 meses de dieta de exclusion de PLV(174)(142). Por otra parte, el
estudio de Berni Canani muestra como la administracion de probidticos, en
concreto Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), a las formulas hidrolizadas
extensas de PLV acelera la tolerancia intestinal a estas PLV(157). El tratamiento
precoz con LGG asociado a éstas férmulas ha demostrado ser una estrategia
coste-efectiva en estudios recientes dado que con la adquisicion de tolerancia

precoz se disminuyen los costes derivados del consumo de éstas férmulas tanto
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en Espafa(175), como en otros paises (176),(177). Asi mismo, existen diferencias
en la microbiota de los pacientes con APLV tratados con hidrolizados de arroz que
conduce a una menor tolerancia de PLV(174). En nuestro estudio, no se ha
podido comprobar las diferencias de adquisicién de tolerancia oral segun el
tratamiento, en parte a la falta de tamafio muestral en el grupo T resolucién. Para
poder realizar este estudio se deberia realizar provocaciones a los pacientes en
distintos tiempos tras la resolucioén de la sintomatologia lo que equivale a realizar
un ensayo clinico. Seria interesante medir la poblaciéon de células Treg en estos
tiempos y comparar segun el tratamiento con HPLV con y sin probiéticos.

Como lineas futuras de estudio, es necesario ampliar el conocimiento de la
fisiopatologia de APLV desde la primera linea de defensa que es la mucosa
intestinal. En este contexto, se considera necesario mas estudios orientados a
explicar el mecanismo por el cual las proteinas de leche de vaca desencadenan la
respuesta inmunoldgica (inflamatoria o Th2) en unos pacientes y no en otros.
Quizéas pueda deberse a fenotipos genéticos especificos, como en la enfermedad
celiaca (DQ2 o DQ8) que predispongan a la alergia alimentaria. La determinacion
en los pacientes de estos fenotipos inmunoldgicos podria facilitar el diagndostico

precoz o el tratamiento preventivo de las alergias alimentarias.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las limitaciones de nuestro estudio son las siguientes:

- El tiempo en reclutar pacientes fue mas prolongado de lo esperado porque
tras las nuevas guias ESPGHAN se derivaba menos al especialista y
muchos pacientes con proctocolitis alérgicas fueron manejados desde
Atencion primaria. Ademas, la recogida de controles sanos ha sido costosa
y lenta dada la dificultad para encontrar lactantes de 1-2 meses de edad
con necesidad de realizar un control analitico, y sin enfermedades

inflamatorias ni digestivas intercurrentes.

- En nuestro estudio solo se han incluido proctocolitis alérgicas
diagnosticadas en la consulta de Digestivo infantil. Teniendo en cuenta la
prevalencia de esta enfermedad y los casos reclutados en 3 afios, muchos
casos de proctocolitis que no hayan acudido a la consulta estaran siendo
manejados desde Atencion Primaria. Esto probablemente indique que los
casos enrolados sean los mas graves o persistentes y probablemente

afecte a la validez externa del estudio.

- No se ha podido comparar un mismo paciente en distintos tiempos TOo T
resolucién porque no estaba justificado, segun recomendaron desde el
Comité de ética de nuestro Centro, realizar mas de una analitica a los
pacientes con proctocolitis si habia resolucién de la sintomatologia como

sucedia en los pacientes reclutados.

- Los valores de las poblaciones inmunologicas muestran una elevada
dispersion que refleja la heterogeneidad de los pacientes. Esto podria
deberse a que se recogieron las muestras para el analisis de células
inmunologicas en distintos momentos de la evolucion. Se les hacia la
analitica en funcion del tiempo que llegaran a la consulta con la condicién

de que estuvieran con el cuadro agudo (T0) o con el cuadro resuelto (Tres).

- Los tiempos del estudio T1 y T2 son orientativos segun los tiempos de
consulta o indicacibn médica segun practica clinica habitual, lo que no
corresponde en ocasiones al tiempo real de adquisicion de la tolerancia.
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Ademas, aparte de la prueba de provocacion o reintroduccion de PLV, no
hay ninguna prueba analitica objetiva que nos pueda sugerir si el paciente
esté adquiriendo tolerancia a las PLV.

- Solo se analizaron las células inmunoldgicas a nivel de sangre periférica y
no a nivel gastrointestinal local donde proponen algunos autores, en forma
de hipotesis no demostradas, una posible implicacion de células T o
linfocitos intraepiteliales. Esta posibilidad fue descartada, ya que no esta
éticamente justificado hacer biopsia intestinal para el diagnéstico de
proctocolitis alérgica tal y como indican las guias de préactica clinica.
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CONCLUSIONES

Tras los resultados y discusion de nuestro estudio se puede concluir que:

1. En la proctocolitis no se evidencia una deficiencia o alteracion de las
células T reguladoras que pueda estar implicada en el desarrollo de la
enfermedad. Este tipo celular parece ejercer una funciéon normal dado que se
evidencia un buen control de éstas sobre la proliferacion de células

TCD4+efectoras.

