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MOTIVACION Y MARCO CONCEPTUAL

1.1 MARCO CONCEPTUAL Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La alergia a alimentos se ha convertido en un problema de salud de primer orden en los paises
industrializados en las dos ultimas décadas. Los estudios de prevalencia llevados a cabo en
adultos y nifios de diferentes paises, concluyen que los alimentos mas frecuentemente
implicados en reacciones alérgicas son el huevo, la leche, el cacahuete, los frutos secos, el
pescado, marisco, la soja, el trigo, las frutas y las legumbres. La importancia relativa de los
alimentos responsables varia notablemente con la edad de los pacientes y la localizacion
geografica. En nifos el huevo y la leche de vaca son los alimentos mas frecuentemente
implicados en todos los estudios. Esto concuerda con el hecho de que son los alimentos mas
consumidos en occidente en este grupo de edad. En Espafia se confirma estos hallazgos y en
menores de 5 afios los alimentos encontrados con mayor frecuencia son la leche de vaca y el
huevo de gallina1. Segun diferentes autores, en el primer afio de vida la alergia confirmada a la
leche de vaca oscila entre 0,36 y el 1,9%, y ocupa el tercer lugar después del huevo y el
pescado, como motivo de consulta por la alergia a alimentos. Por lo tanto la alergia a la leche
es una patologia cuya prevalencia se esta viendo incrementada de forma progresiva en los

ultimos afos y es causa de reacciones potencialmente graves.

La apariciéon de los sintomas suele coincidir con la introduccion de la lactancia artificial, tras un
periodo de lactancia materna en los primeros meses de vida. Los sintomas pueden aparecer
incluso con la primera toma. Si el nifio tolera bien los primeros biberones, el intervalo entre el
comienzo de la alimentacion artificial y la aparicion de sintomas, no suele superar la primera
semana. Las manifestaciones clinicas mas caracteristicas incluyen afectacion cutanea (desde
urticaria perioral hasta urticarias generalizadas con o sin angioedema), respiratoria (rinitis,
broncoespasmo), digestiva (dolor abdominal, vomitos, diarrea), y reacciones generalizadas o
anafilaxias con afectacién de varios 6rganos, y que pueden llegar a ser de compromiso vital si
cursan con broncoespasmo severo, edema laringeo o hipotensién (shock anafilactico). La
alergia alimentaria es la principal causa de reacciones anafilacticas tratadas en los servicios de

urgencias hospitalarias®®.

No existe actualmente un tratamiento activo de la alergia a la leche (ni a ningun otro alimento).
Los pacientes alérgicos deben evitar de forma estricta la leche y todos los productos lacteos
derivados. Como alternativas, en la primera infancia pueden utilizar formulas extensamente
hidrolizadas de caseina y/o proteinas séricas, y a partir de los 2 afios férmulas de soja. Estas
férmulas alternativas son aceptables en el primer afio de vida, y mientras el nifio permanezca
en un entorno familiar seguro. Una vez que el nifio alérgico a la leche de vaca comienza a
acudir a la guarderia, o es escolarizado, comienza a tener mas riesgo de exponerse a la leche,
y tanto sus familiares como cuidadores/educadores deben ser informados de su alergia para
evitar trasgresiones dietéticas accidentales que pueden inducir reacciones alérgicas, de

variable e impredecible intensidad, pero potencialmente graves. Con la diversificacion de la
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MOTIVACION Y MARCO CONCEPTUAL

dieta y la socializacion, el riesgo de reacciones accidentales aumenta, y se debe vigilar la
composicion de todos los alimentos, lo que es una fuente de estrés y altera notablemente la
calidad de vida del paciente y de todo su entorno familiar. Ante la eventualidad de reacciones
alérgicas los pacientes deben ser instruidos en el reconocimiento y tratamiento precoz de las
mismas y deben de disponer de un plan escrito de accion en el que se les indique la
medicacion a utilizar, que debe incluir adrenalina autoinyectable en aquellos pacientes con
riesgo de sufrir una anafilaxia. Estas indicaciones deben ser seguidas hasta que el paciente

desarrolle tolerancia, y son de por vida para aquellos individuos con alergias persistentes.

Afortunadamente, en muchos de los casos, la alergia a la leche de vaca es una patologia
dinamica, que puede evolucionar hacia la tolerancia. Los pacientes, una vez diagnosticados y
tras un periodo de evitacion, y son revisados de forma regular en la consulta en espera de que
alcancen dicho momento de tolerancia. En la bisqueda de dicho paso de la alergia a la
tolerancia disponemos de una serie de pruebas, como las pruebas cutaneas y la determinacion
de anticuerpos IgE especificos, que orientan acerca del momento evolutivo de la enfermedad
en el que se encuentra el paciente. Estas pruebas han demostrado limitaciones a la hora de
predecir el momento de tolerancia, limitaciones en muchas ocasiones ligadas a la calidad de
los extractos que se utilizan para su realizacidon. Este hecho hace que sea precisa la realizacion
de una provocacion oral con el alimento para confirmar la reactividad clinica del paciente con la
ingesta del mismo, es decir, si continia siendo alérgico o ha alcanzado la tolerancia. La
provocacion oral constituye la prueba de oro de la alergia a alimentos, sin embargo consume
muchos recursos y no esta exenta de riesgos para el paciente. Aunque el objetivo de la
provocacién es inducir la menor reaccién posible en el paciente que confirme el diagndstico de
forma controlada, en ocasiones pueden producirse reacciones graves. Esta posibilidad hace
que las condiciones nesarias para realizar una provocacion oral de forma segura para el
paciente incluyan personal entrenado y todo el equipo necesario para el tratamiento de una

reaccion, incluido reanimacién cardiopulmonar avanzada.

En la practica clinica habitual, los alergélogos se encuentran en muchas ocasiones con
provocaciones orales positivas en pacientes que ‘a priori’ se esperaba que hubiesen alcanzado
ya la tolerancia al alimento. Estos pacientes no tienen ninguna caracteristica clinica distinta, ni
tampoco analitica que nos permita diferenciarlos de los nifios que tienen una provocacion
negativa, es decir que ya han superado su alergia a las proteinas de leche de vaca. La
ausencia de reacciones ante ingestas accidentales del alimento, asi como las pruebas
cutaneas y niveles de IgE especifica ayudan a tomar la decisiéon de indicar una provocacion
con leche, por ejemplo, en nuestro medio, estudios previos han establecido como punto de
corte para indicar una provocacion con leche, un valor de IgE especifica por debajo de 2.5 KU/,
sin embargo, la realidad clinica es que algunos nifios presentan reacciones en la provocacion
con niveles de IgE muy bajos, proximos al nivel de deteccion de la técnica (0.35 KU/I), siendo

éstas potencialmente graves, precisando tratamiento agresivo y periodos de observacion largos
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MOTIVACION Y MARCO CONCEPTUAL

(en ocasiones en unidades de cuidados intensivos). La actitud con estos nifios es continuar con
una dieta extricta de evitacion hasta la siguiente revision. ;Qué hacer con estos pacientes
cuando acuden a revision? Es dificil es tomar la decisién de provocar a un paciente que
previamente ha tenido ya una reaccion sin disponer de pruebas que indiquen si su situacion ha
evolucionado. Estos nifios siguen habitualmente, manteniendo niveles de IgE bajos (igual que
antes de la primera provocacion). Esta situacion hace necesaria la busqueda de nuevas
técnicas de diagndstico que nos ayuden a predecir mejor el momento de la tolerancia a la leche

vaca.

La presente tesis propone la aplicacién de la tecnologia microarray de péptidos en la busqueda

de nuevas técnicas diagnésticas en la alergia a proteinas de leche de vaca.

1.2 ENUNCIADO DE LA TESIS

La presente memoria enuncia la siguiente tesis “La descripcion de epitopos lineales mediante
microarrays de péptidos pueden ser utiles en predecir si se ha alcanzado la tolerancia clinica

en los pacientes alérgicos a la proteinas de leche de vaca’.

1.3 PLANTAMIENTO EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de los experimentos presentados en esta memoria se seleccionaron
pacientes alérgicos a proteinas de leche de vaca en seguimiento en la consulta de Alergia
Infantil que acudieron a revisidon entre enero de 2004 hasta febrero de 2006. Siguiendo la
practica clinica habitual se realizé una anamnesis y se solicitaron pruebas cutaneas y niveles
de IgE especifica para leche y proteinas alergénicas de la leche (alfalactoalbumina,
betalactoglobulina y caseina) en suero. Se reservé una alicuota de suero para los ensayos de
microarrays. Se indicd una provocacion oral con leche en aquellos pacientes que tenian niveles
de IgE frente a leche por debajo de 2.5 KU/I. En funcién del resultado de la provocacion los

pacientes fueron divididos en dos grupos: tolerantes y reactivos.

En el laboratorio de microarrays del Jaffe Food Allergy Institute (The Mount Sinai School of
Medicine, Nueva York) se imprimieron ‘chips’ con una libreria de péptidos sintetizados
comercialmente y cubriendo la secuencia lineal de los alergenos de la leche. El inmunoensayo
se realiz6 incubando con el suero de los pacientes y detectando posteriormente IgE e IgG4 con
anticuerpos marcados con fluoréfobos. La sefal de flourescencia se ley6 y digitalizé6 mediante

un escaner, exportando los datos que fueron finalmente depurados, normalizados y analizados.

La eleccion de la tecnologia microarray para desarrollar los objetivos planteados viene

motivada por su exitosaa aplicacién previa. Inicialmente en el campo de la expresién génica y
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posteriormente en el estudio de las respuesta inmunoldgicas en diferentes enfermedades,

incluida la alergia a alimentos en la infancia.

Los microarrays aportan grandes ventajas que los hacen muy atractivos en el estudio de la
inflamacion alérgica al permitir estudiar cientos de dianas en paralelo con minimas cantidades
de suero. Mediante los abordajes clasicos se puede estudiar un niumero limitado de alergenos
en cada ensayo, lo que supone repetir muchos experimentos con el consumo de tiempo vy
recursos que conlleva. Por el contrario, con los ensayos microarray se miniaturizan los
experimentos permitiendo estudiar en el mismo ensayo cientos o miles de moléculas con una

cantidad minima de muestra (en este caso suero de pacientes en edad pediatrica).

Los prometedores los resultados previos en el estudio de alergia a cacahuete y las inmensas
posibilidades de aplicacion en la practica clinica han conducido a abrir una nueva linea en el
estudio de la alergia a las proteinas de leche de vaca. Parte de los resultados obtenidos se han

publicado en ‘Journal of Allegy and Clinical Immunology’. (Anexo 1).

14
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1.4 ESQUEMA DE LA ESPOSICION

La siguiente memoria esta estructurada en los siguientes capitulos:

Capitulo 1

Capitulo 2

Capitulo 3

Capitulo 4

Capitulo 5

Capitulo 6

Capitulo 7

Capitulo 8

Capitulo 9

Capitulo 10

Presenta las motivaciones y el marco conceptual de la tesis asi como su

enunciado Y las principales aportaciones.

Introduccion: Presenta la importancia de la leche, su valor nutricional y consumo.
Revisa la alergia a los alimentos en la infancia con especial dedicacion a la
alergia a las proteinas de leche de vaca en los aspectos relacionados con el
diagnostico, prondstico y tratamiento. Dado que la presente tesis doctoral se
centra en al digndstico, en concreto en al aplicacion de una nueva tecnologia se
alterara el orden natural de la exposicion. De esta manera, se comenzara
revisando la inmunidad intestinal, alergenos implicados, el tratamiento y el
préstico para finalizar con el diagnéstico de la alergia a los alimentos. Discute las

aportaciones de los microarrays en el estudio de la respuesta alérgica.

Expone los objetivos.

Material y métodos: Describe los criterios de inclusion y exclusion de la poblacion
de estudio, pacientes alérgicos a proteinas de leche de vaca. Muestra el
planteamiento y las condiciones de los experimentos de laboratorio. La libreria de
péptidos empleada, la secuencia del inmunoensayo, la lectura de los resultados y
la fase de normalizacion y analisis de los datos obtenidos.

Resultados: Expone las caracteristicas de los pacientes incluidos, tanto clinicas
como analiticos, asi como el analisis de los resultados de los ensayos microarray
de péptidos en los pacientes incluidos.

Discute los resultados encontrados en el ensayo, la relacién con lo descrito
previamente y su aportacion en el diagnéstico de la alergia a proteinas de leche
de vaca.

Presenta las conclusiones fundamentales de la tesis.

Se resume en lengua inglesa la memoria presentada.

Bibliografia.

Anexos.

15






Capitulo 2

17






INTRODUCCION

2.1 ALIMENTACION DEL NINO SANO. LA LECHE: VALOR NUTRICIONAL
Y CONSUMO.

2.1.1 La alimentaciéon del nifno sano.

Periodos de alimentacion del nifo.

Los "periodos de la alimentacion del nifio", como definié el Comité de Nutricion de la Academia
Americana de Pediatria son tres*®: periodo de lactancia (el alimento debe ser de forma
exclusiva la leche materna o las férmulas para lactantes, 4-6 primeros meses de vida), periodo
de transicién (se inicia la diversificacion de los alimentos, 6-12 meses), y el periodo de adulto

modificado (adaptacion progresiva hacia la alimentacion del adulto, edad preescolar y escolar).

La lactancia materna o las férmulas de inicio cubren todas las necesidades del lactante sano,
como alimento exclusivo, hasta los 4-6 meses de vida. A partir de esa edad se debe llevar a
cabo la diversificacion alimentaria. Se entiende por diversificacion de los alimentos o
alimentacion complementaria, a la variacién o introduccién en la dieta del lactante de alimentos
diferentes a la leche materna o de férmula Se trata de conducir al nifio de manera gradual a la
dieta del adulto. Las razones para la diversificacion son en primer lugar nutricionales, pero
también adaptativas al desarrollo neuromuscular, asi como razones de tipo familiar, social o
educacional, ya que errores en la introduccion de alimentos pueden dar lugar a enfermedades

como la anorexia infantil, la obesidad o la hipertension.

El primer alimento que puede complementar la lactancia son los cereales (4° mes) (Figura 1).
Las primeras harinas deben ser predigeridas, sin azucar y sin gluten (harinas de arroz, maiz o
tapioca); este ultimo se introducira a los 6 meses de vida (trigo, avena, cebada y centeno). Las
frutas constituyen un aporte energético fundamental. Es aconsejable utilizar fruta fresca, e ir
introduciéndolas una a una a partir de los 4-6 meses. Las verduras se ofreceran a partir de los
6 meses en forma de puré, evitando los primeros meses las espinacas, col y remolacha, que
pueden ser causa de metahemoglobinemia por su contenido en nitratos; estas ultimas pueden
ser introducidas a partir de los 12 meses. La carne aporta fundamentalmente proteinas, siendo
ademas fuente de hierro y vitamina B. Suele ofrecerse en primer lugar el pollo (6° mes) por ser
mas digerible, de forma cocida y triturado con la verdura. Posteriormente se introduce el
cordero (7° mes), y después la ternera (8° mes). El pescado no se introducira antes de los 9-10
meses. Las legumbres pueden ofrecerse en el ultimo trimestre, hacia el afo. El huevo no debe
introducirse hasta los 10 meses, comenzando por yema cocida que puede afadirse a la papilla

0 puré de la cena. La clara cocida se dara a partir del afio.
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Figura 1. Diversificacion alimentaria.

Cereales

Frutas

Muchos alimentos pueden actuar como antigeno en los humanos. Con la diversificacion de la
alimentacion y la introduccion de nuevas proteinas en la dieta la sensibilizacion a multiples
alimentos como pescado, legumbres, soja, cacahuete, trigo, apio entre otros, cada vez son mas
frecuentes. Si bien, las proteinas sensibilizadoras mas comunes en la infancia son la caseina,
la a-lactoalbumina y la B-lactoglobulina de la leche de vaca, que es el primero de los antigenos
alimentarios introducido en la mayoria de los lactantes, y la ovoalbumina y ovomucoide del

huevo.

Requerimientos nutricionales del nifio.

Los requerimientos nutricionales del nifio se van modificando en funcién de la edad (Tabla 1).
Las necesidades energéticas del lactante durante el primer afio son muy grandes,
inversamente proporcionales a la edad del nifio, y varian con la velocidad de crecimiento. Entre
los 12 meses y los 3 afios, se produce un cambio negativo en el apetito y en el interés por los
alimentos. Entre los 4 y los 6 afos, persisten el poco interés por los alimentos y las bajas
ingestas. Este es el momento de la consolidacion de los habitos nutricionales, mediante el
aprendizaje por imitacion y la copia de las costumbres alimentarias en su familia. De los 7 a los
12 anos, se produce un aumento progresivo de la actividad intelectual y un mayor gasto

caldrico por la practica deportiva, y de forma paralela tiene lugar un aumento de la ingestae.
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Tabla 1. Requerimientos nutricionales del nifo.

. 1-6 meses 108 Altas
Lactancia kcal/kg/dia - - necesidades
7-12 meses | 96 kcal/kg/dia energéticas
1-2 afios 102 2a25kg/afio | 12 cmiafo | Escaso apetito,
kcal/kg/dia desinterés por
2-3 afios 2 a2,5kg/afio | 8-9 cm/afio | los alimentos
Preescolar
25a35 Consolidacion
4-6 anos 90 kcal/kg/dia P 5-7 cm/afo | habitos
kg/afio s
nutricionales
7-9 afios ) 2 kg/afio | Aumento de la
70 kcal/kg/dia 5-6 cm/afo | ingesta, mayor
10-12 afios 4-4.5 kg/afo gasto caldrico

Datos tomados de National Research Council. Committee Food and Nutrition Board. Recommended Dietary Allowances
(15).

Recomendaciones dietéticas

Un menu variado cubre todas sus necesidades nutricionales. Deben evitarse las ingestas entre
horas. En los nifios escolarizados, los menus escolares deben aportar el 30-35% de los
requerimientos energéticos y al menos el 50% de las proteinas diarias.

Se debe incluir a diario alimentos de todos los grupos (Tabla 2).

Tabla 2. Grupos de alimentos. Sociedad espafiola de dietética y ciencias de la

alimentacion.

Alimentos

Grupos de alimentos Composicion
predominante
Cereales, patatas,

Energético Hidratos de carbono .
azucar
Energético Lipidos Mantequilla. aceites.
grasas
Plasticos Proteinas Derivados lacteos

Carnes, huevos,
Plasticos Proteinas pescados, legumbres,
frutos secos

VI

Tomado de http:// www.nutricion.org.
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La ingesta de leche y derivados debe mantenerse entre 500-1000 ml / dia, ya que es la
principal fuente de calcio de la dieta. Los cereales son la base de la piramide de los grupos de
alimentos en una dieta equilibrada y son altamente recomendables en la alimentacion diaria de
los nifios. Otros alimentos de ingesta diaria deben ser las frutas y verduras frescas. El nifio
debe comer un minimo de 2 o 3 piezas de frutas maduras cada dia. Se debe promover la
ingesta de legumbres. Son preferibles las carnes y pescados magros, siendo mas
recomendable el consumo de pescado frente a la carne por su menor contenido energético y
su mejor perfil graso. Se debe limitar el consumo de embutidos (ricos en grasa saturada,
colesterol y sal). Las recomendaciones actuales en cuanto al consumo de huevos por los nifios
son las de una ingesta de 3-4 huevos a la semana, teniendo en cuenta que este alimento esta

presente también en salas, postres y demas platos preparados7.

Figura 2. Piramide de la alimentacion saludable.

Carnes Jojas, emButidos

2 2 faciones: pollo, pyvo,

uevos y frutos secos

2 3 raciones: frutas
2 2 raciones: verduras, hortalizas

2 6 raciones: cereales enriquecidos, pan,
arroz, pasta, patatas
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2.1.2 La leche: valor nutricional y consumo

Valor nutricional

La leche es la unica alimentacion de los mamiferos recién nacidos. La composicién de la
secrecion lactea es especifica de la especie y se adapta a las necesidades de crecimiento de

sus crias, siendo su composicion variable en funcién del tiempo.

En la especie humana, donde prima la maduracién del sistema nervioso sobre el aumento de
masa corporal, la secrecion lactea de la mujer es menos caldrica y menos proteica que en otros
mamiferos. La leche en los primeros dias (calostro) es una secrecion rica en sustancias
proteicas e inmunolégicamente activas. En semanas posteriores va disminuyendo la cantidad
de inmunoglobulinas y aumentando la proporcion de lactosa y lipidos. Comparando la leche
humana madura con la de otros mamiferos, destaca un contenido proteico bajo (0,9-1,1 g/dL
frente a 3,5 g/dL en la leche de vaca). Las proteinas con funcién plastica representan una
cantidad menor de 0,9 g/dL, teniendo las restantes (IgA, transferian, lisozima) funciones

distintas de las nutricionales®®.

La leche de mujer es el alimento especifico y por tanto, el mas adecuado para el nifio durante
el primer semestre de vida. En ocasiones, la lactancia materna no puede establecerse o
mantenerse y se sustituye total o parcialmente por leche de otros mamiferos y, en nuestro
medio, el mas utilizado es la vaca. La leche de vaca es cuantitativamente y cualitativamente
diferente (Tabla 3). Su composicién proteica consiste en un 80% de caseina y un 20% de
proteinas séricas, frente a un 40% de caseina y 60% de proteinas séricas en la leche de mujer.
Ademas la leche de vaca contiene betalactoglobulina (BLG), que esta ausente en la leche de

mujer.
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Tabla 3.

COMPOSICION MEDIA DE LA LECHE HUMANA Y DE VACA

MUJER VACA
Energia (Kcal/100ml) 70 68
Proteinas (g/100ml) 1,1 3,5
Caseinas 40% 80%
Proteinas del suero 60% 20%
Lactoalbumina 0,16 0,09
Lactoferrina 0,17 0,001
Lisozima 0,04 -
Seroalbumina 0,04 0,03
IgA secretora 0,14 -
Grasas (g/100mil) 4,5 3,7
Linoleico 7-12% 2%
Colesterol 0,22 0,12
Glucidos (g/100 ml) 7,2 6
Lactosa 6,2 5
Macrominerales
(mEg/100ml)
Sodio 0,7 2,2
Potasio 1,3 3,5
Calcio 1,4 2,9
Microminerales (ug/100ml)
Zinc 300 3500
Cobre 37 20
Hierro 60 50
Yodo 8 4.5
Manganeso 1 3
Selenio 2,5 3
Cromo 4 2
Vitaminas (por 100ml)
A (Ul) 200 100
D (Ul) 2,2 1,4
C (ug) 4300 4000
E (ug) 180 40
K (ug) 1500 6000
B1 (ug) 16 44
B2 (ug) 36 44
B6 (ug) 10 175
B12 (ug) 0,03 0,4
Niacina (ug) 147 94
Biotina (ug) 0,6 3,5
Ac. folico 5,2 5,5

Importancia econdmica de la produccion lactea
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El consumo regular de leche animal como alimento se remonta al neolitico, momento en que el
hombre deja de ser nédmada y comienza a cultivar la tierra para alimentar a los animales
capturados que mantenia junto al hogar. En las proximidades de Ur, antigua Caldea, region
situada en la baja Mesopotamia, se han encontrado bajorrelieves sumerios que muestran el
ordefio de vacas realizados entre 4000-3100 a.C. En la Edad Media, el consumo de la leche se

concentraba en el mundo rural, principalmente sirvientes y artesanos. Posteriormente, en el
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renacimiento se generaliza el consumo de derivados lacteos. Es en el siglo XIX, con la
revolucién industrial y gracias al desarrollo tecnoldgico, cuando la leche deja de ser un alimento
del medio rural y empieza a ser consumida también en el medio urbano. Nicolas Appert realiza
los primeros intentos de conservacion de la leche mediante la esterilizacion. William Newton
consiguié conservar la leche calentandola a una temperatura menos elevada y agregandole
azucar (leche condensada). En 1864 Louis Pasteur consigue con el tratamiento térmico de la
leche cruda (pasterizacion) consigue mejorar la conservaciéon del alimento. En el siglo XX la
mejora de las técnicas de conservacion ha permitido que le leche y los derivados lacteos se

conviertan en la materia prima de una importante industria.

La industria alimentaria utiliza diferentes métodos para conservar la leche durante periodos

prolongados, procurando no afectar con ello el valor nutritivo, color, gusto y olor de la leche.

Las siguientes técnicas son las mas utilizadas:

00 Leche Higienizada: La ebullicion (temperatura superior a los 100°C) es un proceso

obligatorio en la leche fresca (la obtenida tras el ordefio de la vaca), que modifica su

olor y sabor a cambio de obtener una garantia higiénica

1 Leche Uperizada (UHT): Procedimiento similar a la esterilizacion (con calentamiento a

130-140°c durante 1-2 sg), pero con las ventajas sobre ella de conservar el sabor y el
color de la leche. Su valor nutritivo es similar al de la leche pasteurizada, aunque la
conservacion es mas larga en envases protegidos del oxigeno y de la luz, se debe de

mantener en frio

0 Leche Esterilizada: Si la aplicacion de calor supera la temperatura de ebullicién, se

obtiene la leche esterilizada. Normalmente se consigue con temperaturas del orden de
110-115°C durante 20-30 minutos, destruye todos los microorganismos y esporas. Se
conserva como la UHT unos 6 meses, pero las pérdidas vitaminicas son mayores,
afectando en pequefia medida el color y sabor de la leche.

] Leche en Polvo o Deshidratada: Es el alimento obtenido tras la evaporacién casi

completa del agua que contiene la leche, son faciles de conservar y almacenar en
recipientes cerrados y lugares secos. Se puede obtener a partir de la leche entera,

semidesnatada y desnatada.

1 Leche Evaporada o Concentrada: Es una leche esterilizada cuyo volumen se ha
reducido a la mitad por ebullicion continuada. Debe ingerirse, previa reconstitucién con

igual volumen de agua.

] Leche Condensada (azucarada): Es la leche evaporada a la que se ha anadido un

peso igual de azucar. El 50% de su peso es, pues, sacarosa, por lo que
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proporcionalmente contiene menos proteinas y grasa que las otras variedades lacteas

y por el contrario mas hidratos de carbono.

] Leche Desnatada: Es una leche esterilizada a la que se le ha extraido la casi totalidad

de sus lipidos, pero conserva sus proteinas, lactosa y calcio fundamentalmente,
aunque no sus vitaminas liposolubles. En la variedad semidesnatada, la eliminacion de

grasa es la mitad.

1 Leche fermentada o acidificada: Leche cuya lactosa ha sido digerida por

microorganismos que producen &cido lactico (Lactobacillus acidifillus) y que las hacen
mas espesas (yogurt). Si a las leches acidificadas se les adicionan levaduras las

transformaran en dos bebidas de baja concentracion alcohdlica; Kumis y Kéfir.

La produccién mundial de leche en 2007 alcanzé los 657 millones de toneladas, un 2,2 por
ciento mas que en 2006; y los analisis preliminares de 2008 apuntan a una continuacién de
este crecimiento. Con un aumento de mas del 4 por ciento, los paises en desarrollo, presididos
por China, la India, el Pakistan y los paises de América del Sur, representan una gran parte de

las variaciones registradas en la producciéon mundial.

Las industrias lacteas en Espafia procesan una media anual estimada de 7 millones y medio de
toneladas de leche de vaca, oveja y cabra (Tabla 4). Sus ventas representan en torno al 10%
del valor de las ventas de la Industria Alimentaria, lo que significa un 2% del total de la Industria
espafiola.

En su actividad se emplean de forma directa mas de de 32.000 personas constituyendo un

sector de gran importancia para la economia espafiola.
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Tabla 4. PRODUCCION DE LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS EN ESPANA

PRODUCTO ‘ 2007
LECHE RECOGIDA 6.681.500
Vaca 5.940.300
Oveja 377.400
Cabra 363.800
LECHE DE CONSUMO 3.677.400
Pasteurizada 136.700
Esterilizada 596.600
UHT 2.944.100
LECHE CONCENTRADA 59.600
Evaporada y otras -
Condensada -
LECHE EN POLVO 9.400
Entera y Semidesnatada 5.600
Desnatada 3.800
OTROS PRODUCTOS EN POLVO 8.100
NATA de consumo directo 74.900
MANTEQUILLA tradicional 41.500
OTRAS GRASAS LACTEAS 13.000
QUESOS -
De Vaca 134.200
Fresco -
Blanco pasteurizado 106.00
Blando, semi y duro 28.200
De oveja 39.700
De cabra 14.100
De mezcla 121.00
Total quesos (excepto fundidos) 309.000
Fundidos 36.000
LECHE ACIDIFICADA 774.400
Natural 347.100
Otros (sabores, frutas...) 427.300
LECHE GELIFICADA (Postres lacteos) 202.000
LECHE AROMATIZADA (Batidos) 417.700
OTROS PRODUCTOS 38.000

Datos tomados del MAPA y FeNIL. http://www.mapa.es
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Consumo de leche liguida y derivados lacteos

El consumo de leche liquida en Espafia en el afio 2007 se situé en 4.275,54 millones de litros,
lo que supone un descenso del 3% con respecto a 2006. En consumo per capita fue de 98,15
litros y el gasto per capita 64,60 euros. En el afio 2007 alrededor del 1% del gasto en

alimentacion de las familias espafiolas se destiné a la compra de este producto (Figura 3).

% GASTO EN ALIMENTACION

Otros
Café, malta y otros
Huevos
Aceites y grasas
Bebidas no alcohdlicas

Platos preparados

Vinos, cervezas, licores
Azucar, dulces
Pan, pastas, cereales

Hortalizas

Frutas
—» LECHE Y DERIVADOS

Pescados

Carnes

El descenso del consumo de leche liquida se produce principalmente en los hogares con hijos
en edad escolar y mayores. La leche entera desciende en todo tipo de hogares a excepcién de
los jovenes y adultos independientes la variedad de semidesnatada es la que evoluciona mas
positivamente, a través de hogares jovenes donde no hay nifios y en hogares de retirados
(Figura 4).

% Volumen (Its)
21,90%

44,60%

33,40%

B LECHE ENTERA (-6,1%)
= LECHE SEMIDESNATADA (+4,2%)
OLECHE DESNATADA (-2,2%)

Figura 4. Consumo de leche liquida envasada en 2007: Entera, desnatada y semidesnatada. Entre paréntesis

la variacion con respecto al afio 2006. Fuente: MAPA, La Alimentacion en Espafia 2007.
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Los hogares con nifios descienden su consumo de leche en general, son otros tipos de
productos lacteos los que consiguen incrementar su presencia en este tipo de hogares como
son los batidos de leche, batidos de yogur, leches fermentadas...El consumo de derivados

lacteos per capita es de 39,71 litros/kg (Figura 5).

Figura 5. Importancia de los derivados lacteos.

% Volumen (lIts)

9,50%

2,30%

O BATIDOS DE LECHE

0 BATIDOS DE YOGURT

B LECHES FERMENTADAS
B MANTEQILLA

B QUESO

40,30% B RESTO DE DERIVADOS

18,50%

1,10%

Fuente MAPA, La Alimentacion en Espaiia 2007

http://www.mapa.es
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2.2 ALERGIA A ALIMENTOS. ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE
VACA.

2.2.1 Inmunidad intestinal y mecanismos de tolerancia inmunolégica.

El tracto gastrointestinal es el érgano inmunolégico mas grande en el cuerpo. La superficie del
tejido epitelial intestinal es constantemente bombardeada por miles de bacterias y de proteinas
alimentarias. A pesar de esta constante exposicidon a antigenos alimentarios, Unicamente un
pequefo porcentaje de individuos son alérgicos a alimentos. Esto es debido al desarrollo de
tolerancia oral a las proteinas de la dieta. La tolerancia oral, descrita por Chase en 1941"°, se
refiere al estado de inhibicion activa de la respuesta inmune a un antigeno por medio de la
exposicion previa a antigeno por via oral. La hipersensibilidad o alergia a los alimentos es
una reaccioén adversa inmunolégica que supone una respuesta anémala frente a la ingestion de

los alimentos.

Los antigenos son procesados antes de que las celulas T respondan causando tolerancia o
hipersensibilidad a los alimentos. Después de la accién de las proteasas gastricas,
pancreaticas e intestinales, la mayoria de las proteinas de la alimentacion se ven reducidas a
una mezcla de aminoacidos, dipéptidos y tripéptidos, que son absorbidos por las células
epiteliales del intestino. Algunos de estos productos de la proteolisis, asi como proteinas
intactas que han escapado a dicho proceso pueden ser captados por diferentes células del

sistema inmunolégico.

Procesamiento de antigenos en el lumen.

Las proteinas ingeridas son sometidas a degradacion y destruccion de sus epitopos
conformacionales por el acido gastrico y las enzimas digestivas luminares, dando lugar, en
muchos casos a la destruccidon de epitopos inmunogenicos (ignorancia inmunolégica). En
modelos animales, se ha visto que una alteracion de estos factores predispone a
hipersensibilidad a alimentos mas que a tolerancia'""®. Otros factores importantes en la luz
intestinal son el peristaltismo y la barrera mucosa que recubre el epitelio intestinal y evita el
contacto de algunas proteinas.

Aquellas proteinas que escapan de la digestion y procesamiento contactan con el epitelio, el
cual es un sistema inmunolégico capaz de generar una gran variedad de respuestas

inmunoldgicas.
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Captacion de antigenos en el intestino.

Los antigenos proteicos pueden ser captados por diferentes tipos de células, dependiendo de

sus caracteristicas (Figura 6).

Placas de Peyer (PP): Son estructuras linfoides organizadas que se encuentran

distribuidas a lo largo del intestino delgado y del recto. Estan formadas por un centro
germinal compuesto por linfocitos B rodeados de una pequefa cantidad de linfocitos T.
La funcion de estos linfocitos B es la producciéon de IgA. En respuesta a una sefial
adecuada, los linfocitos B migran al nédulo linfatico mesenterio donde se produce la
maduracion a precursores de células plasmaticas, que a su vez migran a la lamina
propria, se diferencian y producen IgA dimérica™. Las celulas del epitelio intestinal en
contacto con las PP son las celulas M. Estas celulas estan especializadas en la
captacion de antigenos particulados para los que expresan receptores (ej. Poliovirus)15.
Una vez captado, el antigeno es entregado a la regién subepitelial que es rica en
celulas dendriticas (CD), que captan el antigeno y lo presentan a los linfocitos B
presentes en los foliculos de las PP. El ‘switching’ de IgA en estas células esta
mediado por TGF-B producido por celulas T. Se cree que esto contribuye también a la
tolerancia oral'®'” pero no se ha podido establecer su verdadera importancia.

Células dendriticas: Las CD son importantes presentadoras de antigenos (CPA). Son

muy ubicuas a lo largo de todo el tubo digestivo (PP, lamina propria, nddulos linfaticos
mesentéricos...).Las CD juegan un papel importante en el equilibrio entre tolerancia e
inmunidad activa en el intestino. Esta funcion depende directamente del micro-
ambiente de citoquinas y de la expresion de moléculas co-estimuladoras'®. Su papel en
la alergia a alimentos no esta completamente establecido.

Células epiteliales intestinales: Los antigenos solubles que han escapado a la

proteolisis son captados por las células epiteliales y son transportados en
microvesiculas y fagosomas para ser digeridos por los lisosomas. Moléculas intactas
son depositadas en el medio extracelular por exocitosis. Se piensa que un 2%
aproximadamente de proteinas intactas alcanzan el sistema linfatico intestinal y pasan
a la circulacion portal. La células epiteliales también pueden actuar como CPA no
profesionales. Expresan moléculas CMH clase Il y son capaces de presentar antigenos
a las células T. Al contrario que las CPA profesionales, estas células activan
selectivamente células CD8+ supresoras, jugando un papel en la supresion de la
19,20

respuesta inmune

Espacios paracelulares: En situacion de normalidad las uniones intercelulares no

permiten el paso de moléculas, incluidos pequefos péptidos o aminoacidos. En
situaciones de anafilaxia se ha visto que la permeabilidad intestinal esta aumentada.
Este aumento de la permeabilidad no se debe Unicamente al aumento de la endocitosis
de moléculas, si no también a la alteracion de las uniones intercelulares y apertura de

espacios paracelulare321'24.
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Figura 6. Zonas de captacion de antigenos: a, los antigenos pueden ser captados por las células
dendriticas y procesados en el lumen, b, los antigenos particulados son captados por las células M que
recubren las PP y son entregados a las CD en la regidon sub-epitelial y posteriormente a los foliculos de
células B. ¢, antigenos solubles pueden atravesar el epitelio por rutas trans-celulares o para-celulares y
encontrarse con células T o macrofagos en la lamina propria o alcanzar la circulacion. Tomado de Oral
tolerance and its relation to food hypersensitivities J Allergy Clin Immunol. 2005 Jan;115(1):3-12.
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Células involucradas en la induccion de tolerancia oral

En ensayos con ratones se ha visto que la tolerancia oral se puede inducir con la
administracion de una dosis alta de antigeno o con la administracién repetida de dosis bajas.
Estas dos formas de tolerancia denominadas respectivamente tolerancia de alta dosis y de baja
dosis, estan mediadas por diferentes mecanismos (Figura 7).

La tolerancia de alta dosis esta mediada por anergia linfocitaria o deleccién. Esto puede ocurrir
por la unidn a receptores de células T en ausencia de moléculas co-estimuladoras (como |L-2)
o por medio de la interaccién entre receptores co-estimuladores en las células T (CD28) y
receptores en CPA (CD80 y CD86). La deleccion en ocurre por medio de apoptosis que puede
ser bloqueada por moléculas pro-inflamatorias.

La tolerancia de baja dosis esta mediada por celulas T. Ademas de las células CD8+,
diferentes tipos de CD4+ juegan un papel importante en la induccién de tolerancia: estas se
pueden dividir en : T3, Tg1y CD4°CD25".

Tu3: Producen TGF-B y cantidades variables de IL-4 e IL-10. TGF-B podria jugar un factor
fundamental en el alcance de la tolerancia inmunoldgica. Se ha encontrado que la expresion de
TGF-B e IL-10 se encuentra disminuida en linfocitos intestinales de pacientes alérgicos a leche
cuando se cultivan in vitro en presencia de leche. La citoquina TGF-B se expresa también en
celulas epiteliales intestinales y se ha visto mediante tincion inmunohistoquimica que se

encuentra disminuida en pacientes con alergia a multiples alimentos.

Tr1: Producen IL10 que a su vez aumenta la produccién de estas células. IL-10 suprime las
respuestas antigeno-especificas. Se ha demostrado la presencia de IL-10 en las PP de ratones
tolerantes tras ser alimentados con B-lactoglobulina pero no en ratones con anafilaxia inducida

por B-lactoglobulina.

CD4°CD25" : Son células indiferenciadas, con poca capacidad de proliferacién y que producen
IL-2. Su actividad supresora esta posiblemente mediada por la union deTGF-f a receptores de
membrana. Este tipo celular expresa el factor de transcripcion FOXP3 que bloquea la

respuesta TH4 y favorece la respuesta TH,
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a. Immunity

Co-stimulatory
molecules

a. Una respuesta inmunologica requiere la unién de
complejos alergeno-CMH a receptores de celulas T en
presencia de moléculas coestimuladoras apropiadas

Ag-presenting
(CD80 y CD86) y de citoquinas

cell
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b. High-dose Tolerance

Anergy b. Con dosis altas de antigeno por via oral, la unién a
células T puede ocurrir en presencia de moléculas co-
estimuladoras o de ligandos inhibidores (CD95) que
conducen a la anergia o deleccion.
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Figura 2. Mecanismos de tolerancia oral. Tomado de Oral tolerance and its relation to
food hypersensitivities J Allergy Clin Immunol. 2005 Jan;115(1):3-12.

c. Dosis bajas de antigeno via oral dan lugar a la
activacion de células T reguladoras que suprimen la
respuesta inmunolégica por medio de citoquinas
inhibidoras solubles o unidas a la membrana celular

34



INTRODUCCION

2.2.2 Definicién de alergia a alimentos.

La diversidad en los mecanismos fisiopatologicos y las caracteristicas clinicas, diagnosticas y
prondsticas de las reacciones adversas tras la ingesta de un alimento, ha dificultado su
abordaje. En el afo 2003 se realiz6 una revisién a cargo del Comité de la Organizacién Mundial
de Alergia®. En esta Ultima revision, las reacciones adversas relacionadas con la ingesta de un
alimento se clasifican en 3 grupos: la alergia a alimentos, la hipersensibilidad no alérgica a los
alimentos (Intolerancia a alimentos) y la intoxicacién alimentaria (Figura 8).

Actualmente se admite que las reacciones alérgicas a alimentos son aquellas reacciones
adversas inducidas por alimentos en las que se demuestra la implicacién de un mecanismo
inmunoldgico. La alergia alimentaria ocurre en individuos genéticamente predispuestos en los
que la tolerancia oral no se desarrolla correctamente o se rompe una vez establecida. Se
diferencia una alergia a los alimentos mediada por IgE y no mediada por IgE, segun los

mecanismos de la respuesta inmune implicados.