2. No se ha podido demostrar el caracter predictivo de los valores de
células T reguladoras en la adquisicion de tolerancia oral en los tiempos
estudiados.

3. Los diferentes tratamientos de proctocolitis alérgica no producen

diferencias significativas en la evolucion clinica de los pacientes.

4. La falta de valores aumentados de células T productoras de citoquinas
de tipo Thl y Th2 y los recuentos de poblaciones celulares CD4 parecidas a los
controles sanos van a favor de una escasa participacion de la inmunidad
adaptativa en la fisiopatologia de la proctocolitis alérgica. No parece deberse a

una respuesta mediada por células T (ni Thl ni Th2).

5. El papel fundamental que define el proceso inflamatorio en la
proctocolitis alérgica se encuentra mas en la inmunidad innata del huésped que
en un mecanismo mediado por células T o B a diferencia de la APLV mediada por
IgE. Se caracteriza por una respuesta mediada por un aumento de células

NK16+56-, eosindfilos y células dendriticas (mDC2).

6. Los valores de vitamina D en los pacientes con proctocolitis no muestran
diferencias significativas con respecto a controles de la misma edad, a diferencia

de lo que ocurre en la APLV mediada por IgE.

7. La elevacion de granulocitos, eosindfilos, células NK y dendriticas
podrian constituir marcadores de interés clinico en patologias no mediadas por

IgE como es el caso de la proctocolitis alérgica. Estos podrian utilizarse para
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diferenciar trastornos digestivos funcionales de los sintomas menores de alergia

no mediada por IgE.
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11.1.- ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOSPITAL MATERNO-INFANTIL

Hospital General Universitario

5 GORIO MARANC

C/MAIQUEZ N2 9

HOJA DE INFORMACION Y MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: “PAPEL DE LAS CELULAS T REGULADORAS EN LA ALERGIA A
PROTEINAS DE LECHE DE VACA NO MEDIADA POR IGE EN LA INFANCIA”

Por favor, lea atentamente este documento en el cual le proponemos participar en un estudio

con pacientes diagnosticados de proctocolitis alérgica.

El objetivo de este estudio, es encontrar un marcador analitico que nos ayude en el

diagnéstico y tratamiento de los pacientes diagnosticados de proctocolitis alérgica.

Su hijo/a es candidato a participar en este estudio, la decision sobre la participacion de su
hijo/a en el estudio, es voluntaria y debe ser tomada libremente. Si decide aceptar, Ud. Podra
retirar su consentimiento en cualquier momento del estudio. La decisién que tome no afectara

a la relacion con su médico, y seguira recibiendo el mejor tratamiento posible.

Asimismo, su médico podra retirarle del estudio en cualquier momento, si considera que es lo

mas apropiado para el paciente.
NUmero de visitas y pruebas que se van a realizar

La participacion en el estudio solo supondra la recogida de algunos datos, de forma anénima,

relacionados con la patologia que presenta su hijo/a.

La participacion en el estudio no supone ninguna variacion en el tratamiento y recogida de
muestras analiticas que se realizan en los nifios diagnosticados de proctocolitis alérgica, a los
gue se realiza estudio analitico en el momento del diagndstico, tras lo cual se inicia
alimentacién con una férmula lactea especial a base de proteinas hidrolizadas, realizandose
una Ultima extraccién sanguinea en el momento en que se reintroduce la leche completa para
ver su tolerancia. Su hijo/a va a ser tratado exactamente igual que si no estuviera participando

en el estudio.
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Beneficios y riesgos esperados

Su participacion en el estudio permitird un mayor conocimiento sobre los nifios que sufren la
misma patologia que su hijo, la proctocolitis alérgica, lo que nos ayudara en un futuro a

realizar un mejor diagnoéstico, seguimiento y tratamiento de estos nifios.

Se trata de un estudio sin intervencién alguna sobre su hijo/a. Este no va a soportar un riesgo
adicional por participar en el estudio ya que su inclusién no conlleva practica diagnéstica,
evaluadora o terapéutica adicional a la que de por si estime oportuna su médico para el

tratamiento de la patologia en estudio.
Confidencialidad de los datos

Los datos recogidos en el estudio se introducirdn en una base de datos, para realizar el
andlisis estadistico. Ni su hombre ni el su hijo/a apareceran en ningiin documento del estudio,
solo se le asignard un nimero de paciente al inicio del mismo. En ningin caso se le
identificara en las publicaciones o comunicaciones en congresos que puedan realizarse con

los resultados de este estudio.