La “alergia a alimentos mediada por IgE” afectaria a pacientes que presentan anticuerpos IgE
especificos, confirmados mediante pruebas in vivo o in vitro, frente a un alimento, con una
correlacion significativa con los sintomas del paciente y/o las pruebas de provocacion. El papel
de las reacciones Tipo |, mediadas por IgE, en la produccién de los sintomas en la alergia a
alimentos esta perfectamente establecido y probado a través de estudios en los que se han
realizado provocaciones orales doble ciego controladas con placebo (PODCCP).

La denominada “alergia no mediada por mecanismo IgE”, incluye aquellas reacciones
causadas por otros mecanismos inmunoldgicos como inmunidad celular especifica,
inmunocomplejos, o por otras inmunoglobulinas distintas de la IgE, aunque no se ha valorado

su relevancia clinica mediante provocaciones orales controladas.

Esta division en alergia mediada y no mediada por IgE, que puede ser util desde el punto de
vista académico, es excesivamente simplista para definir los diversos mecanismos
patogénicos, que se activan en la respuesta inmune frente a un alimento. Hay que tener en
cuenta, que solo en las reacciones de hipersensibilidad mediada por anticuerpos de clase IgE
se tienen suficientes y validadas pruebas de diagnéstico, que nos permiten reconocer el
alimento implicado en la reaccion y el mecanismo inmunolégico subyacente. En el caso de las
reacciones no mediadas por IgE, el conocimiento actual sobre su patogénesis es incompleta, y
por otra parte, en ciertas entidades como la esofagitis eosinofilica o la dermatitis atopica
parecen existir mecanismos patogénicos superpuestos en los que en muchas ocasiones se
puede establecer una sensibilizacion mediada por IgE frente a determinados alimentos y un
mecanismo celular, de nuevo la implicacién del alimento sbélo se puede realizar por la
observacion clinica. No tenemos pruebas de diagnostico de estas patologias, en particular las
gastrointestinales, que pongan de manifiesto el alimento y el mecanismo implicado. En este
sentido, Sampson26 clasifica las manifestaciones debidas a hipersensibilidad alimentaria en

enfermedades IgE mediadas, parcialmente IgE mediadas y enfermedades exclusivamente
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mediadas por mecanismos celulares.

Figura 8. Clasificacion de las reacciones adversas a alimentos.

Reaccion
adversa
a alimentos

Mediada No mediada Mecanismo Mecanismo Mecanismo
por IgE por IgE metabdlico enzimatico farmacolégico

La hipersensibilidad no alérgica a los alimentos agruparia a los casos en los que la historia
clinica o la provocacién oral (PO) claramente confirman el papel causal de un alimento, pero no
existe evidencia de un mecanismo inmunoldgico. Puede deberse a un mecanismo enzimatico:
reaccion especifica del huésped pero en la que no participan mecanismos inmunoldégicos sino
ocurre como consecuencia de alteraciones o defectos en los mecanismos metabdlicos, déficit
de algunos enzimas (lipasa, lactasa, fructosa 1,6 fosfato...), 0 a un mecanismo farmacolégico:
causada por sustancias de los alimentos que pueden ocasionar reacciones en los individuos
como cafeina, histamina etcétera.

Por ultimo, la infoxicacién alimentaria ocurre cuando se ingieren sustancias toxicas que se
incorporan al alimento durante su procesamiento o por contaminacion, por ejemplo toxinas o

bacterias presentes en el alimento.

De aqui en adelante se hara referencia a las reacciones de “alergia a alimentos mediada por
IgE” debido a que el objeto de esta tesis es la patologia alérgica a la leche mediada por

mecanismo IgE.

2.2.3 Alimentos implicados en alergia alimentaria

Sobre la base de estudios transversales de prevalencia llevados a cabo en adultos y nifios de
diferentes paises, se acepta generalmente que los alimentos mas frecuentemente implicados

en reacciones alérgicas son el huevo, la leche, el cacahuete, los frutos secos, el pescado,

marisco, la soja, el trigo, las frutas y las legumbres.
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La importancia relativa de los alimentos varia notablemente con la edad de los pacientes y la
localizacion geografica. En nifios el huevo y la leche de vaca son los alimentos mas
frecuentemente implicados en todos los estudios. Esto concuerda con el hecho de que son los
alimentos mas consumidos en todo el mundo en este grupo de edad. En Espafia se confirma
esta tendencia, ya que los alimentos mas frecuentemente implicados en la patologia alérgica
alimentaria en menores de 5 afios son la leche de vaca y el huevo de gallina®?°. Sin embargo
tras estos 2 alimentos hay claras diferencias entre los distintos paises. En nuestro pais, entre la
poblacion infantil, el tercer lugar lo ocupa el pescado, seguido de las frutas'. Esto
probablemente se debe al amplio consumo y temprana introduccién del pescado en la dieta
infantil en nuestro pais, alimento que ni siquiera aparece en ofras series (Figura 9). Otros
ejemplos de diferencias debidas a las costumbres gastrondmicas de cada pais son, el sésamo
que ocupa el 3° lugar en Israel donde es un alimento muy consumido, y el cacahuete, alimento
frecuentemente responsable de reacciones alérgicas en Estados Unidos, incluso en nifios
pequefos, dado que la mantequilla de cacahuete es un alimento habitual en la dieta®. Asi
pues, en alimentos cuya sensibilizacién se produce via digestiva el momento de introduccién
de este y la frecuencia de consumo en la poblacién parecen ser factores determinantes en la

produccion de alergia a dicho alimento.

A medida que la edad aumenta, el huevo y la leche van dejando paso como alimentos
implicados en reacciones alérgicas a las frutas, los frutos secos y el marisco, en distinto orden
en funcién de los habitos alimenticios de cada pais®'™*. Dentro de las frutas, las rosaceas, y
entre ellas el melocotdn figura como principal responsable de la alergia alimentaria entre los

adultos®3*,

2.2.4 Epidemiologia.

Generalmente se acepta que la alergia alimentos afecta a un 1-2% de la poblacion general®>>°.
Las cifras de prevalencia de alergia a alimentos varian de unos estudios a otros, en funcion del
diferente disefio empleado en su realizacion. Los datos son diferentes si los estudios estan
basados unicamente en reacciones adversas a alimentos referidas por el paciente o si se
realizan pruebas para confirmar la implicacion de un mecanismo IgE en la clinica del paciente,
es decir, reactividad en pruebas cutaneas y/o provocaciones orales. En general existe una
pobre concordancia entre estas dos aproximaciones (33). En Espafa, en 1992 se realizé un
estudio epidemiolégico multicéntrico de ambito nacional auspiciado por la Sociedad Espafiola
de Alergologia e Inmunologia Clinica (SEAIC), llamado Alergoldgica. En él se estudiaron mas
de 4000 pacientes, y se recoge que el 3,6% de los pacientes derivados a consultas de alergia
presentaban sensibilizacion a algun alimento®, en la actualizacion de este estudio,
Alergoldgica 2005 se encuentra un incremento del niumero de pacientes remitidos por esta

patologl'a38 :
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Cuando se evalua la poblacion infantii de forma aislada estos porcentajes se elevan
sustancialmente. Bock™ publicé un estudio en 480 nifios de menos de 3 afios encontrando una
prevalencia del 6% de alergia alimentaria, siendo la leche de vaca el alimento implicado con
mas frecuencia. Los alimentos son la causa mas frecuente de patologia alérgica en la primera

infancia, y de forma casi exclusiva en los dos primeros anos de vida.

En cuanto al sexo, diversos estudios realizados en adultos han puesto de manifiesto un

predominio del sexo femenino en la alergia a alimentos™*".

En el caso concreto de la leche, se estima que hasta un 15% de los lactantes presentan
sintomas sugestivos de alergia a la leche. Sin embargo, una revisién reciente situa esta
prevalencia de la alergia a este alimento entre el 2 y el 3% de la poblacion en el primer afio de

Vida39-4‘|

. En los nifios con alimentacién materna exclusiva detectan sensibilizacién a proteinas
de leche de vaca (PLV) en un 0,5%. En nuestro pais, y segun diferentes autores, en el primer
afio de vida la alergia confirmada a la leche de vaca oscila entre 0,36 y el 1,9%, y ocupa el
tercer lugar después del huevo y el pescado, como motivo de consulta por la alergia a

alimentos®. La aparicién de alergia a la leche de vaca en la edad adulta es excepcional.

Figura 9. Prevalencia de alergia a los distintos alimentos en poblacién infantil en Espaiia.

Huevo 10%

Pescado 12%- Marisco 12%

Frutos secos 36%

Frutas 37%
Mayores de 5 anos

Pescado 14%

Menores de 5 ainos

Datos tomados de Alergoldgica 2005
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2.2.5 Alergenos implicados. Alergenos de la leche.

Cada alimento contiene gran numero de sustancias con capacidad alergénica, si bien suele
haber uno o varios alergenos principales o mayores y otros alergenos secundarios 0 menores,
considerados asi segun que sean, respectivamente, alergenos a los cual responda la mayoria
de los pacientes sensibilizados al alimento en cuestion, o a los que solo responden algunos
pocos individuos.

2.2.5.1 Alergenos de la leche

La leche de vaca contiene 3g de proteina/100 mL e incluye al menos 25 proteinas distintas

42-44
(

entre séricas y caseinas Tabla 5). Las proteinas de la leche son de los alergenos mejor

caracterizados, se conocen la mayor parte de las variantes genéticas.

Tabla 5. Proteinas de la leche de vaca.

Proteinas Concentracion Peso Nomenclatura
o-caseina (s140% y s2
12-15g/Ly 3-4 g/L | 23,6 KDa
10%)
Caseinas - - 25,2 KDa
Bosd 8
80% del total 28% B-caseina 9-10 g/L 23,9 KDa
19,0 KDa
10% k-caseina 3-4 g/L
5% a—lactoalbumina 1-1,5 g/L 14,2 KDa Bos d 4
9% pB-lactoglobulina 3-4 g/L 18,3 KDa Bosd5
Proteinas 1% albumina sérica bobina 0,1-0,4 g/L 66,3 KDa Bosd 6
del suero 1% Inmunoglobulinas 06 ol 160 KD Bos d 7
20% del total bovinas o g @ 08
Lactoferrina, transferrina,
Trazas 80 KDa -
lipasa, enterasa

a. Caseinas

Las caseinas (Bos d8) son fosfoproteinas que se clasifican en funciéon de su homologia en la
secuencia primaria (secuencia de aminoacidos) en las siguientes familias: o ¢, o s, B- Y k-

caseina.
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asi-caseina: constituye el 40% de la fraccion caseina en la leche de vaca. Se conocen varias
variantes genéticas de esta proteina. o s; —-CN B-8P se considera la proteina de referencia
dentro de esta familia y esta formada formada por una cadena polipeptidica simple fosforilada
de 199 AAs (Asp;, Asng, Thrs, Serg, Ser Pg, Glugs, GIn14, Pro17, Gly9, Ala9, Val11, Met5, lle11,
Leu17, Tyr10, Phe8, Lys14, His5, Trp2 y Arg6) con un peso molecular de 23,615 KDa. Cerca
del 70% de la proteina no se plega, conteniendo un porcentaje pequefio de estructura

secundaria®.

asp-caseina: constituye el 10% de la fraccion caseina en la leche de vaca. Hay dos
componentes mayores y varios menores que se diferencian en los niveles de fosforilacion post-
transcripcional y en la presencia de puentes disulfuro. Las formas predominantes en la leche
bovina tienen un puente disulfuro intramolecular y se diferencian unicamente en el grado de
fosforilacion. a ;—CN A-11P es la proteina de referencia y esta formada por una cadena
polipeptidica simple con un puente disulfuro interno y 207 residuos de AAs: Asp,, Asny,, Thrys,
Serg, Ser P41, Gluys, Glngg, Proqg, Gly,, Alag, Cys,, Valy, Mety, lleqq, Leuys, Tyry, Pheg, Lysoq,
Hiss, Trp, y Args con un peso molecular de 25,226 KDa.

p-caseina: constituye el 45% de la fraccion caseina. 3-PCN A2-5p, proteina de referencia, esta
formada por una cadena polipeptidica de 209 AAs: Aspy, Asns, Thrg, Serqq, Ser Ps, Gluyg, Glnyg,
Pross, Glys, Alas, Valig, Mets, lleqg, Leug,, Tyrs, Pheg, Lysqq, Hiss, Trps y Args con un peso
molecular de 23,983 KDa. A pesar de su poca homologia comparte una estructura similar

con og1- caseina.

K-caseina: constituye el 12% de la fraccién caseina. Se presenta en forma de polimeros
(desde dimeros hasta octdameros) unidos por puentes disulfuros. Es la unica fraccion
glicosilada. Estéd formada por 169 AAs: Aspy4, Asng, Thrys, Serq,, Ser Py, Pyroglu,, Gluqy, Glnyg,
Progg, Gly,, Alass, Cys2, Valy4, Mety, lleq,, Leug, Tyrg, Phey, Lyse, Hiss, Trps y Args con un peso
molecular de 19,037 KDa*®.

b. Proteinas del suero.

El término proteinas del suero se emplea para designar aquellas proteinas que permanecen
solubles después de la precipitacion de las caseinas a pH 4.6 y 20°C. Los componentes mejor
caracterizados son a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, albumina sérica e inmunoglobulinas. De

ellas, son considerados alergenos mayoritarios la a-lactoalbiimina y p-lactoglobulina®’*®.

p-lactoglobulina (Bos d5): Es la proteina mayoritaria del suero. Se presenta en forma de
dimero, con una longitud de 162 AAs: Asp4, Asns, Thrs, Ser; Glus, Glng, Pros, Gly,, Alass,
Cysb, Valg, Met,, lleyg, Leuy,, Tyrs, Phey, Lysys, Hisy, Trpa y Args con un peso molecular de

18,277 KDa. Su estructura esta estabilizada por dos puentes disulfuro que incrementan su
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estabilidad. Es una proteina globular que pertenece a la familia de las lipocainas y comparte
con ellas estructura secundaria y terciaria (barril B) y la capacidad de unir pequefias moléculas

hidrofébicas.

a-lactoalbiumina (Bos d4): Es también una proteina globular con una longitud de 123 AAs:
Ala; Arg,, Asng, Aspqz, Cyss, Gluz, Glng, Glys Hiss, lleg, Leuys, Lyss» Mety, Phey Pro,, Gly,, Sery,
Thr; Trps Tyr, y Valg, con un peso molecular de 14,178 KDa. Comparte un 40% de homologia
con la lisozima pero sin capacidad de hidrolitica. Tiene 4 puentes disulfuro que le confieren

gran estabilidad.
2.2.6 Manifestaciones clinicas de la alergia a alimentos. Manifestaciones de la APLV.
Manifestaciones clinicas de la alergia a alimentos.

La piel es el 6rgano diana en las reacciones de hipersensibilidad a alimentos. Los sintomas
cutaneos son las manifestaciones mas frecuentes en la patologia alérgica alimentaria, junto
con la clinica digestiva™**®. La clinica cutanea puede presentarse como Unica manifestacion
de una reaccion alérgica alimentaria o puede formar parte de una reaccién generalizada,
acompafiandose de manifestaciones digestivas, oculares, respiratorias o incluso participando

de un shock anafilactico propiamente dicho®’ (Figura 10).
a. Manifestaciones cutaneas

Los trastornos alérgicos alimentarios mediados por IgE pueden manifestarse a nivel cutaneo
como urticaria y/o angioedema agudos. Existen otras manifestaciones clinicas a nivel cutaneo
relacionadas con la alergia a alimentos y mediadas por otros mecanismos fisiopatologicos,

como la dermatitis de contacto®*®*

. Por otra parte, el papel de la alergia a alimentos en la
patogénesis de otras manifestaciones cutaneas como la dermatitis atopica es aun

controvertido®.
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Figura 10. Manifestaciones clinicas de la alergia a alimentos mediada por IgE.

e  Urticaria aguda/angioedema
e  Urticaria de contacto
e  Urticaria cronica

Manifestaciones
Respiratorias

Sindrome de Alergia Oral
e  Sintomas
gastrointestinales

e  Rinitis (conjuntivitis)
e Asma

La manifestacion cutanea mas frecuente es la urticaria aguda, que puede ir acompafiada o no
de angioedema. La urticaria se presenta desde el 30%° hasta el 60% de pacientes alérgicos a
alimentos‘“’, siendo en alrededor del 44% de los pacientes manifestacion clinica aislada sin
acompafarse de afectacion de otros drganos. A su vez, en la poblacion infantil la primera

causa de urticaria / angioedema de mecanismo IgE mediado son los alimentos®.

La urticaria de contacto por proteinas de alimentos también es una manifestacion clinica
frecuente. Suele presentarse como edema y eritema local en la zona de contacto, a los pocos
minutos, pero en ocasiones los sintomas pueden generalizarse apareciendo urticaria

generalizada, sintomas respiratorios e incluso anafilaxia.

La urticaria cronica, es una patologia claramente mas prevalente entre los adultos que en la
poblacion infantil. En raras ocasiones este esta relacionado con un alérgeno alimentario®®*°. A
pesar de ello, se han descrito algunos casos de urticaria crénica causada o agravada por

alergenos alimentarios ocultos o por sensibilizacion a varios alimentos®.

b. Reacciones gastrointestinales inmediatas

La clinica digestiva inmediata junto con la clinica cutanea forman el patrén tipico de
presentacion de la alergia alimentaria IgE mediada®"®®. Aparece tipicamente entre pocos

minutos y las 2 horas tras la ingesta del alimento. Dentro de dichas manifestaciones se

incluyen nauseas, vomitos, dolor abdominal y diarrea®. Aunque esta clinica puede aparecer de
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forma aislada, habitualmente aparece asociada a clinica a nivel de otros 6érganos,
predominantemente cutanea, aunque también respiratoria, ocular o incluso en el contexto de

una anafilaxia®.

El Sindrome de Alergia Oral (SAO) podria considerarse como el equivalente de la urticaria
aguda de contacto a nivel orofaringeo. Al contrario de lo que sucede con la alergia a la leche y
al huevo, la prevalencia de este sindrome aumenta con la edad, adquiriendo mayor
importancia). Tipicamente es producido por la toma de frutas y vegetales crudos® entre los
nifos escolares y los adolescentes con respecto a la primera infancia. Clinicamente se
manifiesta como prurito orafaringeo, acompafado generalmente de eritema y angioedema
perilabial de forma inmediata tras la ingesta. Puede acompafarse de edema lingual e incluso

edema de uvula con el consiguiente compromiso respiratorio.
c. Manifestaciones respiratorias de la alergia a los alimentos

La sintomatologia respiratoria es menos frecuente que la clinica dermatoldgica y digestiva, y
usualmente se asocia a cuadro generalizado de anafilaxia. La incidencia de sintomatologia

65,66

respiratoria inducida por alergia a alimentos, segun Onorato y Nekam se estima entre un 2

y 8% en nifios que previamente presentaban asma bronquial.

La rinitis es un sintoma que raramente aparece aislado. Si bien, es le sintoma respiratorio mas
frecuente, se estima que hasta en un 70% de los sintomas respiratorios correspondian a rinitis
en provocaciones orales a alimentos®’. Al igual que la rinitis, el asma bronquial aislada no suele
ser frecuente como sintoma unico de alergia alimentaria. Hay estudios que sugieren que la
sintomatologia respiratoria como respuesta a una sensibilizacién alimentaria es mucho mas

frecuente en nifios que presentan previamente asma bronquial y dermatitis atépica68’69.

d. Anafilaxia inducida por alergia a los alimentos

La alergia alimentaria es la principal causa de reacciones anafilacticas tratadas en los servicios

de Urgencias hospitalarias’®"™.

Aunque cualquier alimento puede provocar una reaccion
alérgica, ciertos alimentos han sido citados mas frecuentemente como una causa de anafilaxia
grave o mortal, como cacahuetes, nueces, y mariscos, ocupando un segundo lugar leche,
huevo, pescado, y otros’*"°.

Existen algunos factores de riesgo que hacen que sean mas frecuentes las reacciones
anafilacticas, como la presencia de asma bronquial previa, la incapacidad para reconocer la
gravedad de las reacciones por negacion de los sintomas o por presentacién "atipica",
ingestion inadvertida de alergenos ocultos en alimentos procesados’®, asi como tratamientos
inadecuados como la escasa utilizacion de adrenalina por los médicos de los servicios de

Urgencias hospitalarios, que emplean habitualmente corticoides y antihistaminicos”""*7"""8
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2.2.6.2 Manifestaciones clinicas de la APLV.

La aparicion de los sintomas suele coincidir con la introduccioén de la lactancia artificial, tras un
periodo de lactancia materna en los primeros meses de vida. Los sintomas pueden aparecer
incluso con la primera toma. Si el nifio tolera bien los primeros biberones, el intervalo entre el
intervalo entre el comienzo de la alimentacion artificial y la aparicién de sintomas, no suele
superar la primera semana. Los sintomas comienzan en la primera hora de la toma de formula

lactea, a veces solo en unos minutos.

La clinica mas frecuente con la que se manifiesta la alergia a la leche es la cutanea. La
mayoria de los alimentos implicados en reacciones alérgicas producen indistintamente urticaria
y/o angioedema. Eseverri’”® en 1999, en un estudio sobre urticarias mediadas por IgE
concluyen que el huevo, la leche y el pescado reaccionaron mayoritariamente como urticaria
aislada, mientras que en el caso de los frutos secos se observa un predominio de la asociacion
urticaria-angioedema. En los individuos alérgicos, ademas de por ingestion, la leche puede
producir sintomas por contacto directo o indirecto y también por inhalaciéon, como puede
suceder en los nifios con anafilaxia o en los adultos con alergia ocupacional. El huevo y la
leche en la poblacion pediatrica, se suman a la lista de alimentos mas frecuentemente
implicados en la urticaria de contacto en el adulto (pescados, mariscos, frutos secos, frutas y

verduras)®*®'.

La clinica digestiva inmediata junto con la clinica cutanea forman el patrén tipico de
presentacion, fundamentalmente en cuanto a epigastralgia, vomitos o diarrea, no siendo tan

frecuente como en el caso de los vegetales el Sindrome de Alergia Oral**®*.

La sintomatologia respiratoria secundaria a la ingesta de leche, es menos frecuente que la
clinica dermatolégica y digestiva, y usualmente se asocia a cuadro generalizado de anafilaxia.
Si bien la leche, junto con los frutos secos y el huevo, son los alergenos que mas
frecuentemente se han implicado en la rinitis y el asma bronquial inducida por sensibilizacion a
alimentos®®®.

Por ultimo, este alimento, ocupa, junto con el huevo y el pescado, el segundo lugar en cuanto a
alimentos responsables de reacciones anafilacticas graves o mortales, por detras de los

cacahuetes, nueces y mariscos’ 47782,
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2.2.7 Diagnéstico de la alergia a alimentos. Diagndstico de la APLV. Aplicacién de los

microarrays en el diagnéstico de la alergia a alimentos.

Las técnicas de diagnostico disponibles en la practica clinica habitual en alergia se
desarrollaron a lo largo del siglo XX. El pionero en la investigacion en alergologia fue Charles
Backley a finales del siglo XIX. Preparé extractos alergénicos de poélenes y durante afos
ensayo aplicandolos en la nariz, la conjuntiva o la piel. Encontré también una relacion directa
entre el numero de granos de polen contabilizados en el microscopio y la intensidad de los
sintomas observados en el sujeto. De las observaciones de Backley ha sido de gran
importancia para el diagnéstico el constatar la induccion de un habdn y eritema tras la
aplicacion epicutanea del polen. Esto ha derivado en lo que posteriormente se han denominado
pruebas epicutaneas o “prick test” que constituyen aun hoy en dia un pilar fundamental en el
diagnéstico alergologico. La posibilidad de identificar pacientes sensibilizados mediante
pruebas de exposicion condujo al primer intento de desarrollar por parte de Noon y Freeman
una inmunoterapia especifica que, aunque con la creencia falsa de considerar que la rinitis
estaba producida por una “toxina” del polen, observando la adquisicién de tolerancia que se

mantenia tras interrumpir el tratamiento.

Prausnitz y Kustner en 1920%® demuestran que en el desarrollo de la respuesta alérgica estan
implicadas inmunoglobulinas. Inyectaron suero de Kistner, alérgico a pescado, en el antebrazo
de Prausnitz transfiriéndole de este modo la sensibilidad al extracto de pescado. No obstante
fue 50 afios mas tarde, en 1967, cuando Ishizaka (confirmado con experimentos de Johannson
y Bennich) caracterizé la molécula responsable, denominandola IgE*. En ese mismo afio se

dispuso del primer RAST (radioallergoabsorbent test).

A mediados de los afios 80 se hace un intento por estandarizar los extractos alergénicos en
funcion del alergeno mayoritario, lo cual incrementa la calidad de los mismos. En los afos 90
se clonan los primeros alergenos, lo que nos lleva a disponer de extensas librerias de
alergenos recombinantes para diagnostico. Esto crea la necesidad de nuevas técnicas de
analisis masivo y simultaneo. El objetivo es pasar del diagnéstico basado en extractos
alergénicos (formados por conglomerados de moléculas alergénicas y no alergénicas) al
“diagndstico por componentes”, es decir, establecer exactamente la molécula alergénica
causante de la reaccion®. Esto es de gran importancia, debido a las limitaciones de los
extractos alergénicos actuales. Estas son las dificultades de estandarizacién (expresiéon de
alergenos en ciertas condiciones de maduracion del alergeno, contaminacion, infra-
representacion o degradacion de alergenos importantes) y el identificar la fuente alergénica y
no las moléculas responsables de la reaccion dificulta por ejemplo distinguir entre fendmenos

de reactividad cruzada vs co-sensibilizacion.

En la practica clinica habitual se dispone de extractos alergénicos para la realizacién de
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pruebas cutaneas y técnicas de laboratorio para detectar niveles de IgE especifica y total. La
figura 11 recoge la evolucion de las pruebas diagnosticas a lo largo del tiempo®. En los dos
primeros apartados de este capitulo se resumiran las pruebas empleadas en la practica clinica
habitual y en el Ultimo se introduciran los ensayos microarray, su aplicacion en el campo de la
inmunologia y en concreto en el estudio de la alergia a alimentos y en concreto su utilidad en el

diagnéstico de la APLV, objeto de la presente memoria.

Figura 11. Evolucion histérica del diagnéstico en alergia.

Caracterizacion Estandarizacion de Librerias de DNicroarray de
Pl'“l"hf's_ fl‘i‘" de la IgF los extractos de Clonacién alergenos alergenos
_exposicion alergenos de recombinantes
(“prick test”) RAST l alergenos l l

1880 1967 ~1985 1988-91 1995-00 2001

Pruehas ‘in vive’ >
| Fruebas ‘in vitro’ >

Diagnostico por componentes

2.2.7.1 Diagnéstico de la alergia a alimentos.

El objetivo fundamental en el diagnostico de las reacciones alérgicas a alimentos mediadas
por IgE es el establecimiento de una asociacion causal entre el alimento y las manifestaciones
clinicas referidas por el paciente (que se recogen mediante la historia y la exploracion clinica

87,88

inicial) y la identificacién del mecanismo IgE subyacente (mediante pruebas cutaneas y/o

determinacion de IgE sérica especifica).
a. Historia Clinica

La historia clinica que se le realiza al paciente o a sus familiares es la herramienta muy util en
el diagnostico de alergia a alimentos. Cuando la reacciéon se desencadena de forma aguda o
anafilactica tras la ingestion de un unico alimento de forma aislada, la historia personal tiene
un valor predictivo mucho mas alto que en el caso de manifestaciones crénicas (dermatitis
atépica, gastroenteropatias eosindfilicas,...). El Comité de Reacciones Adversas a Alimentos
de la SEAIC en 1999%, establecié de forma concreta y clara los puntos fundamentales que hay
que abordar en la historia clinica cuando existe una sospecha de alergia mediada por IgE a

algun alimento (Tabla 6).
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Tabla 6. Datos de interés en la anamnesis ante la sospecha de una reaccion alérgica mediada por

IgE a un alimento.

Sospecha de los padres

Alergenos ocultos (pensar leche, huevo
Identificacion en nifos)

Consumo a la vez de varios alimentos

- Alimento Contaminacién

Diario dietético

Cantidad

Forma de preparacion

Clinica con manipulacién / inhalacién

Consumo posterior del alimento
(en la misma o distinta forma de preparacion)

Tiempo de latencia desde la ingesta

Descripcion de sintomas

Duracion de los sintomas

Reaccion Necesidad de tratamiento, atencién en Urgencias

N° de episodios

Frecuencia de los episodios

Fecha del ultimo episodio

Edad Edad actual

Edad en el inicio de la clinica

Estado de salud

Estado del paciente en el

> Tratamientos
Momento de la reaccion

Ejercicio fisico

Paciente Dermatitis atopica

Otras enfermedades alérgicas
(alergia a otros alimentos, rinoconjuntivitis/asma alérgico)

Otras enfermedades no alérgicas

Antecedentes familiares
(dermatitis atopica, enfermedades alérgicas)

Fuente: SEAIC™.

Habitualmente el paciente o los familiares pueden reconocer el alimento causante de la
reaccion mediada por IgE. En la primera infancia la introduccion cronolégicamente pautada de
los alimentos facilita la identificacion del alimento responsable. En ocasiones los
desencadenantes de las reacciones pueden estar ocultos (productos manufacturados pueden
llevar proteinas de huevo o leche (aglutinantes, etc.)9°. También hay que investigar sobre los
alimentos que el paciente ha comido al mismo tiempo o sobre la posible contaminacion (por
haber estado en contacto con otro, o haberse cocinado con los mismos utensilios con los que
se han cocinado otros).

Debe registrarse la cantidad del alimento con la que el paciente presenté sintomas. Se necesita
superar una determinada cantidad umbral para que se manifieste la clinica (dosis umbral),
cantidad que dependera del grado de sensibilizacién del paciente y la potencia alergénica del
alimento. Se debe recoger también la forma de preparacion del alimento con el que presento la
reaccion, ya que la alergenicidad de algunos alimentos es diferente si se ingiere el alimento

crudo o cocinado, o si se come completo o sélo una parte.

Se debe realizar una rigurosa descripcion de la sintomatologia. Debe evaluarse la gravedad de

la reaccion, ya que la intensidad de los sintomas no predice el prondstico pero si se relaciona
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con el grado de sensibilizacion del paciente y posibles riesgos en sucesivas exposiciones al
alimento. Se debe recoger el tiempo de latencia entre la ingesta y la aparicion de los sintomas.
Es caracteristico que este, en las reacciones mediadas por IgE, sea menor de dos horas. Se
recogera la frecuencia de los episodios alérgicos y su distribucion en el tiempo. Esta
informacion puede resultar util en la identificacion del alimento implicado. El tiempo transcurrido
desde el ultimo episodio es especialmente importante en los nifios pequefios, ya que la
evolucién natural de esta enfermedad es el desarrollo de la tolerancia después de una dieta
de exclusién, y este dato puede orientarnos en cuanto al momento evolutivo en el que esta el

paciente.

En cuanto a los datos del paciente, se debe recoger la edad actual y de comienzo de
sintomatologia. También hay que investigar las circunstancias en las que se desarrolld la
reaccion: el estado de salud del paciente, tratamientos farmacoldgicos, ejercicio fisico y otras
circunstancias ambientales y emocionales coincidentes en el momento del episodio.

Debe interrogarse acerca de antecedentes familiares y personales de otras enfermedades

atdpicas (dermatitis atopica, rinitis, asma).

b. Deteccién de IgE especifica

Para la deteccidn de IgE especifica frente al alimento implicado disponemos de métodos in vivo
e in vitro. Estas técnicas se basan en la utilizacion de extractos alergénicos y su rentabilidad

depende de la calidad de los mismos.

Factores que afectan la calidad de un extracto alergénico de alimentos.

Un extracto alergénico es un producto bioldgico resultante de la extraccion de los componentes
alergénicos del alimento. Existen diferentes tipos de extractos: extractos naturales parcialmente
purificados y extractos purificados que se pueden obtener a partir del aislamiento de la fuente
natural o a través de técnicas recombinantes. Los extractos naturales parcialmente purificados
se obtienen a partir de una fuente natural por medio de la extraccién del material alergénico.
Cuando a partir de un extracto natural se identifican los componentes antigénicos y se aislan
mediante un proceso de purificacion obtenemos los alergenos naturales purificados. Su calidad
depende de la rentabilidad del proceso de purificacion y su rendimiento diagndstico esta

condicionado por la importancia de dicho alergeno en el extracto.

Hay muchos factores que durante el proceso de produccion del extracto pueden afectar a la
calidad del producto final. La seleccion de la fuente apropiada de material alergénico es
fundamental. Cuando existen varias disponibles para un mismo alergeno se debe emplear la
mas relevante alergénicamente. Un problema importante es la variabilidad alergénica de las

91-93

variedades de la misma especie” 7. El grado de maduracion y el almacenamiento también
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pueden influir en el contenido de alergenos mayoritarios. Una posible solucion a este problema
podrian ser los alergenos recombinantes, que son alergenos bien definidos, en cantidades
conocidas, bien estandarizados, con ausencia de productos indeseables, que se obtienen por
recombinacién de acidos nucleicos in vitro. Requiere que previamente se hayan identificado los
alergenos. Entre sus muchas ventajas destaca que es un material reproducible, muy bien

definido, no expuesto a la variabilidad biolégica®.
Estudio in vivo: Pruebas cutaneas.

La prueba cutanea en “prick”.

El método de eleccidn para demostrar en un paciente una sensibilizacion mediada por IgE a un
alimento determinado es la prueba cutanea mediante la técnica de prick. Para su realizacién se

siguen las normas aceptadas internacionalmente® .

La prueba cutanea en “prick” es una técnica sencilla, barata, segura y reproducible y permite
una evaluacién rapida del paciente para explorar la existencia de sensibilizacidén a diversos
alimentos. En general es una prueba de una alta sensibilidad, un resultado negativo
practicamente excluye la posibilidad de aparicion de sintomas en la prueba de provocacién96’97,
pero una prueba cutanea positiva es solo sugestiva de una respuesta IgE frente a ese
alimento, y su interpretacion debe supeditarse a la historia clinica y en la mayoria de las
ocasiones, al resultado de la provocacion oral. En los casos de una reaccién anafilactica tras
la ingestion de un alimento aislado, o de reacciones recientes vy repetidas con un mismo
alimento, una prueba cutanea positiva se considera de valor diagnostico definitivo® %, El
“prick” es una prueba con una alta sensibilidad pero su sensibilidad puede disminuir porque se
utilice un extracto de mala calidad, tenga poca cantidad de alergeno mayor o que se haya

degradado por la manipulacién del alergeno en la preparacion del extracto.

Método prick-prick.

Cuando la historia es muy sugestiva de alergia y si se obtiene una prueba cutanea negativa,
se debe repetir la prueba cutanea con el alimento fresco antes de concluir que no se detecta
IgE especifica. Para su realizacion se utiliza el alimento el fresco. Se punciona primero con la
lanceta el alimento y a continuacion la piel del pacientegg. Es un método sencillo, reproducible,
garantiza que los alergenos estan presentes y aumenta la sensibilidad cuando se trata de
estudiar alimentos cuyo contenido antigénico es labil (hortalizas, frutas frescas, etcétera),

situacion en la que los extractos comerciales son menos utiles® "%
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Estudio in vitro: deteccion de IgE especifica frente a alergenos alimentarios.

Determinacion de IgE especifica sérica.

Existen diversas técnicas para la determinacion de IgE especifica sérica (radioisotépicas,
inmunoenzimaticas, colorimétricas, fluorométricas y quimioluscentes) en las que el alergeno
puede encontrarse en fase liquida o sdlida., pero en la actualidad el método mas comunmente
utilizado es un método fluorimétrico (CAP Pharmacia) (ver descripcién en apartado Material y
Métodos).

Al igual que en las pruebas cutaneas, existe una variabilidad en su utilidad clinica en funcion
de la naturaleza del alimento y de la procedencia del extracto™. Su rentabilidad diagndstica es

103-106

buena para alimentos como la leche, el huevo, cacahuete y pescado y mas baja para

frutas frescas y vegetales'®%.

La determinacion de IgE especifica debe ser utilizada en conjuncién con la historia clinica. En
la practica clinica las pruebas cutdneas en “prick” y la determinacion de IgE especifica son
pruebas que se utilizan de forma conjunta. La determinacion de IgE especifica se considera
una alternativa a las pruebas cutdneas cuando no es posible la realizacion de éstas
(enfermedad dermatolégica grave, dermografismo, etcétera) o en el caso de reaccion
sistémica. Sin embargo, es una técnica mas cara y los resultados no estan disponibles en el
momento. Algunas de las ventajas de esta prueba sobre la cutanea es que se pueden realizar
multiples determinaciones con una Unica muestra de suero y si se utiliza un mismo método de
determinacion de IgE especifica los resultados son cuantitativamente comparables entre
diferentes laboratorios y a lo largo del tiempo, por lo que es una herramienta util en

investigaciénag.
c. Otras pruebas diagndsticas

Pruebas epicutaneas

La prueba epicutanea o prueba del parche se ha utilizado para el diagndstico de la dermatitis
de contacto con una buena rentabilidad diagndstica. En el caso de las reacciones mediadas por
anticuerpos de clase IgE, no existe una adecuada estandarizacién de esta prueba en lo
referente a los extractos que se deben utilizar, ni de su metodologia, y en cuanto a su utilidad
en el diagnostico de estas patologias su rendimiento es aun controvertido, pudiendo resultar
utiles en las reacciones tardias (exacerbaciéon de la dermatitis atopica, sintomas digestivos

tardios, etcétera)'®’'%.
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Dieta de eliminacion.

La exclusion de la dieta del alimento sospechoso de causar la reaccion es el primer paso a
seguir en la confirmacion del diagnéstico. Si la clinica es de aparicion inmediata (reacciones
mediadas por IgE), la relacion causa-efecto es facil de establecer, por lo que el paciente suele

evitar su ingestién con posterioridad.

Hay que tener en cuenta que una mejoria clinica con la dieta de exclusién de un determinado
alimento no siempre implica que el paciente sea alérgico a ese alimento. Por ejemplo, los nifios
con intolerancia a la lactosa mejoran con dietas de exclusion y sustitucion de la leche de vaca
por férmulas hidrolizadas de proteinas o soja. Aunque se produzca una mejoria clinica con la
dieta de exclusion, nunca es diagndstica de forma aislada. Las dietas de exclusion con fines

diagnésticos deben seguirse de la realizacion de una provocacion controlada con el alimento.

d. Pruebas de provocacién controlada con alimentos

Provocacion oral (PO) con alimentos

La prueba de provocacion controlada con el alimento implicado en la reaccion y al que el
paciente esta sensibilizado es el procedimiento definitivo para confirmar o descartar el
diagnéstico de alergia clinica a un alimento. A pesar de que es una prueba con cierto peligro,
dado los beneficios que aporta un resultado negativo, el riesgo a asumir es razonable cuando
se realiza bajo las condiciones adecuadas'®.

El objetivo de la PO es confirmar o descartar la reactividad del paciente frente a un alimento.
Se trata de inducir la menor reaccién posible en el paciente que confirme el diagndstico. Previo

a su realizaciéon siempre es necesario que el paciente firme un consentimiento informado.

El Comité de Reacciones Alérgicas a Alimentos de la SEAICY, propuso algunas directrices
sobre la metodologia y aplicacién de las pruebas de provocacion, y recientemente la Academia
Europea de Alergologia e Inmunologia clinica ha publicado un documento con las guias para
la realizacion de las provocaciones en pacientes con reacciones preferentemente mediadas por
IgE”O. Las indicaciones y contraindicaciones de la PO se recogen en la siguiente tabla (Tabla
7).
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Tabla 7. Indicaciones y contraindicaciones de la PO.

Indicaciones de la PO ‘ Contraindicaciones de la PO

Paciente que no pueda recibir tratamiento con
adrenalina incluidos los pacientes que requieran
tratamiento con beta-bloqueantes.

Pacientes de cualquier edad con una historia de
reaccion adversa frente a un alimento

Establecer o excluir el diagnostico de
hipersensibilidad a alimentos antes de instaurar Embarazo.
una dieta de exclusion prolongada.

Valorar la aparicion de tolerancia a lo largo de la Anafilaxia:

evolucion de la enfermedad. Hay que tener en

cuenta que, al menos en nifios, es frecuente la e  Adultos con una clinica clara de anafilaxia o
evolucion a la tolerancia en el tiempo y por lo reaccion sistémica grave con uno o mas
tanto el diagndstico debe reconsiderarse alimentos con estudio alérgico positivo y
periddicamente. concordante.

. Nifios pequefios si la historia de anafilaxia
es reciente. Ya que la evolucion natural de

Después de dietas de exclusién insuficientemente alergia a la mayoria de los alimentos en
documentada del alimento pero que se sospecha nifios es hacia la tolerancia, la
que puede ser posible una reaccién adversa. contraindicacion seria durante un periodo

variable de tiempo.

En casos seleccionados en los que los resultados
de la determinacion de IgE especifica hace
innecesaria la provocacion. Segun se ha indicado
anteriormente, los puntos de corte del prick o la
IgE  especifica que puede predecir una
provocacion positiva son muy variables vy
dependen de diversos factores como del alimento
implicado, edad del paciente, momento evolutivo,
manifestacion clinica etc.