En caso de que le surja cualquier duda, o desee formular cualquier pregunta durante el

desarrollo del estudio, péngase en contacto con la persona indicada a continuacion

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL ESTUDIO “PAPEL DE LAS CELULAS T
REGULADORAS EN LA ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE VACA NO
MEDIADA POR IGE EN LA INFANCIA”

Yo, (nombre y apellidos)
en calidad de (relacion con el paciente)
del/ la nifio/ a (nombre del paciente)

He recibido informacién acerca del estudio en el que va a participar el paciente.
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Estoy satisfecho con la informacion recibida, he aclarado mis dudas y se que puedo revocar
este consentimiento sin que precise dar ninguna razon, y sin que ello suponga un deterioro de

la calidad de la asistencia recibida.

De igual modo, declaro haber sido informado de las medidas que seran adoptadas, en aras
de garantizar la confidencialidad de cuanta informacion sobre mi hijo/a o mi representado

pudiere recogerse durante el desarrollo del estudio,

Por todo esto, presto mi conformidad con que

(nombre y apellidos del paciente) participe en este estudio.

Firma del cuidador: Fecha:

Firma del investigado/colaborador Fecha:

Segun la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de Diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter
Personal, este consentimiento para el tratamiento de sus datos personales y para su cesion
es revocable. Por lo tanto, en cualquier momento usted puede ejercer su derecho de acceso,

rectificacion, oposicion y cancelacion de sus datos dirigiéndose a: Dra. Jimena Pérez Moreno
En caso de revocacion del consentimiento:

Firma del cuidador: Fecha:

Firma del investigado/colaborador Fecha:
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11.2.- ANEXO 2. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS
CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS: ESTUDIO DE CELULAS T REGULADORAS

EN LA APLV no IgE mediada

DATOS EPIDEMIOLOGICOS

PACIENTE (c6digo) : .............

FECHA NACIMIENTO: ...............

SEXO (1:H; 22M): oo

EDAD de inicio de clinica (meses): ....................

FECHA INICIO DE SINTOMATOLOGIA: ......................

FECHA DX SOSPECHA: ............covvvnnnn.

FECHA EXTRACCION ANALITICA: .................. FECHA 1° CONSULTA.........
TO AL DIAGNOSTICO

CLINICA

RECTORRAGIA no Si
DIARREA no Si
VOMITOS no Si
RECHAZO ALIMENTO no Si
IRRITABILIDAD no Si
FIEBRE >38°C CENTRAL no Si

toclinica desde ingesta y sintomas (horas) ...l

t° evolucion con cuadro clinico (dias)

Afectacion de estado general no Si
Baja ganancia ponderal no Si
Palidez no Si
Edemas no Si
Exantemas no Si
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SOMATOMETRIA al dx

Peso kg: percentil DS
Longitud cm: percentil DS
IMC: valor DS

ANTECEDENTES PERSONALES:

Alimentacion: LM FA MIXTA

1° Biberdn de formula adaptada (edad en dias): .....................

EMBARAZO (0O:controlado y normal; 1:alterado) Si 1: especificar ................ccoooeune.

EDAD GESTACIONAL

PARTO (1:vaginal eutécico; 2:vaginal instrumental;3:cesarea programada; 4: cesarea
urgente).5 (otro)....................

Eventos hipoxia (ph, asfixia..): 0:no l:si
Dermatitis atépica 0:no l:si
Antecedentes familiares de atopia 0:no l:si

Somatometria neonatal:

PRN kg percentil DS
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Longitud cm

P°NEONATAL (0:NORMAL; 1: INGRESO NEO SIN ATB; INGRESO NEO CON ATB)

PRUEBAS COMPLEMENTARIAS al diagndstico:

percentil

Hemograma

Fecha extraccion

Hb /hto

VCM

Plaquetas

Leucocitos totales

Neutrofilos (%/T)
Linfocitos (%/T)
Monolitos (%/T)
Eosindfilos (%/T)

Basdfilos (%/T)

bioquimica

Fecha extraccion

glucemia

AST [ ALT

GGT/FAL

BrT/d/i

Proteinas/albumina

Creat / urea

PCR (mg/dL)

Na/P

Ca/ Mg
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Vit D

Gasometria Fecha extraccion

pH

pCO2

Bicarbonato

EB st

Lactico

Coagulacién Fecha extraccion

INR

TP

TTPA

RAST PLV Fecha extraccion

IgE total

IgE leche de vaca

alfalactoalbiimina

betalactoglobulina

caseina

EXTRACCION DE MUESTRAS PARA ESTUDIO MICROBIOLOGICO
A) PACIENTE EN FASE AGUDA TO

B) PACIENTE EN FASE RESOLUCION T RESOLUCION

otros:

Cultivo de heces
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Inicio TRATAMIENTO

FECHA DE INICIO

HIDROLIZADO extenso

HIDROLIZADO extenso

HIDROLIZADO extenso

LM exenta EXENTA PLV

Hidrolizado de arroz

EVOLUCION CLINICA

CON/SIN PROBIOTICO

CON/SIN PROBIOTICO

CON/SIN PROBIOTICO

Tiempo (dias) desde inicio tratamiento hasta RESOLUCION:

rectorragia

- irritabilidad/colico/dolor abd
- rechazo tomas

- vomitos

- otros

+

LM

LM exenta PLV

Controles

T0

Tres

T1

T2

EDAD (meses)

T° tratamiento (meses)

Clinica:

rectorragia

- irritabilidad/cdlico/dolor abd
- rechazo tomas

- vomitos

- otros
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Somatometria

Peso kg: percentil
DS

Talla cm: percentil DS

Patologia intercurrente

Plan

TO: Al dx/1° consulta.
ITO: Induccién tolerancia oral

Fecha /edad (meses) de adquisicién de toleranciaoral aPLV: .................

Tiempo tras tratamiento con HPLV hasta adquisicion tolerancia: .................

204



11.3.- ANEXO 3. AUTORIZACION DEL COMITE DE ETICA

¥ Hospital General Universitario
Gregorio Maranon
Madirid 2 Comunidad de Madrid

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D. Ferando Diaz Otero, Secretario del COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO GREGORIO MARANON

CERTIFICA
Que ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

TITULO: "Papel de las células T reguladoras en la alergia a proteinas de leche de vaca np mediada por IGE en la
infancia”
Promotor: Investigador

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y
estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- El alcance de las compensaciones cconomicas previstas no interfiere con ¢l respeto a los postulados éticos.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y medios disponibles, t2l y como ha sido
informado, son apropiados para llevar a cabo el estudio.

- Ademis, el citado CEIC cumple las normas de BPC (CPMP / ICH / 135/ 95).

Este CEIC acepta que dicho estudio sea realizado por el investigador principal:

Dr. Guillermo Alvarez Calatayud / Hospital General Universitario Gregorio Marafién

Lo que firmo en Madnd, a 29 de mayo de 2012

d de
o
3 EUK SR =
‘F.
Fdo.: BF Otero
ez

205



11.4. ANEXO 4. LICENCIA DE PERMISO PARA LA UTILIZACION DE
GRAFICOS DEL ESTUDIO EUROPREVAL

4/2/2019 RightsLink Printable License

JOHN WILEY AND SONS LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Feb 04, 2019

This Agreement between AVENIDA CIUDAD DE BARCELONA, 136, 1°C ("You") and
John Wiley and Sons ("John Wiley and Sons") consists of your license details and the terms
and conditions provided by John Wiley and Sons and Copyright Clearance Center.

License Number
License date

Licensed Content Publisher

Licensed Content Publication

Licensed Content Title

Licensed Content Author
Licensed Content Date
Licensed Content Volume
Licensed Content Issue
Licensed Content Pages
Type of use

Requestor type

Format

Portion

Number of figures/tables

Original Wiley figure/table
number(s)

Will you be translating?

Title of your thesis /
dissertation

Expected completion date

Expected size (number of
pages)

Requestor Location

Publisher Tax ID
Total

Terms and Conditions

4522030790100

Feb 04, 2019

John Wiley and Sons
Allergy

Incidence and natural history of challenge-proven cow's milk allergy
in European children - EuroPrevall birth cohort

A. A. Schoemaker, A. B. Sprikkelman, K. E. Grimshaw, et al
May 18, 2015

70

8

10

Dissertation/Thesis

University/Academic

Electronic

Figure/table

2

Figure 2 Adjusted incidence of cow’s milk allergy by centre. Figure 3
Age at introduction of cows’ milk and development of CMA

No

The role of regulatory T-cell in non-IgE mediated cow’ s milk allergy
in children

Feb 2019
200

AVENIDA CIUDAD DE BARCELONA, 136, 1°C
AVENIDA CIUDAD DE BARCELONA, 136, 1°C

MADRID, MADRID 28007
Spain
Attn: AVENIDA CIUDAD DE BARCELONA, 136, 1°C

EU826007151
0.00 EUR

206
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28010 Madrid, Espaiia
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Estimada Jimena Pérez,
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Abul K. ABBAS, Andrew H. LICHTMAN, Shiv PILLAI Inmunologia Celular y Molecular, 8¢
edicion. ISBN.: 978-84-9022-894-4. Publicada por Elsevier ©2015.
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