Se detecte sensibilizacion a un alimento y se
desconoce la tolerancia por parte del paciente.

Si se sospecha que un sintoma crénico puede
estar relacionado con un alimento.

Pacientes  sin historia clinica especifica de
reaccion adversa previa para un alimento.

Investigacion.

En algunos casos la prueba de provocacién no es necesaria para el diagnéstico:
1 En los casos de clinica anafilactica o sistémica grave, con clara relacién con el/los
alimentos y estudio alérgico positivo y concordante.
2 Sila clinica es sugestiva, repetida y reciente (12-18s meses desde el ultimo episodio

111,112

en nifos) con estudio alérgico positivo y concordante.

La realizacion de la PO debe cumplir una serie de condiciones, unas dependientes del

paciente y otras del centro de realizacion que se detallan a continuacion (Tabla 8).
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Tabla 8. Condiciones para la realizaciéon de una PO.

Dependientes del paciente Dependientes del centro

Paciente sin ninguna enfermedad concomitante y
asintomatico desde el punto de vista alérgico.

En pacientes asmaticos debe realizarse, en fase
estable, con cifras de FEV1 de al menos el 80% de
su teodrico, con control espirométrico o de pico flujo
que en el caso de reacciones tardias se prolongara 8

Personal entrenado en la realizacién de PO y en el
tratamiento de reacciones alérgicas

horas.

Suspender la medicacion que pueda enmascarar, Disponer de equipos de reanimacion para el control y
atrasar, aumentar o evitar las reacciones alérgicas o tratamiento de posibles reacciones graves (incluida
interferir en el tratamiento de las reacciones adrenalina y oxigeno) y en lugares ubicados cerca de
(antihistaminicos, neurolépticos, esteroides orales una unidad de cuidados intensivos y si es posible libre
(mas de 5mg/dia), AINES, inhibidores de la ECA, de latex.

beta-bloqueantes.

Coger una via intravenosa antes de iniciar la
provocacion.

Sobre todo en adultos que puedan presentar una
reaccion grave.

En niflos pequefios so6lo es necesario en casos
concretos en el que se prevea que existe un riesgo
importante.

Realizar una dieta de eliminacién previa del alimento
implicado.

En la mayoria de los casos se puede realizar de forma
ambulatoria con observacion de, al menos, dos horas
Informar y obtener el consentimiento informado por después de la ultima dosis, pero puede variar segun la
el paciente y /o sus tutores. clinica. Si la reaccién ha sido grave se debe dejar al
paciente en observacion hospitalaria durante varias
horas.

Procedimiento de la provocacion

El paciente debe estar en ayunasSg. El alimento debe administrarse comenzando por una
cantidad inferior a la que supuestamente origind la reaccién y ademas se recomienda
comenzar por debajo de las “dosis umbral’ con la que reaccionan la mayoria de los pacientes,
referida en la literatura (105, 114). Los incrementos de dosis pueden ser duplicando la dosis o
aumentando de forma logaritmica (1, 3, 10, 100 etc.).

En los casos de reacciones inmediatas se recomienda un intervalo entre las dosis de 15-30
minutos, pero puede variar segun la clinica. Los intervalos tienen que ser superiores al periodo

de latencia con que aparecié la reaccion.

El resultado es positivo si el paciente presenta clinica compatible con alergia. Una provocacion
positiva debe ser tratada precozmente sin esperar a que desarrolle el cuadro clinico completo,
con adrenalina intramuscular o subcutanea y reposicion de volumen, acompafiado de otras
medidas comunes en el tratamiento de la anafilaxia. Si el paciente no presenta clinica se

completara la provocacion con cantidades adecuadas para la edad del paciente.

53



INTRODUCCION

Material para provocacion

El material para las provocaciones no esta estandarizado. El alimento puede administrarse en

su forma natural o en forma liofilizada'"

, tanto cuando se utiliza en abierto como en forma
enmascarada. Como placebo se utilizara el vehiculo con el que se ha enmascarado el
alimento. Las recetas de enmascaramiento del alimento para provocacion en ciego deben estar
validadas por procedimientos estadisticos como son el duo-test y el triangulo-test, en base a
encontrar diferencias en las caracteristicas organolépticas de dos o tres muestras'™>"".
Existen diferentes recetas para enmascarar algunos alimentos. EI Comité de Alimentos de la
SEAIC ha recopilado las diversas recetas utilizadas por los investigadores espafoles y se esta

procediendo en la actualidad a su validacion'™*.

Tipos de provocacion e indicaciones

Puede realizarse provocacién oral abierta (el paciente y el médico evaluador conocen el
contenido de la provocacién), simple ciego frente a placebo (sé6lo el evaluador conoce el
contenido) o doble ciego frente a placebo (ni el paciente ni el evaluador conocen el contenido
de la provocacion). La provocacion oral doble ciego controlada con placebo se acepta como la
prueba patron oro en el diagnostico de las reacciones adversas a alimentos®%99102110.114 gjp
embargo implica un alto coste sanitario y social, ya que requiere la colaboraciéon de un mayor
numero de personal sanitario, consume mucho tiempo y su negatividad debe ser confirmada
mediante una provocacion abierta. Ademas ofrece dificultades a la hora de enmascarar
muchos alimentos, afadiéndose el inconveniente de la liofilizacion de los mismos. Las
indicaciones de cada provocacion estadn recogidas en el reciente articulo de opinion de la
Academia Europea de Alergologia e Inmunologia Clinica (EAACI)'"® (Tabla 9).
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Tabla 9. Indicaciones de los distintos tipos de provocacién oral con alimentos.

PO doble ciego

Es la recomendacién general, especialmente
si se espera que el resultado de la
provocacion sea positivo (historia clinica
compatible con reacciéon mediada por IgE y
pruebas cutaneas positivas).

PO simple ciego

Tiene las mismas
dificultades que el doble
ciego e introduce mas
factores subjetivos, por
lo que se recomienda
utilizar el doble ciego.

PO abierta

Puede ser suficiente en reacciones
agudas mediadas por IgE con
sintomas objetivos.

Es la recomendacién general, especialmente
si se espera que el resultado de la
provocacion sea positivo (historia clinica
compatible con reaccion mediada por IgE y
pruebas cutaneas positivas).

Puede ser la primera aproximacion
cuando existe una probabilidad alta
de que la provocacion sea negativa
(por ejemplo: clinica de reaccion
inmediata con pruebas cutaneas
negativas)

Es el método de eleccion para protocolos
cientificos.

En nifios de tres afios o0 menores con
reacciones de tipo inmediata,
excepto si se desea que la madre no
reconozca el alimento que se le
administra al nifio.

Si las reacciones son tardias o los sintomas
son crénicos. (dermatitis atopica, reacciones
digestivas aisladas tardias o urticaria
cronica)

En pacientes con sindrome de
alergia oral, excepto en protocolos de
investigacion o] si existen
discrepancias entre la historia clinica
y los resultados de las pruebas
alérgicas. En estas dos Ultimas
excepciones se recomienda la
prueba en doble ciego.

En los casos de sintomas subjetivos
inducidos por alimentos (sindrome de fatiga
crénica, artralgias, migrafia etc.)

Se debe realizar tras una provocacion doble
ciego negativa para obtener un diagndstico
definitivo (117-119).

2.2.7.2 Diagnéstico de la APLV.

a. Historia Clinica

La historia clinica ocupa el primer y fundamental escalén en el algoritmo diagndstico de esta

patologia. La clinica mas frecuente con la que se manifiesta la alergia a la leche es cutanea, y

aparece de forma inmediata, en la mayoria de los casos en la primera hora tras su ingesta, lo

cual facilita la identificacion de la leche como responsable.

b. Deteccidn de IgE especifica.

Estudio in vivo: Pruebas cutaneas con alergenos de la leche.

Las pruebas cutaneas (PC) se realizan tanto en el diagndstico inicial de la alergia a la leche

55




INTRODUCCION

como en su seguimiento. Hasta la adecuada estandarizacién de los extractos de leche
comercializados para la realizacién de pruebas cutaneas, se realizd de rutina la técnica de
prick-prick con leche. En la actualidad se utilizan en la practica clinica habitual extractos

comerciales de leche con buenos resultados.

Estudio in vitro: deteccion de IgE especifica frente a alergenos de la leche.

Determinacion de IgE especifica sérica.

La determinacion de anticuerpos IgE especificos se realiza de forma rutinaria antes de la
realizacion de una PO. También en el seguimiento de pacientes alérgicos de larga evoluciéon o
que han presentado reacciones graves (anafilaxia). En estos casos aunque no vaya a
realizarse una PO de forma inmediata, la determinacién de IgE especifica, en un intento de
aproximarnos al pronédstico de la enfermedad. Existen en la actualidad reactivos
comercializados para la determinacion de anticuerpos IgE especificos frente a la leche, ALA,
BLG Y CAS.

c. Prueba de provocacién controlada con leche.

Provocacién oral con leche

La PO sera innecesaria para confirmar el diagnéstico de alergia a la leche en el caso de una
historia clinica compatible con una reaccién alérgica mediada por IgE acompafada de una
demostraciéon del mecanismo IgE mediante una prueba cutanea positiva o una determinacion

de IgE positiva frente a alguno de los alergenos de la leche.

La PO esta indicada en el caso de historias clinicas no sugestivas de alergia IgE, cuando las
pruebas cutaneas y los anticuerpos IgE especificos son negativos, en el seguimiento de nifios
alérgicos para la deteccién del momento de tolerancia o cuando se ha detectado una
sensibilizacion a un alimento mediante PC o IgE especifica positiva y se desconoce la
reactividad clinica en ese paciente.

La PO es le ultimo eslabon en la cadena del diagnodstico de la alergia a la leche, pero en la
actualidad sigue siendo la Unica prueba que confirma o descarta con total seguridad la alergia a

este alimento.

Procedimiento de la provocacion oral con leche.

Como se ha comentado en el apartado anterior, el alimento debe administrarse comenzando
por una cantidad inferior a la que supuestamente originé la reaccion y ademas se recomienda

comenzar por debajo de las “dosis umbral” con la que reaccionan la mayoria de los pacientes,
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referida en la literatura'”®. Los datos de que se disponen indican que un 1 % con 0,1 mg de

leche, huevo y cacahuete.
d. Algoritmo diagnéstico en alergia a la leche
Algoritmo de pruebas diagnésticas en el diagnostico inicial.

Se expone a continuacién el algoritmo diagndstico utilizado en la practica clinica habitual en la
alergia a la leche (Figura 11). El primer escalén en el camino hacia el diagnoéstico en la alergia
a alimentos es la historia clinica. Tras la detallada anamnesis, se realizan las pruebas cutaneas
y la determinacion de IgE especifica. Con una historia clinica compatible con una reaccion
alérgica reciente mediada por IgE y una prueba cutanea positiva (= 3mm con respecto al salino)
o un nivel de IgE especifica = 0,35 KU/I (nivel de deteccion de la técnica) frente a alguno de los
alergenos de la leche es suficiente para realizar el diagnostico de alergia mediada por Ige""®'"’.
Si el resultado de las pruebas es negativo el siguiente paso es la realizacién de una
provocacién oral con leche. La provocacion oral es una prueba compleja, que consume
muchos recursos humanos y econdmicos, ademas de una importante inversion de tiempo, no
estando exenta de riesgos. Si la provocacion es positiva, el paciente es diagnosticado de
alergia, debiéndose descartar otros mecanismos aparte del IgE. Si el resultado de la PO es

negativo se descarta la patologia alérgica.
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Figura 11. Algoritmo diagndstico en la alergia a la leche mediada por IgE.
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Algoritmo de pruebas diagnosticas en el seguimiento.

Cuando un nifio es diagnosticado de alergia a la leche, en cualquiera de los pasos anteriores,
se indica la realizaciéon de una dieta de evitacién de leche y derivados, y es revisado a los 6 o
12 meses (dependiendo de la edad del nifio y la evolucion de su patologia) (Figura 16). En
dicha revision, se realiza una anamnesis detallada, insistiendo en posibles transgresiones a
pesar de la dieta de evitacion, que puedan orientarnos acerca de la reactividad clinica del nifio
con la ingesta del alimento. Sera importante recoger el tiempo desde la transgresion, cantidad
de leche ingerida, forma de preparacion, y la clinica. Tras la detallada anamnesis, se realizan
las pruebas cutaneas y la determinacion de IgE especifica. Asi como en el momento del
diagnéstico los 3mm de PC y el valor 0,35 KU/l estan muy establecidos como criterio de
positividad, en la evolucion posterior se manejan diferentes puntos de corte de los valores de
IgE para predecir un resultado negativo en la provocacién oral y por tanto la tolerancia del

118-121

alimento . En nuestro medio, en la practica clinica habitual se emplea un punto de corte de

119

2,5 KU/l para la IgE especifica de leche . En nifilos mas mayores estos valores se modifican al

alza'®. Otros autores encuentran puntos de corte mas altos, probablemente debido a la
inclusion de pacientes de mayor edad y con mayor porcentaje de dermatitis atopica’*®" 8120121,
Para confirmar dicha tolerancia siempre es necesaria la realizacién de la provocacion oral. En

el caso de que el paciente complete la PO sin ninguna reaccion es diagndstico de haber
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alcanzado la tolerancia habiendo superado la alergia a la leche, por lo que desde ese momento
realizara dieta libre. Si el resultado de la PO es positivo el paciente continuara con la dieta sin

leche hasta la proxima revision.

Como en el caso de todas las pruebas diagndsticas, la prueba cutanea y el CAP no predicen
en el 100% de los casos qué paciente es alérgico y cual es tolerante. Ambas pruebas
comenten errores diagnosticando como alérgicos a nifios tolerantes, y como tolerantes a nifios

alérgicos (falsos positivos y falsos negativos).

La unica prueba que nos clasifica con total exactitud a los pacientes en alérgicos o sanos, en el
momento actual es la provocacion oral. De hecho la provocacion oral doble ciego controlada
con placebo se considera el patron oro en los estudios de diagndstico en alergia a alimentos.
Dicha prueba consiste en la administracion de dosis progresivas del alimento sospechoso, con
el fin de confirmar si se reproduce la reaccion tras la toma del alimento. Implica unos costes

(econémicos, de empleo de tiempo), y no esta exenta de riesgos para el nifio.

Figura 12. Algoritmo de seguimiento de la alergia a la leche mediada por IgE.
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2.2.9.3 Aplicacién de la tecnologia microarray al diagnéstico de APLV.

Los ‘microarray’ o micro-matrices en castellano, son dispositivos de analisis que poseen cuatro
caracteristicas: (a) son sustratos planos, en los que (b) dianas microscopicas (spots) son
inmovilizadas (c) formando filas y columnas y (d) existe ademas una union especifica entre
estas dianas inmovilizadas en el sustrato plano y las moléculas en solucion.

Desde su introduccion en 1995' los ‘microarrays’ se han expandido rapidamente en todas las
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areas principales de la investigacion en bio-médica, incluyendo la expresion génica, las sefiales
de transduccién, la inflamacién, el cancer, el ciclo celular, la replicacion del DNA, el estrés
oxidativo, los ciclos hormonales, las enfermedades neuro-degenerativas, las infecciones, el
citoesqueleto y el trafico de proteinas. Los ensayos iniciales utilizaban el DNA como elemento
diana o ‘spots’, en parte por la facilidad con que se aislan, marcan, amplifican y almacenan los
acidos nucleicos, pero también por la gran informacion disponible sobre la expresion génica al
nivel del mRNA. Este tipo de ensayos han permitido cuantificar la expresion génica para cada
uno de los genes incluidos en la matriz y dado que el nivel de expresion esta relacionado con
su funcion, se pueden extraer conclusiones sobre la biologia de la célula estudiada'®.

Es a partir de la secuenciacion del genoma humano cuando cobran maxima importancia este
tipo de ensayos. Con la conclusion de la secuencia, de la que se dispone de un borrador en

125, es necesario caracterizar funcionalmente 20000-

2001 y se completa a finales de 2004
25000 genes que codifican proteinas. La informacién generada no es abordable con las
técnicas analiticas disponibles hasta el momento. En el campo de la genémica se han
empleado los microarrays en el conocimiento de las bases moleculares de la fisiopatologia de
las enfermedades, la identificacién de nuevos genes marcadores (de diagnéstico, prondstico,
monitorizacion de la evolucion o de la respuesta terapéutica) y el desarrollo de farmacos.

El éxito del empleo de la tecnologia microarray en el campo de la gendmica da lugar a su
expansion y adaptacion al estudio de proteinas, reacciones enzimaticas o inmunolégicas.

Las respuestas inmunolégicas son un fendmeno complejo que sobrepasa el nivel genémico, es
decir, dependen en ultimo lugar de la expresiéon de determinados genes en las células
implicadas, pero explicar su funcion Uunicamente en términos de expresién génica constituye
una aproximacién demasiado simplista. Si bien es cierto que estudio de le expresién génica es
un aspecto trascendental, la respuesta inmunolégica, desde el procesamiento del antigeno al
reconocimiento de epitopos especificos ha de ser abordada integralmente para su mejor
conocimiento. Se trata de identificar el papel que juegan dianas quimicas/bioldgicas
involucradas en las respuestas inmunes desencadenadas por antigenos presentados al
sistema inmune. El mejor conocimiento del sistema inmunolégico una mejora en el
diagndstico/prondstico de las enfermedades y el disefio de vacunas.

Los conceptos fundamentales de este tipo de ensayos son los mismos que los microarrays de
DNA (preparacion de la muestra, reaccion bioquimica, deteccion de la sefal y analisis de los
datos). Se puede transferir la misma tecnologia empleada para el procesamiento de los
microarrays de DNA teniendo en cuenta las caracteristicas estructurales diferenciales de las
dianas, es decir los acidos nucleicos son polimeros lineales y su funcién depende de la
informaciéon contenida en esa secuencia lineal. En contraposicion las proteinas tienen
estructura terciaria y cuaternaria que son fundamentales en su funcion.

Para abordar el estudio de la respuesta inmunoldgica se han desarrollado diferentes tipos de
ensayos: Microarrays de anticuerpos, microarrays de péptidos y microarrays de péptidos-
CMH'®,
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Microarrays de anticuerpos. Se utilizan para medir concentraciones de antigeno para

127,128

los cuales se dispone de anticuerpos especificos , como por ejemplo medir el perfil

antigénico de tumores (como moléculas de superficie celular)'?*'®

. El motivo para
medir directamente la concentracion de proteinas es la pobre relacion existente entre
las concentraciones de mRNA vy la correspondiente proteina lo cual refleja cambios
post-translacionales. La limitacion que tienen este tipo de ensayo es que se necesita un

anticuerpo para cada molécula especifica que se quiere medir (Figura 13).

Figura 13. Microarrays de anticucerpos.

Microarrays de péptidos. Emplean el abordaje opuesto al modelo anterior. Se fijan en
los ‘spot’ proteinas/péptidos antigénicos y se incuba con suero del paciente (midiendo
anticuerpos especificos presentes en el suero). Se trata del mismo planteamiento que
un ensayo ELISA y permiten estudiar la respuesta humoral de células B. Se han
publicado estudios aplicando estos ensayos al abordaje de las enfermedades

131134 desarrollo de vacunas'®, la respuesta a infecciones'**"*’

94,138-142

autoinmunes y las

enfermedades alérgicas. En el estudio de las respuestas alérgicas IgE
mediadas, estos ensayos tienen una aplicacion diagnéstica directa, describiendo
patrones de reconocimiento inmunologico (distincién entre distintos grupos de
pacientes) e indirecta, mejorando el rendimiento de las pruebas diagndsticas ya
disponibles en la actualidad (conociendo epitopos se podrian fabricar extractos que
mejorasen el rendimiento de estas pruebas). Una aplicacién terapéutica potencial seria
en el desarrollo de IT especificamente dirigida a esas regiones inmuno-dominantes

(Figura 14).
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Figura 14. Microarrays de péptidos.

e Microarrays de péptidos-CMH. Tienen como objetivo el estudio de epitopos de
células T. Se trata de un antigeno unido a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad y moléculas co-estimuladoras para facilitar la uniéon de células T. Se
crea de esta forma un sistema presentador de antigenos artificial*®. Se trata del mismo
planteamiento de los ELISPOT. Hay pocos estudios publicados con esta tecnologia
(Figura 15).

Figura 15. Microarrays de péptidos-CMH.
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En el caso de la alergia a alimentos, en concreto a proteinas de leche de vaca, en los estudios
de cartografia de los epitopos de las cuatro caseinas a los que se une la IgE especifica de los
pacientes alérgicos, se han identificado un ndmero de epitopos secuenciales denominados
epitopos informativos que son reconocidos por la IgE de los nifios que van a permanecer como

alérgicos a lo largo del tiempo, hecho que no ocurre en los que desarrollan tolerancia de forma
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’[empranam'146

, s decir, se ha podido establecer un paralelismo entre el reconocimiento de
determinadas zonas en la secuencia lineal de la proteina y patrones clinicos de peor
prondstico, pacientes con alergia persistente.

Los datos referentes a la importancia de estos epitopos lineales han sido generados mediante
ensayos con membranas SPOT (Genosys Biotechnologies, Woodlands, Tex, USA). Pero la
caracterizacion del perfil antigénico de pacientes individuales por este método tiene
importantes desventajas. La sintesis de un gran niumero de péptidos es costosa en términos de
tiempo, dinero y cantidad de suero necesaria para el ensayo, sin olvidar que se pueden testar
un numero limitado de pacientes.

Se han empleado ensayos microarray de péptidos para el estudio de otros alergenos

alimentarios con resultados prometedores'™"148,

Shreffler ha desarrollado un ensayo
microarray de péptidos para analizar muestras de suero de pacientes alérgicos a cacahuete y
confirmd que las areas antigénicas/alérgénicas encontradas se correlacionaban con aquellas
definidas mediante en muestreo con membranas SPOT'*"'*?. Se demostré6 que ensayo
microarray de péptidos propuesto es mas sensible dado que se definieron nuevas areas que no
habian sido descritas previamente. Ademas asocié el reconocimiento de determinadas
regiones con manifestaciones clinicas mas severas. El éxito del empleo de esta etnologia
microarray en el estudio de alergenos alimentarios ha motivado el estudio de alergenos de la
leche y establecer la importancia del reconocimiento de determinados epitopos en la alergia a

proteinas de leche de vaca.

2.2.8 Tratamiento de la alergia a alimentos.
a. Evitaciéon

Tras establecer el diagndstico de la alergia alimentaria, la unica terapia eficaz al 100% en la
actualidad es la estricta eliminacion de la dieta del alimento responsable. Esta dieta debera
mantenerse temporalmente, en el caso de aquellas alergias alimentarias transitorias
(tipicamente leche y huevo en la edad infantil), o durante el resto de la vida del paciente, en el
caso de alergias alimentarias no transitorias, generalmente aquellas instauradas en la edad

adulta (frutos secos, frutas, mariscos).

En una dieta de exclusion deben prohibirse todos los alimentos implicados asi como sus
derivados. Esta situacion se complica en el caso de alimentos muy ubicuos, como la leche y el
huevo, ampliamente utilizados en la preparacion de alimentos tanto a nivel familiar como en
restauracion y a nivel industrial. Dicha ubicuidad hace que las familias de los pacientes se
enfrenten a numerosos problemas en su vida diaria, como buscar alimentos alternativos, mirar
el etiquetado de todos los productos manufacturados, miedo a que coman fuera de casa,
etcétera. Estos problemas se intensifican a medida que la edad del nifio alérgico avanza,
debido a la escolarizacion y la progresiva socializacion, que con frecuencia incluye comidas

fuera del domicilio familiar (comedor escolar, cumpleafios, excursiones,...).
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Por otra parte, son cada vez mas los nifios que presentan alergia a diversos alimentos
(tipicamente leche y huevo), limitandose mucho las opciones dietéticas de estos nifios, con el
riesgo de no conseguir una dieta suficientemente diversificada y con un valor nutricional

adecuado.

En un estudio realizado recientemente en Québec, se ha constatado que el entorno del nifio
alérgico se ha vuelto mas seguro en los ultimos afos, reduciéndose el numero de ingestiones
accidentales de cacahuete en nifios con alergia a este alimento, a pesar de lo cual un 15% de
los nifios por afio de seguimiento presentaron exposiciones accidentales, de las cuales un 57%

fueron moderadas-severas'®

El tratamiento en caso de reaccion comprende el uso de antihistaminicos y corticoides tanto
orales como parenterales, asi como de adrenalina. Los pacientes que hayan sufrido reacciones
graves deben ser instruidos para identificar precozmente los sintomas de anafilaxia y acerca de

como utilizar la adrenalina autoinyectable'’.

Al igual que pasa con el resto de alimentos, no existe actualmente un tratamiento activo de la
alergia a la leche (ni a ningln otro alimento). Los pacientes alérgicos deben evitar de forma
estricta la leche y todos los productos lacteos derivados. Como alternativas, en la primera
infancia pueden utilizar férmulas extensamente hidrolizadas de caseina y/o proteinas séricas, y
a partir de los 2 afios formulas de soja151. Estas formulas alternativas son aceptables en el
primer afio de vida, y mientras el niflo permanezca en un entorno familiar seguro. Una vez que
el nifo alérgico a la leche de vaca comienza a acudir a la guarderia, o es escolarizado,
comienza a tener mas riesgo de exponerse a la leche, y tanto sus familiares como
cuidadores/educadores deben ser informados de su alergia para evitar trasgresiones dietéticas
accidentales que pueden inducir reacciones alérgicas, de variable e impredecible intensidad,
pero potencialmente graves. Con la diversificacion de la dieta y la socializacion, el riesgo de
reacciones accidentales aumenta, y se debe vigilar la composicion de todos los alimentos, lo
que es una fuente de estrés y altera notablemente la calidad de vida del paciente y de todo su

entorno familiar'*2.
b. Tratamiento farmacolégico

Se ha estudiado el tratamiento con antihistaminicos en la alergia a alimentos, fuera de una

reaccion aguda tras ingesta accidental'>

. En general, no se recomienda esta indicacion de los
antihistaminicos por el riesgo que existe de enmascaramiento de manifestaciones sistémicas
potencialmente graves, cuyo desarrollo no seria evitado por estos farmacos. También se han

realizado estudios con cromoglicato sédico’* .

Ningun tratamiento sintomatico administrado de forma mantenida se ha convertido en una

64



INTRODUCCION

opciodn terapéutica para esta patologia, dado que aun en el supuesto de que consiguiera evitar
por completo la reaccién con la ingesta del alimento, obligaria, en el caso de alimentos de
ingesta habitual, como la leche y el huevo, a la toma diaria durante afios del farmaco, o incluso

durante toda la vida.
d. Desensibilizaciéon e inmunoterapia.

Durante muchos afos la actitud clinica frente a la alergia a los alimentos en general, y a la
leche en particular, ha sido “pasiva”: el alergdlogo esperaba al desarrollo de tolerancia natural
en los casos favorables y en aquellos que no la desarrollaban se conformaba con indicar una
dieta de evitacion y un tratamiento de rescate confiando en que su paciente — con suerte — no
presentara ninguna reaccion, o en el peor de los casos, que no fuera grave. Sin embargo, en
los ultimos afios algunos grupos han comenzado a adoptar una actitud activa en la alergia a los
alimentos y han iniciado protocolos de desensibilizacién o induccion oral de tolerancia (I0OT) y
de inmunoterapia (IT) especifica con alimentos, para intentar “curar” a estos pacientes de
riesgo con alergias persistentes, potencialmente graves y con riesgo de encontrarse el alimento
problema como un ingrediente oculto. Hasta el momento se han realizado un numero muy
limitado de ensayos clinicos de IT en alergia a cacahuete, avellana y melocotoén, y se han

desarrollado protocolos de IOT en leche y huevo®'**'®.

La IOT consiste en administrar dosis crecientes del alimento por via oral, bajo supervision
médica, hasta alcanzar la tolerancia, es decir conseguir que el paciente tome el alimento en
cantidades adecuadas sin presentar reaccién. En los estudios hasta ahora publicados se ha

conseguido alcanzar la tolerancia entre 70-90% de lo casos'®"®

, ¥ en aquellos que no
consiguen llegar a tolerar una racion normal del alimento, al menos se aumenta su nivel umbral
de respuesta con lo que se consigue protegerlos de las reacciones inducidas por pequefias
cantidades de alergeno encontradas como trazas, o ingredientes ocultos en otros alimentos
preparados165. No se conoce por el momento cual es la evolucion a largo plazo de los
pacientes en los que se ha inducido tolerancia oral (desensibilizados), ni se han estudiado en

profundidad los mecanismos inmunolégicos subyacentes'*®""’

2.2.9 Pronéstico e historia natural de la APLV.

En la primera infancia, la alergia a leche tiende a evolucionar a la remisiéon a corto o medio
plazo. Al afio de vida, se ha establecido la tolerancia en el 50-60% de los nifios, a los dos afios
en el 70-75%, y a los 4 afios en el 85%"%*"""?. A partir de ese momento, alcanzar la tolerancia
es menos probable, aunque hay estudios que refieren que es posible una evoluciéon hacia la
tolerancia por encima de los 4 afios de edad en un mayor porcentaje del descrito en estudios
previos'’. La evolucion en la edad adulta es desconocida. La gravedad de la sintomatologia

inicial no tiene valor pronéstico respecto a la evolucién a la tolerancia ni el tiempo en que esta
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se instaure. Se han identificado como factores de mal pronéstico la persistencia de alergia a la

leche a partir de los 4 afios, y la persistencia de IgE sérica elevada frente a caseina®"""1",
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OBJETIVOS

OBJETIVO CONCEPTUAL:

En una poblacién de pacientes alérgicos a proteinas de leche de vaca que presentan unos
niveles de IgE especifica que indican la realizaciéon de una provocacion oral, identificar aquellos

pacientes que van a presentan una provocacion positiva.

Objetivos especificos:

e Valor predictivo de ese valor de la IgE especifica en determinar la tolerancia.

e Evaluacién de las pruebas cutaneas en el diagnéstico de la persistencia de alergia a

leche de vaca.

e Determinacion de la diversidad clonal de los anticuerpos de las clases IgE e IgG4 para
el reconocimiento de epitopos lineales de los alergenos mayores alimentarios alfa s1-
caseina, alfa s2-caseina, beta-caseina, kappa-caseina y betalactoglobulina de la leche
de vaca, en una poblacion de pacientes diagnosticados de alergia a proteinas de leche

de vaca en seguimiento.

e I|dentificar patrones de reconocimiento mediante microarrays asociados a reactividad

clinica.
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4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio Transversal de evaluacion de pruebas diagnésticas. Para los objetivos de evaluacién
de la IgE especifica frente a leche de vaca y de evaluaciéon de las pruebas cutaneas en el
diagnéstico de la persistencia de alergia a leche de vaca se realizé un estudio transversal
prospectivo de evaluacion de pruebas diagndsticas. A todos los pacientes incluidos en el
estudio (ver mas adelante criterios de inclusion y exclusion) se realizaron las pruebas
planteadas (IgE y PC) y se realizo de forma programada la provocacion oral (PO) siguiendo la
practica clinica habitual. La interpretacion del resultado tanto de las pruebas diagndsticas como
del patron oro se realizara sin conocer el resultado del resto de pruebas. Para el objetivo de
determinacion de epitopos lineales mediante microarrays de péptidos se selecciond otro grupo
de pacientes de caracteristicas similares en los que se realizé la PO (pacientes tolerantes y
pacientes reactivos).

4.2 POBLACION ESTUDIADA

El Hospital Ramon y Cajal es el hospital de referencia del Area Sanitaria 4 de la Comunidad de
Madrid. Da servicio a los distritos de Ciudad Lineal, Hortaleza, Barajas y San Blas, atendiendo
a una poblacién de 510.000 habitantes (Memoria Anual Hospital Ramén y Cajal, afio 2006).

De los pacientes que acuden a la consulta de Alergia Infantil del Servicio de Alergia del
Hospital Ramén y Cajal, se seleccionaron de forma prospectiva nifios diagnosticados de alergia
proteinas de leche de vaca.

Criterios de inclusion

Se selecciond de forma prospectiva, desde Enero del 2003 a Enero de 2005, una serie
consecutiva de nifios, entre 0 y 14 afos, pertenecientes al area sanitaria 4 de la Comunidad de
Madrid, que cumplian las dos caracteristicas siguientes:

[0 Estar diagnosticados de alergia a las proteinas de leche de vaca. Se consideré
diagnéstico de alergia proteinas de leche de vaca presentar una reaccion
adversa tras la ingesta de leche clinicamente compatible con alergia mediada
por IgE, junto con presencia de prueba cutanea positiva frente a leche (=3mm)
y fracciones o presencia de anticuerpos IgE especificos frente a las proteinas
de leche de vaca (20,35 KU/).

(1 Haber cumplido un tiempo de evitacion estricta de leche y derivados durante al

menos seis meses.

Se considerd una reaccion adversa clinicamente compatible con alergia mediada por IgE frente
a un alimento aquella que cumplia los siguientes criterios:
- sintomas cutaneos (prurito, urticaria aguda, angioedema), digestivos (dolor abdominal,

nauseas, vomitos, diarrea), respiratorios (rinorrea, congestién nasal, estornudos, tos, disnea,
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sibilancias) o cardiovasculares (taquicardia, hipotensién), después de la ingestion del alimento.
- tiempo de intervalo desde la ingesta hasta la aparicion de los sintomas no mayor de dos

horas.

Se considerd una evitacidn estricta de leche al cumplimiento de las normas de evitacion
realizadas tanto de forma oral como por escrito a los padres de los nifios en la consulta (Anexo
2). Por anamnesis exhaustiva se garantizé que el paciente no habia tenido contacto con leche

sintomatico ni asintomatico.

Criterios de exclusion.

Se excluyeron del estudio aquellos nifios que cumplieran alguno de los siguientes criterios:
- Historia de anafilaxia tras la ingesta de leche (aquellos pacientes con antecedente
de reaccién clinica grado 2 con compromiso respiratorio o grado 3 de la

76 Mediante

clasificacion para reacciones sistémicas de hipersensibilidad de Brown
este criterio quedaron excluidos aquellos pacientes que habian presentado
hipotensién arterial, hipoxia, compromiso neurolégico o respiratorio.

- Enfermedad grave concomitante.

- Contraindicacion para la administracion de adrenalina.

4.3 PROTOCOLO DEL ESTUDIO

En una primera fase se reclutaron todos los pacientes que acudieron a la Consulta de Alergia
Infantil del Servicio de Alergia del Hospital Ramén y Cajal, desde Enero del 2003 a Enero de
2005 y cumplieron los criterios de inclusion detallados anteriormente fueron incluidos en el
estudio.

A todos los pacientes incluidos se les realizé en el momento de su revision en la Consulta de

Alergia Infantil una historia clinica exhaustiva.

Se obtuvo sangre de todos los pacientes (extraccion sanguinea realizada a continuacién de la
historia clinica). Dichas muestran se procesaron para la obtencién de suero, que se congeld en
alicuotas para su conservacion hasta su utilizacién para la determinacién de IgE total y
especifica frente a los alergenos de la leche de forma simultanea al finalizar el reclutamiento de
pacientes y para la posterior determinacién de epitopos lineales mediante microarray de
péptidos. Tras la extracciéon sanguinea, a todos los pacientes se les realizaron pruebas

cutaneas con los alergenos de la leche, segin metodologia que se detalla a continuacion.
En aquellos pacientes que presentaron una determinacion de IgE especifica frente a leche por

debajo de 2.5 KUI/I, siguiendo las recomendaciones de estudios previos''®, se programé una

provocacion oral. El especialista que valoraba el resultado de la provocacion desconocia la
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inclusién del paciente en el estudio y el valor de las pruebas cutaneas. Dicho alergélogo
desconocia también el resultado de la determinacion de anticuerpos IgE. La provocacion oral
con el huevo se realizdé segun metodologia recomendada por la Academia Europea de Alergia

e Inmunologia Clinica EAACI como se detalla a continuacion.

En funcién del resultado de la provocacion oral, los pacientes fueron clasificados de la siguiente
manera:

1 Provocacion oral positiva: nifios con alergia persistente a la leche, pacientes que
presentaron en las 2 primeras horas tras la ingesta de huevo sintomas cutaneos (urticaria,
angioedema), sintomas digestivos o sintomas respiratorios durante la provocacién oral con el
huevo.

2 Provocacion oral negativa: nifios folerantes, pacientes que no presentaron ninguna

reaccion durante la provocacion con leche.

Todos los pacientes que toleraron la leche fueron revisados un mes después de la provocacion
oral, con el objetivo de confirmar la buena tolerancia a la leche una vez incorporada en todas

sus formas de preparacion en la dieta habitual del nifio.

Se obtuvo el Consentimiento Informado por parte de los padres de todos los nifios incluidos en
el estudio (Anexo 3).
Se obtuvo la aprobacién por parte del Comité Etico del Hospital Ramén y Cajal en el que se

desarrolld el estudio (Anexo 4).

En una segunda fase entre Enero 2005 a Febrero de 2006 se reclutaron pacientes que
cumpliendo los criterios referidos anteriormente se les realizé una provocacién oral con leche

para el objetivo de realiza el estudio mediante microarrays de péptidos. .

4.3.1 Historia clinica

El médico de la Consulta de Alergia Infantil, recogié en la historia clinica los siguientes datos:

a) acerca del paciente:
- sexo.
- fecha de nacimiento, fecha de inclusion en el estudio.
- edad de comienzo de los sintomas con la ingesta de leche.
- antecedentes de patologias alérgicas y otras relacionadas: dermatitis atdpica,
rinoconjuntivitis y/o asma extrinsecos, asma bronquial no alérgico (177), lactancia

materna exclusiva y durante cuanto tiempo.
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b) acerca del alimento implicado:
- forma de introduccion de la férmula de continuacion, cuantos dias tomé la férmula de
continuacion o si fue con el primer biberén. Cantidad de leche con la que se produjo

la reaccion.

¢) acerca del cuadro clinico:

- sintomas atribuidos al alimento: sintomas mucocutaneos, incluyendo rash pruriginoso
morbiliforme, urticaria y/o angioedema; sintomas digestivos, como vomitos, nauseas,
diarrea y/o dolor abdominal; sintomas respiratorios, que afecten a vias altas
(hidrorrea, estornudos, conjuntivitis y/o congestidon nasal) o vias respiratorias bajas
(disnea, tos, sibilancias); sintomas cardiovasculares, taquicardia e hipotension.

- tiempo transcurrido desde el ultimo episodio en meses.

Esta informacion se recogi6 mediante la Hoja de Recogida de Datos (Anexo 4) y

posteriormente se introdujo en una base de datos Spss.

4.3.2 Pruebas cutaneas.

Extractos para pruebas cutaneas.
Para evitar la variabilidad en cuanto a potencia de los extracto se utilizaron extractos
comerciales del mismo lote de los Laboratorios ALK-Abell6 de leche, alfalactoalbumina,

betalactoglobulina y caseina.

Metodologia de las pruebas cutaneas.

Las pruebas cutaneas se realizaron siempre por el mismo personal entrenado en la técnica y
en el manejo de reacciones sistémicas graves. Siempre se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Alergia del Hospital Ramén y Cajal, en el que se dispone del material y la medicacion
necesarios para el tratamiento de una reaccion sistémica, y realizar una reanimacion en el caso
de que fuera preciso (adrenalina, beta-adrenérgicos, vasoconstrictores, teofilinas,
antihistaminicos, oxigeno, y sistema de fluidoterapia). Las pruebas fueron realizadas en todos
los casos por personal de enfermeria entrenado en la realizacion de esta técnica, y la
valoracion del resultado fue llevada a cabo por el médico responsable del Laboratorio, distinto

especialista del que valoraba la prueba de provocacion.

Antes de su realizacion se tenian en cuenta los siguientes aspectos:
- que el paciente no presentara en ese momento sintomas alérgicos agudos,
fundamentalmente asma bronquial.
- que el paciente no estuviera en tratamiento con farmacos que pudieran enmascarar el
resultado de las pruebas: farmacos con efecto antihistaminico (antihistaminicos,

antidepresivos,...) farmacos beta-adrenérgicos (via sistémica), ni corticoides topicos.
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- se evaluaban las condiciones de la piel sobre la que se iban a realizar las pruebas
para evitar posibles errores en la interpretacion del resultado (por ejemplo, la
presencia de una placa de dermatitis atopica en la zona).

- se revisaban los extractos para confirmar que estaban en condiciones adecuadas

(fecha de caducidad, conservacion en frio).

Se realizaron pruebas cutdaneas mediante la técnica de prick (lancetas estériles Icogamma
Novico SPA, Ascoli Piceno, ltalia, Cddigo 855100), siguiendo las normas aceptadas

internacionalmente’®

, con extractos de leche, alfalactoalbumina, betalactoglobulina y caseina
de los Laboratorios ALK-Abellé. Como control positivo se utilizé histamina a una concentracion
de 10 mg/ml y como control negativo solucién salina.

Se identificé la zona de aplicacién de cada uno de los alergenos haciendo una marca con un
rotulador en la piel del antebrazo, entre la fosa antecubital y la mufieca, respetando una
distancia minima entre cada marca de 2 o 3 cm. Se aplicé una gota de cada uno de los
alergenos a testar en cada una de las marcas, y se puncion6 con una lanceta, en direccion
perpendicular a la piel, atravesandola. Se utilizé una lanceta distinta para cada extracto. Por
ultimo se secd el sobrenadante de extracto con papel secante sin friccionar. La lectura se
efectud a los 10-15 minutos, midiéndose el diametro mayor y el ortogonal obtenido en su punto
medio, en milimetros. Se realizaron por duplicado, en los dos antebrazos del paciente. La
media de estas dos medidas fue el valor utilizado para el analisis estadistico (variable
cuantitativa, en milimetros).

Esta informacion se recogi® mediante la Hoja de Recogida de Datos (Anexo 5) y

posteriormente se introdujo en una base de datos SPSS.

4.3.3 Determinacién de IgE.

Se obtuvo sangre para la determinacion de niveles séricos de IgE total y de anticuerpos IgE
especificos frente a leche, alfalactoalbumina, betalactoglobulina y caseina, mediante CAP
System Pharmacia FEIA (Phadia, Uppsala, Sweden). Dicha determinacion se llevo a cabo el la
Seccién de Inmunoalergia del Servicio de Inmunologia del Hospital Ramon y Cajal.

El CAP System FEIA [Phadia; Uppsala, Sweden] es un sistema automatizado, de
fluoroenzimainmunoanalisis e incluye reactivos y el correspondiente software. El sistema
consta de un carrier, el inmuno-CAP, un soporte de un derivado de la celulosa al que se une

covalentemente, tras la activacion con bromuro de ciandgeno, el alergeno de interés.

Determinacion de IgE total.

Para la deteccion de IgE total se une al CAP System una anti-IgE monoclonal, en lugar del
alergeno. Para calcular los resultados, se construye una curva de referencia, en un papel
semilogaritmico, colocando la media de fluorescencia de cada estandar frente a la

concentracion de IgE. Posteriormente la media de fluorescencia de cada suero problema se
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lleva a la curva estandar y se lee la concentracién de IgE que le corresponde. Los valores se
expresan en KU/

El sistema comienza haciendo un lavado del CAP System, que contiene el anticuerpo contra
IgE. Seguidamente el aparato dispensa cada uno de los sueros problema, los estandares y los
controles. Esta fase de reaccién antigeno/anticuerpo se incuba durante 30 minutos. La anti-IgE
unida covalentemente al InmunoCAP reacciona con la IgE total del suero del paciente. Tras
lavar para eliminar la parte que no se une, se afiade un anticuerpo anti-Igg marcado con una
enzima (beta-galactosidasa). Posteriormente se incuba el complejo anti-IgE problema + IgE +
anti-IgE [enzima] durante 30 minutos y se lava el InmunoCAP, retirando la anti-IgE que no se
ha unido. Finalmente se lava y se afiade una solucion de revelado durante 10 minutos. Tras
parar la reaccion, se afiade una sustancia reductora que libera la enzima y reacciona con un
sustrato cromdégeno para formar un compuesto coloreado. La fluorescencia es medida por un
fluorimetro, que situa los valores obtenidos en cada suero problema sobre la curva de
calibracién expresando los resultados en KU/I. El cambio de coloracion de la muestra es
directamente proporcional a la cantidad de Ige presente en el suero del paciente. El rango de

medida del sistema es de 2 a 5000 KU/I. El método emplea 50 ul de suero.

Determinacién de IgE especifica.

El sistema comienza haciendo un lavado del CAP System, que contiene el anticuerpo contra
IgE. Seguidamente el aparato dispensa cada uno de los sueros problema, los estandares y los
controles. El alergeno de interés unido covalentemente al CAP System reacciona con la IgE
especifica del suero. Tras lavarlo y retirar la IgE no especifica, se afiade un anticuerpo anti-IgE
(anticuerpo monoclonal de ratén) marcado enzimaticamente (beta-galactosidasa) para formar
un inmunocomplejo (alergeno + IgE problema + anti-IgE [enzima]) sobre en CAP System.
Después de la incubacion, se lava para eliminar las anti-IgEs marcadas no unidas y se afiade
una solucion de desarrollo (4-metil-umbeliferil beta-D galactosidasa) que forma un compuesto
coloreado. Finalmente la reaccion fluorescente se interrumpe con una solucion stop (carbonato
calcico). La fluorescencia es medida por un fluorimetro, que situa los valores obtenidos en cada
suero problema sobre la curva de calibracion expresando los resultados en KU/I. El cambio de
coloracion de la muestra es directamente proporcional a la cantidad de Ige presente en el suero
del paciente. EI método emplea 50 pl de suero y el tiempo total necesario para la realizacion de
la técnica son 2 horas y media. El sistema permite una gama de medida de IgE de 0,35 a 100
KU/l (181). Tradicionalmente los valores del CAP se clasifican en 6 clases: clase 0 (<0,35 KU/),
clase 1 (0,35-0,69 KU/I), clase 2 (0,7-3,49 KU/), clase 3 (3,5-17,49 KU/I), clase 4 (17,5-49,9
KU/), clase 5 (50-99,9 KU/), clase 6 (=100 KU/I). Se consideran resultados negativos los
inferiores a 0,35 KUI/I.

Los resultados de las determinaciones de la IgE total y los anticuerpos IgE especificos frente a
los antigenos del huevo se recogieron como variables numéricas en KU/I. Esta informacion se
recogié mediante la Hoja de Recogida de Datos (Anexo 5) y posteriormente se introdujo en
una base de datos SPSS.
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4.3.4 Provocacion oral controlada

Para la realizacién de la provocacién oral controlada se siguid la metodologia habitual
recomendada por la Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica EAACI*
-En los nifos mayores de 3 afios se realizé una provocacion doble ciego controlada con
placebo.

-En los nifios menores de 3 anos se realizdé una provocacion abierta.

Todas las provocaciones fueron supervisadas por la misma enfermera, y el mismo alergélogo,
de forma ciega, entrenados ambos en la realizacién de provocaciones con alimentos. En todos
los casos se realizaron en el Laboratorio de Alergia del Hospital Ramén y Cajal, en el se
dispone de equipos de reanimacion para el control y tratamiento de posibles reacciones
graves'®'""'"® (incluido adrenalina y oxigeno), ubicado cerca de una unidad de cuidados
intensivos. Los biberones necesarios para la realizacién de la provocacion eran solicitados y
preparados diariamente en biberoneria del Hospital Ramon y Cajal, utilizando en todos los

casos la misma férmula adaptada (inicio o continuacion segun la edad del nifo).

Antes de realizar una provocacioén oral se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:

- El paciente no debia presentar ninguna enfermedad concomitante (infecciones
respiratorias, rinitis alérgica, fiebre, etc.) y debia estar asintomatico desde el punto de
vista alérgico o con la minima sintomatologia posible en los casos de dermatitis
atopica. En pacientes asmaticos se realizd en fase estable (ausencia de
reagudizaciones en el ultimo mes)

- Se suspendié la medicacion que pueda enmascarar, atrasar, aumentar o evitar las
reacciones alérgicas o interferir en el tratamiento de las reacciones (antihistaminicos,
neurolépticos, esteroides orales (mas de 5mg/dia), AINES, inhibidores de la ECA,
beta-bloqueantes. Si no fuera posible suspender estas medicaciones la provocacion se
contraindicd, y el paciente se excluy6 del estudio.

- Se confirmé que el paciente estaba realizando una dieta de eliminacion previa del

alimento implicado.

Las pruebas de provocacion se llevaron a cabo en el hospital, de forma ambulatoria,
comenzando a las 9 de la mafiana y con observacion de, al menos, dos horas después de la
ultima dosis.

Los pacientes estaban en ayunas al iniciar la provocacién cada dia. Se realizaron

provocaciones, segun Protocolo adjunto (Anexo 6).

Antes de administrar la siguiente dosis, se interrogaba a los padres acerca de los sintomas que
habia observado tras la ingesta y se realizaba una exploracion fisica al nifio. En el caso de
presentar una reaccion durante la provocacion, se detuvo la prueba de tolerancia, el paciente

recibié el tratamiento correspondiente en funcion de la clinica en cada caso (antihistaminicos,
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corticoides, adrenalina, oxigenoterapia, fluidoterapia)'®® """

y se mantuvo en observacion el
tiempo necesario hasta su completa recuperacién. En el caso de reacciones graves, se dejo al

paciente en observacion hospitalaria durante varias horas.

Aquellos pacientes que completaron la provocacion sin presentar ninguna reaccion se
clasificaron como nifos tolerantes o no alérgicos a la leche. Todos estos nifios fueron revisados
un mes después de la provocacion, con el objetivo de confirmar la buena tolerancia a dicho

alimento una vez incorporado en todas sus formas de preparacion en la dieta habitual del nifio.

Aquellos pacientes que presentaron una reaccion en cualquiera de los pasos de la
provocacion, fueron clasificados como alérgicos a la leche o no tolerantes. A estos pacientes se
les indicé que continuaran con la dieta estricta de evitacién de leche y derivados, segun

indicaciones dadas en consulta hasta la siguiente revision.

En aquellos casos en los que el paciente presentaba durante la provocacion con leche,
sintomas subjetivos o no sugestivos de alergia mediada por IgE (dolor abdominal aislado,
cefalea, sintomas respiratorios sugestivos de etiologia infecciosa,...) se detenia la prueba y
cuando el paciente volvia a estar completamente asintomatico se reiniciaba la provocacion
repitiendo la ultima dosis con la que habia experimentado la “reaccién no concluyente”. En los
pacientes en los que dicha sintomatologia no apareciese de nuevo se completaria el protocolo
establecido, y en aquellos en los que apareciese de nuevo esta clinica se detendria la

provocacion y seria analizados en un subgrupo a parte.

El resultado de la provocacién se recogié de la siguiente manera:

- El resultado final (positivo o negativo).

- La clinica que presentaron los pacientes con una provocacion oral positiva: sintomas
mucocutaneos, incluyendo rash pruriginoso morbiliforme, urticaria y/o angioedema;
sintomas digestivos, como vomitos, nauseas, diarrea y/o dolor abdominal; sintomas
respiratorios, que afecten a vias altas (hidrorrea, estornudos, conjuntivitis y/o
congestion nasal) o vias respiratorias bajas (disnea, tos, sibilancias); sintomas
cardiovasculares, taquicardia e hipotension.

- El tiempo desde la ingesta del alimento hasta la aparicién de la clinica.

- Con qué dosis del protocolo presento la reaccion.

Esta informacion se recogi® mediante la Hoja de Recogida de Datos (Anexo 4) y

posteriormente se introdujo en una base de datos Spss.
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4.3.5 Determinacién de epitopos lineales mediante microarray de péptidos.

Para llevar a cabo el objetivo de la presente tesis doctoral de reconocimiento de epitopos
lineales de alergenos de la leche (caseinas y betalactoglobulina) por anticuerpos de la clase
IgE se disefid un ensayo microarray antigeno-anticuerpo en el péptidos sintéticos con una
longitud de 20aa que cubren la secuencia de las proteinas alergénicas fueron inmovilizados en
paralelo una superficie solida y posteriormente incubados con el suero de los pacientes. Para
detectar la union a epitopos especificos se utilizaron anticuerpos marcados con fluorescencia
cuya intensidad fue captada por un escaner digital que da informacion cruda de la respuesta
inmunolégica a cada péptido alergénico en forma de intensidad de fluorescencia. Todos estos
ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de Alergia a alimentos del ‘Jaffe Food Allergy
Institute’ de Mount Sinai School of Medicine (New York). A continuacién se describe la

metodologia empleada:

Figura 16. Secuencia del experimento planteado.

)

e —>» Péptidos sintéticos cubriendo la secuencia de
los alergenos estudiados.

Impresion de los péptidos sobre en una
— superficie solida. Incubacién con suero de
pacientes.

—» Lectura de la sefial de fluorescencia.
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Peptidos

Se sintetizaron péptidos derivados de la secuencia lineal de as1-, as2-, B- y k-caseinas, y -
lactoglobulina. Se seleccionaron estas proteinas alergénicas de la leche por haber mostrado
informacion relevante en los estudios previos con membrana SPOT, no se incluyé la
o-lactoalbumina por no haberse encontrado en los estudios previos epitopos lineales
importantes asociados con la persistencia de reactividad clinica. Los péptidos fueron
sintetizados por JPT Peptide Technologies, (Berlin, Germany) siguiendo la secuencia
facilitada y asegurando una pureza de al menos el 70% (Anexo 7). Se generaron péptidos
con una longitud de 20 aminodcidos con un solapamiento de 17 aminoacidos entre cada
péptido y el siguiente (diferencia en 3 aminoacidos, ‘3-offset’) hasta cubrir toda la secuencia.

Se recibieron liofilizados en viales individuales etiquetados:

e osl-caseina: aa 1 al 61.
e os2-caseina: aa 1 al 64.
e [}- caseina: aa 1 al 64.
e K-caseina:aa 1 al 51.

e [-lactoglobulina: aa 1 al 49.

Cada vial fue resuspendido en buffer de impresién (Protein Printing Buffe, Arraylt) hasta
alcanzar una concentracién de 150 uM conteniendo el 33% de Dimetil-sulfoxido (DMSO). Los
péptidos se transfirieron a placas de 96 pocillos siguiendo la siguiente distribucion. (Figura
17) y fueron almacenados hasta su posterior uso a -40°C.
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Figura 17. Distribucién de los péptidos en placas de 96.

Placa 1

A

B

C

D

E

F

G aS2-12 | aS2-13 | 0S2-14 [aS2-15 | aS2-16 | aS2-17 | aS2-18 | aS2-19 | aS2-20 |aS2-21 |aS2-22 | 0S2-23

H aS2-24 | aS2-25 | 0S2-26 | aS2-27 | aS2-28 | aS2-29 | aS2-30 | aS2-31 |aS2-32 | aS2-33 | aS2-34 | aS2-35

Placa 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A aS2-36 | aS2-37 | 0S2-38 | aS2-39 | 0S2-40 | aS2-41 | aS2-42 | aS2-43 | aS2-44 | 0S2-45 | aS2-46 | 0S2-47

B aS2-48 | aS2-49 | 0S2-50 [ aS2-51 | aS2-52 | aS2-53 | aS2-54 | aS2-55 | aS2-56 | aS2-57 | aS2-58 | aS2-59

C aS2-60 | aS2-61 | aS2-62 | aS2-63 | aS2-64 | fCas-01 | BCas-02 | fCas-03 | BCas-04 | fCas-05 | BCas-06 | fCas-07
BCas-

D 08 pCas-09 | BCas-10 | fCas-11 | BCas-12 | BCas-13 | BCas-14 | Cas-15 | BCas-16 | fCas-17 | pCas-18 | fCas-19
pCas-

E 20 BCas-21 | BCas-22 | BCas-23 | BCas-24 | BCas-25 | BCas-26 | BCas-27 | BCas-28 | BCas-29 | BCas-30 | BCas-31
pCas-

F 32 BCas-33 | BCas-34 | BCas-35 | BCas-36 | fCas-37 | BCas-38 | fCas-39 | BCas-40 | fCas-41 | BCas-42 | fCas-43
BCas-

G 44 BCas-45 | BCas-46 | fCas-47 | pCas-48 | BCas-49 | BCas-50 | BCas-51 | BCas-52 | BCas-53 | pCas-54 | BCas-55
BCas-

H 56 PCas-57 | BCas-58 | fCas-59 | Cas-60 | BCas-61 | BCas-62 | fCas-63 | BCas-64

Placa 3

D
E Plac-01 | Blac-02 | Blac-03 | Pflac-04 | Blac-05 | Blac-06 | Blac-07 | Plac-08 | Blac-09 | Blac-10 | Plac-11 | Plac-12
F Blac-13 | Blac-14 | Blac-15 | Blac-16 | Blac-17 | Plac-18 | Plac-19 | plac-20 | Blac-21 | Blac-22 | Blac-23 | Blac-24
G Blac-25 | Blac-26 | Blac-27 | Blac-28 | Blac-29 | Blac-30 | Blac-31 | Blac-32 | Blac-33 | Blac-34 | Plac-35 | Plac-36
H Plac-37 | Blac-38 | Blac-39 | Plac-40 | Blac-41 | Blac-42 | Blac-43 | Plac-44 | Blac-45 | Blac-46 | Plac-47 | Plac-48
Placa 4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Blac-4o |PPB [PPB [PPB [PPB [PPB [PPB |PPB |PPB |PPB |PPB  |PPB
B PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB
C PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB
D PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB
E PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB
F PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB PPB
03 PPB PPB PPB PPB
G Leche | caseinas | o-Caseina | p-Caseind | x-Caseina a-Lacto B-Lacto | mg/ml)
(0.1 PPB PPB PPB PPB
H Leche | caseinas | o-Caseina | p-Caseind | «-Caseina o-Lacto B-Lacto | mg/ml)
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Impresion

Para imprimir los péptidos estos fueron transferidos a una placas de 384. Los péptidos se
imprimieron por duplicado (dos copias de tres) en cristales tratados y recubiertos con superficie
epoxi para facilitar la unién covalente a la superficie de los péptidos inmovilizados

(SuperEpoxy2 Substrate, Arraylt). Se empled el robot de impresién NanoPrint™ Microarrayer

60 (TeleChem International, Inc.).

Figura 18. Robot de impresiéon con
capacidad para 3 placas de 384 para
muestras y 60 cristales de impresion.

Una vez impresos, los cristales fueron almacenados hasta su uso posterior a 4°C. Se
imprimieron elementos adicionales en el ensayo as-, asz-, - ¥ k-caseinas y B-lactoglobulina
como controles positivos. Se empled buffer de impresién como control negativo y para
normalizar el ruido de fondo. Albumina sérica bobina (BSA) marcada con fluorocromo fue

utilizada como control de localizacion.
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Inmunoensayo

Se delimité el area alrededor de la zona de impresion utilizando un rotulador de tinta
hidrofébica (DakoCytomation Pen, Dako). Cada cristal se emple6 para dos pacientes distintos
(Figura 19). Todos los sueros de los pacientes incluidos en el estudio fueron testados el mismo

dia en paralelo.

Figura 19. Esquema de impresion de los cristales.

1 3 <+ Array1

D

2 4 <« Array2

«— —>

Se comenzo el ensayo lavando los cristales con salino phosphato-buffer con 0.5% tween 20
(PBS-T) y se bloguearon las unions inespecificas con 500 ul of 1% HSA in PBS-T (PBS-T/HSA)
durante 60 minutos a temperatura ambiente en agitacion lenta (Labline). Las incubaciones se
llevaron a cabo en una camara de tincién para mantener la humedad (The Binding Site). Tras
eliminar el PBS-T/HSA de la superficie del cristal por aspiracion, se afadieron 200 ul del suero
del paciente diluido 1:5 en PBS-T/HSA y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion lenta. Tras 3 lavados con PBS-T los cristales se incubaron durante 1 hora con una
mezcla de anticuerpos monoclonales anti IgE humana (Phadia) y anti IgG4 humana
(Pharmigen) diluidos en PBS-T/HSA (concentracion de trabajo 0.4ug/ml), que previamente
habian sido conjugados con los fluorocromos Alexa 546 y Alexa 647 (Molecular Probes),

respectivamente. Finalmente los cristales fueron lavados con PBS-T, centrifugados y
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escaneados utilizando ScanArray®Gx (PerkinElmer). Las imagenes fueron guardadas como

archivos TIFF para su posterior analisis, referido mas adelante.

La figura 20 muestra la imagen obtenida tras el escaneado de uno de los cristales. Los puntos

verdes fluorescentes corresponden a péptidos que han sido reconocidos por el anticuerpo (en

este caso anticuerpo IgE marcado con Alexa 546).

Figura 20. Imagen obtenida tras el escaneado de un cristal.
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4.4 ANALISIS ESTADISTICO

4.4.1 Estadistica descriptiva
Se utilizaron la media, mediana, minimo, maximo y percentiles 25 y 75 para resumir las

variables continuas, y frecuencias relativas y absolutas para las variables discretas.

4.4.2 Estadistica analitica

4.4.2.1 Para los objetivos del estudio del valor predictivo del valor 2.5 KU/l de IgE
especifica en determinar la tolerancia y evaluacion de las pruebas cutaneas en el

diagnéstico de la persistencia de alergia a leche de vaca:

Estudio de diagnéstico

Se compararon los valores de la prueba cutanea entre las poblaciones de nifios con PO con
leche positiva y negativa mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Se realizé un analisis del rendimiento diagndstico de la prueba cutanea y la determinacion de
IgE especifica mediante curvas ROC.

Se calcularon los indices de validez (sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y
negativo, cocientes de probabilidad positivo y negativo) para la prueba cutanea y la
determinacion de IgE especifica.

indices de validez

El resultado de una prueba puede ser positivo (en el caso de la prueba cutanea =23mm es el
punto de corte mas aceptado en diagnodstico) o negativo (prueba cutanea <3mm). Para evaluar
la validez de esta prueba habra que aplicarla a una muestra de individuos que se sepa que
tienen la enfermedad y a otra que se sepa que no la tiene. La provocacion oral con leche nos
clasifica a los pacientes en enfermo/alérgico, o sano/tolerante. Los resultados de las pruebas y
de la provocacion pueden expresarse en una tabla 2x2. Si la prueba fuera perfectamente valida
b=c=0.

La sensibilidad (Sen) o proporcion de verdaderos positivos es la probabilidad de que la prueba
dé positivo condicionada a que el individuo esté enfermo.
La especificidad (Esp) o proporcion de verdaderos negativos es la probabilidad de que la

prueba dé negativo condicionada a que el individuo no esté enfermo.
Sen=a/a+c Esp=d/b+d
Ya que lo que el clinico conoce en la practica diaria es el resultado de la prueba y lo que

desconoce es el estado de enfermo o sano del paciente, resultan de mayor utilidad clinica los

valores predictivos.
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El valor predictivo positivo (VPP) es la probabilidad de que el individuo esté enfermo
condicionada a que la prueba dé positivo.
El valor predictivo negativo (VPN) es la probabilidad de que el individuo esté sano

condicionada a que la prueba dé negativo.

VPP = a/atb VPN = d/c+d

Sin embargo los valores predictivos dependen de la prevalencia, lo que limita tremendamente
su aplicabilidad clinica. Otros indices de utilidad para la practica clinica diaria y que no
dependen de la probabilidad preprueba de la enfermedad (prevalencia) son los cocientes de
probabilidad.

El cociente de probabilidad positivo (CP+) es la razén entre la probabilidad de que la prueba dé
positivo en los pacientes que tienen la enfermedad versus los que no la tienen.

El cociente de probabilidad negativo (CP-) es la razdn entre la probabilidad de que la prueba dé

negativo en los pacientes que tienen la enfermedad versus los que no la tienen.

CP+=Sen/1-Esp CP-=1-Sen/Esp

Como guia aproximada del valor informativo de los CP tanto positivos como negativos se

puede utilizar la tabla de Jaeschke'”.

Tabla 10. Valor informativo de los cocientes de probabilidad.

CP (+)>10 6 CP(-) <0,1 Cambios amplios
5 <CP (+)<10 6 0,1<CP (-)<0,2 Cambios moderados
2<CP (+)<5 o 0,2<CP (-)<0,5 Cambios pequeiios
1<CP (+)<2 6 0,5<CP (-)<1 Cambios insignificantes

Datos tomados de Jaeschke'™.
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Figura 21. Nomograma Fagan.
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Los CPs permiten transformar la probabilidad preprueba en una probabilidad posprueba

mediante el Nomograma de Fagan (Figura 21).

Curvas ROC.

La realizacién de pruebas cutaneas (y la determinacién de anticuerpos IgE especificos)
producen resultados continuos (mm o KU/I). EI comportamiento de dichas pruebas depende de
donde se ponga el punto de corte y lo habitual es que exista un grado variable de solapamiento
en la funcién de probabilidad de la variable resultado.

Si se desplaza el punto de corte en un sentido (valores mayores de mm de papula) disminuyen
los falsos positivos pero aumentan los falsos negativos o, en otros términos, disminuye la
sensibilidad y aumenta la especificidad e inversamente si se desplaza en el otro sentido, de
modo que un problema en estas pruebas es la seleccién del punto de corte 6ptimo. Para
caracterizar su comportamiento se usan las llamadas curvas ROC. En ellas se presenta la
sensibilidad en funcion de los falsos positivos (complementario de la especificidad) para

distintos puntos de corte (Figura 22).
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Figura 22. Curva ROC.
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- Si la prueba fuera perfecta, es decir, sin solapamiento, hay una regién en la que cualquier
punto de corte tiene sensibilidad y especifidad iguales a 1: la curva sélo tiene el punto de
coordenadas (0,1).

- Si la prueba fuera inutil: ambas funciones de probabilidad coinciden y la sensibilidad
(verdaderos positivos) es igual a la proporcion de falsos positivos, la curva seria la diagonal de
(0,0)a (1,1).

- Las pruebas habituales tienen curvas intermedias.

Un parametro para evaluar la bondad de la prueba es el area bajo la curva que tomara valores
entre 1 (prueba perfecta) y 0,5 (prueba inutil). Puede demostrarse, que este area puede
interpretarse como la probabilidad de que ante un par de individuos, uno enfermo y el otro
sano, la prueba los clasifique correctamente. El punto de corte éptimo se consideré aquel que

maximiza sensibilidad y especificidad.

Se aceptdé como nivel de significacion un error alfa (p) < 0.05 en todos los contrates.

4.4.2.2 Para el estudio de determinacion de epitopos lineales mediante microarray.

La sefial de fluorescencia procedente de dos canales distintos (para IgE y para I1gG4) se
digitalizd con el ‘ScanArray Express Microarray Analysis System (PerkinElmer)’y exportado

como archivo ASCII delimitado por comas. La intensidad de cada ‘spot’ se expresd como el
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ratio sefial/ruido (SNR). Se empleo el software ‘R’ (version 2.5.0. R project Foundation) para
normalizar los datos. Los elementos individuales con un coeficiente de variacion grande fueron
eliminados del analisis. Los controles negativos se emplearon para definir la intensidad del
fondo. Para asegurar la comparabilidad intra-ensayo, los valores fueron transformados
logaritmicamente para normalizacion y homogenizacion de la varianza y posteriormente
ajustada la mediana de cada ensayo a 1. Se exploraron las sefiales de IgE e IgG4
individualmente, pero en el andlisis final s6lo se consideraron positivas intensidades de SNR de
la ratio IgE/IgG4 por encima de un valor umbral de 1. El presente estudio explora pacientes con
niveles bajos de IgE y con caracteristicas clinicas similares, la Unica diferencia entre los dos
grupos incluidos de pacientes (tolerantes y reactivos) fue el resultado de la PO con leche. Por
este motivo el andlisis se centré en encontrar aquellas regiones de union de IgE que pudiesen
predecir el resultado de la prueba. Evidentemente existe un riesgo de perder posibles regiones

alergénicas utilizando esta aproximacion, pero se prefirid ganar en especificidad.

Ha sido demostrado en estudios previos que aquellos pacientes alérgicos a alimentos que
alcanzan la tolerancia, presentan mayores ratios de IgG4/IgE especifica frente al alimento
implicado, en comparacién con aquellos pacientes con alergia persistente. Ha sido igualmente
propuesto que el mantenimiento de la tolerancia a la leche de vaca se asocia la presencia de
niveles elevados de IgG4 especifica. Evaluando IgE/IgG4 se pretendié focalizar el analisis en
los epitopos clinicamente relevantes, dado que el objetivo es diferenciar entre paciente

tolerantes y pacientes reactivos.

Se determind la frecuencia absoluta de pacientes que reconocian cada péptido. Aquellas zonas
reconocidas por mas del 75% de los pacientes alérgicos a proteinas de leche de vaca fueron
considerados epitopos. Posteriormente se buscaron aquellos estadisticamente asociados al
grupo de pacientes reactivos. El test exacto de Fisher se empled para determinar la asociacion

estadistica y se considerd como significativo un p valor < 0.05.
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5.1 CLASIFICACION DE LOS PACIENTES.

Se seleccionaron de forma consecutiva, desde Enero de 2003 a Enero de 2005, 162 nifios
diagnosticados de APLV mediada por IgE, en seguimiento en la consulta de Alergia, cuyos
padres accedieron a la inclusion de su hijo en el estudio y firmaron el consentimiento informado
(Figura 23). Del total de 162 pacientes, 85 presentaron una IgE especifica frente a leche inferior
a 2.5 KU/l y se programoé una provocacion oral con férmula adaptada. 54 de esos pacientes no

presentaron ninguna reaccion durante la prueba y fueron considerados tolerantes.

Figura 23. Diagrama de flujo de los pacientes incluidos.
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Caracteristicas clinicas de los pacientes provocados.

De los 85 pacientes provocados, 46 eran nifios (54.1%) y 39 nifias (45.9%). Algo menos de la
mitad de los pacientes estaban diagnosticados de dermatitis atopica (38 pacientes, 44.7%) y 18
tenian asma (21.2%).

En cuanto a la presencia de alergia a proteinas de huevo, 25 de ellos estaban sensibilizados
(28.6%) y 10 estaban diagnosticados de alergia a proteinas de huevo (11,9%).

Los sintomas que presentaron con mayor frecuencia en la primera reaccién con la leche fueron
cutaneos (el 71.8% de los nifos presento eritema y un 51.8% urticaria). La figura 24 recoge el

porcentaje de pacientes con cada uno de los sintomas.
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Figura 24. Clinica en la primera reaccion tras la ingesta de leche
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5.2 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Se consideré en todos los casos como resultado de la prueba cutanea la media del diametro
mayor y el diametro ortogonal del habon resultante. Considerando como prueba cutanea
positiva aquella en la que se obtiene un diametro medio mayor o igual a 3mm, 22 de los 85
pacientes presentaron una prueba cutanea negativa (25.9%) frente a leche. Los valores de las
pruebas cutaneas con los alergenos de la leche se encuentran resumidos en su media,
mediana, minimo, maximo, y percentiles 25 y 75. Considerando como valor positivo el valor
positivo de IgE especifica mayor o igual a 0.35KU/L, 22 pacientes presentaron un valor de IgE
frente a leche negativo (25.9%). Los valores de IgE se encuentran resumidos en su media,
mediana, minimo, méaximo, y percentiles 25 y 75 (Tabla 10).



RESULTADOS

Tabla 10- Resultados de las PC e IgE especificas.

Mediana Minimo Maximo Perggntll Per;:gntll
PC leche 2,34 2,594 2,00 0 1 ,00 4,00
PC ALA 4,33 5,208 2,00 0 22 ,00 8,00
PC BLG 4,35 5,775 2,00 0 21 ,00 7,00
PC CAS 3,45 4,071 2,00 0 17 ,00 6,50
IgE LECHE 1,0935 ,89098 1,0500 ,00 2,50 ,0000 2,0000
IgE ALA ,6415 ,90584 ,0000 ,00 4,63 ,0000 1,1450
IgE BLG ,2769 ,55586 ,0000 ,00 2,35 ,0000 ,3725
IgE CAS 1,0317 1,93597 ,4900 ,00 15,30 ,0000 1,3550

5.3 RESULTADOS DE LAS PROVOCACIONES ORALES
54 de los pacientes provocados no presentaron ninguna reaccion durante la provocacion
(63.5%). La clinica mas frecuente en las reacciones de las provocaciones positivas fue la

clinica cutanea (urticaria) que presentaron el 81.2% de los pacientes, el segundo lugar lo

ocupan los sintomas digestivos (32.3%) y en tercer lugar los respiratorios (12.9%). Figura 25.

Figura 25. Clinica durante la provocacion con leche.
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5.3 DIFERENCIAS ENTRE PACIENTES TOLERANTES Y REACTIVOS

Diferencias clinicas.

Se compararon estas dos poblaciones de pacientes reactivosy tolerantes en cuanto al sexo, los
antecedentes personales de dermatitis atdpica y el asma bronquial, asi como el antecedente de
alergia a proteinas de huevo. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos. (Tabla 11).

Tabla 11. Diferencias en las caracteristicas clinicas entre los pacientes tolerantes y los
alérgicos persistentes.

REACTIVOS TOLERANTES
n=31 n=54
; 19 (41.3% 27 (58.7%
Sexo Varon @1.9%) (68.7%) p=0.37 1,5 (0.64-3.88)
Mujer 12 (30.8%) 27 (69.2%)
Si 18 (47.4%) 20 (52.6%)
DA p=0,07 0.42 (0.17-1.04)
No 13 (27.7%) 34 (72.3%)
No 16 (32%) 34 (68.4%)
Alergia a HS** 10 (41.7%) 14 (58.3%) p=0.476 -
huevo
Si 31(36.9%) 53 (63.1%)
Si 9 (50%) 9 (50%)
Asma p=0.269 0.49 (0.17-1.40)
No 22 (32.8%) 45 (67.2%)

* Prueba de Chi-Cuadrado.

**HS: sensibilizacion a proteinas de huevo.

La edad fue similar en ambos grupos, siendo la mediana de edad entre los reactivos de 1 afio

y 2 meses y en los reactivos de 1 afio y 5 meses.

Diferencias en las pruebas diagnésticas.

Se analiz6 si existian diferencias en los valores de prueba cutanea e IgE especifica para las
distintas fracciones de la leche, entre el grupo de pacientes que toleraron la leche y los que no
toleraron. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las determinaciones
de IgE especificas. Las pruebas cutaneas con leche y caseina fueron significativamente
distintas entre tolerantes y reactivos (Tabla 12).
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Tabla 12. Diferencias en los resultados de las pruebas diagnoésticas entre los pacientes

tolerantes y los reactivos.

Alergeno REACTIVOS TOLERANTES
n=31 n=54
3 (0-18) 0 (0-9,5) 0015
Leche n=31 n=54 '
5 (0-10) 2 (0-5) 0.245
':A‘;ég:;) ALA n=100 n= 54 '
(min-max), n 4 (0-10,5) 0 (0-7) 0.049
BLG n=100 n=54 '
5(0-19 0 (0-5
CAS ( ) (0-5) 0.005
n=100 n=54
1(<0,35-2.5) 1.2 (<0,35-2.5) 0,804
Leche n=31 n=53 '
n 0.68 (<0,35-2) <0,35 (<0,35-4.63)
IgE especifica ALA 0.105
(KU/) n=31 n=52
Mediana
(Min-max), n aLe <0,35 (<0,35-1.88) <0,35 (<0,35-2.35) 0.157
n=29 n=49
0,75 (<0,35-3) 0,36 (<0,35-3.47) 0102
CAS n=29 n=48 '

* Prueba de U de Mann-Whitney.

5.4 VALIDEZ DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Curvas ROC

Se realizé un analisis del rendimiento diagndstico de las pruebas cutaneas y la determinacion
de IgE especificas mediante curvas ROC para distinguir entre los pacientes tolerantes y los
pacientes reactivos. Las areas bajo la curva para las distintas pruebas con cada uno de los
alergenos y los puntos de corte 6ptimos (calculados como la suma de mayor sensibilidad y

especificidad) se muestran en las siguientes figuras y tablas.
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Figura 26. Curvas ROC de las pruebas cutaneas.
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Tabla 13. Areas bajo la curva de las pruebas cutaneas

Area esi?::ar P valor IC al 95%
PC leche ,652 ,063 ,020 ,529 75
PC ALA 573 ,066 ,265 ,443 ,702
PC BLG ,622 ,065 ,063 ,495 , 749
PC CAS 673 ,061 ,008 ,553 , 792

Los puntos de corte 6ptimos para los alergenos con mayor rendimiento (leche y caseina)
fueron de 3mm para ambos alergenos, resultando para la leche una sensibilidad de 38.71%
(21.56 — 55.86) y una especificidad de 75.93% (64.52 — 87.33), CP+ 1.61 (0.52 — 1.92) y CP-
(0.81 (0.74 — 1.34). Para la caseina se encuentra una sensibilidad de 64.52% (47.67 -81.36) y
una especificidad de 70.37% (58.19 — 82.55), con un CP+ 2.18 (1.34 — 3.54) y CP- 0.50 (0.30 —
0.84).
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Figura 27. Curvas ROC de las determinaciones de IgE especifica.
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Tabla 14. Areas bajo la curva de las determinaciones de IgE especifica

Area esligm;ar p valor IC al 95%
IgE LECHE ,526 ,070 715 ,389 ,663
IgE ALA ,654 ,070 ,032 517 791
IgE BLG ,553 ,073 458 411 ,696
IgE CAS ,604 ,070 ,146 466 742

Dado que el criterio de provocacion se fundamenta en el valor de IgE y habiendo obtenido un

pobre rendimiento diagnéstico, no se exploraron puntos de corte para estas variables.
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5.5 ENSAYO MICROARRAY DE PEPTIDOS

Caracteristicas de los pacientes

En un periodo posterior (Enero 2005 a Febrero de 2006), se reclutaron 31 pacientes para llevar
a cabo el estudio mediante microarrays de péptidos. 16 de los 31 pacientes incluidos en esta
parte del estudio tuvieron una provocacion positiva con leche y por lo tanto fueron considerados
reactivos (56.6%) y 15 no presentaron ninguna reaccion durante la provocacion (grupo
tolerante). La mediana de la edad fue 2 afios y cuatro meses, con un rango entre 1 y 6 afos.
En el momento del diagnéstico, el sintoma mas frecuente fue la afectaciéon cutanea aislada
(urticaria) en el 58.6% de los pacientes, seguida urticaria y vomitos en el 25.8 % de los
pacientes. Se llevaron a cabo provocaciones orales simple ciego en 29 pacientes. Los otros
dos pacientes tuvieron sintomas en el domicilio en las dos horas posteriores a una ingesta
accidental de leche, el primero de ellos tuvo una urticaria y el segundo urticaria y vomitos. Un
paciente tuvo una ingesta accidental no sintomatica en el domicilio que se confirmé con una

provocacion en el hospital.

La mediana de IgE total fue 70 KU/l (2 - > 2000) en el grupo de los tolerantes y 39 kU/I (17-323)
en el grupo reactivo. La mediana de la IgE especifica de leche fue de 2.1 kUA/I (0.39-7.32) en
los tolerantes frente a 1.9 kUA/I (0.38-13) en el grupo reactivo. En la tabla 13 se recogen las
manifestaciones clinicas, edad, sexo y niveles de IgE especifica en ambos grupos de

pacientes.

Tabla 15. Caracteristicas clinicas de ambos grupos de pacientes.

TOLERANTES (n=15) REACTIVOS (n=16)

Edad (mediana)* 2 anos 2 meses 2 anos 4 meses
Sexo 6 ninos 9 nifos
IgE total * 70 kU/I (2->2000) 39 kU/I (17-323)
IgE Leche * 2.1 kUa/I (0.39-7.32) 1.9 kU,/I (0.38-13)
Sintomas con cutaneos 8 (53.3%) 8 (50%)
laingesta de  cutaneos + o o
leche digestivos 5 (33.3%) 3 (18.8%)

cuténeos + G %

respiratorios Z (85 « ([29%)

anafilaxia 0 1 (6.3%)

*Edad v niveles de IgE total e IgE especifica frente a leche en el momento de la provocacion.
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Reactividad IgE e IgG4 frente a los péptidos en pacientes reactivos y pacientes

tolerantes.

La unién de anticuerpos de la clase IgE e IgG4 frente a los péptidos de as1-, as2-, b-, k-
caseinas y b-lactoglobulina fue detectada simultaneamente usando dos canales de
fluorescencia. La figura 28 muestra la union IgE e IgG4 frente a los péptidos estudiados. Como
se puede observar, la union IgG4 es similar en ambos grupos mientras que la unién IgE es
sustancialmente superior en el grupo reactivo, reconociendo el 3.32% del total de los péptidos

estudiados.

Figura 28. Reconocimiento global de péptidos en ambos grupos de pacientes.
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A continuacién se muestra el reconocimiento de cada péptido individual en cada una de las 5
proteinas estudiadas. Tal y como se explica en la seccién de métodos se decidid expresar el
resultado considerando el ratio IgE/IgG4 SNR, considerando como positivos todos aquellos
con un valor por encima de 1. En la fig—se representa mediante un grafico de cajas, en el eje y
la mediana de intensidad y los percentiles 25-75 (las lineas representan los valores maximo y
minimo). En el eje x aparece representado cada uno de los péptidos. Se muestran

separadamente las distribuciones de tolerantes y reactivos. Figura 29.
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Figura 29. Reconocimiento de cada uno de los péptidos estudiados
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Una vez explorado el reconocimiento de cada uno de los péptidos, se buscaron aquellos
péptidos reconocidos de forma mayoritaria por los pacientes incluidos. Varios péptidos de las
proteinas de la leche estudiadas, han sido reconocidos por mas del 75% de los pacientes

reactivos (Tabla 16) y fueron por lo tanto considerados como epitopos.

Tabla 16. Péptidos reconocidos por mas del 75% de los pacientes reactivos.

PROTEINA | as- caseina as,- caseina - caseina  f-lactoglobulina « -caseina
16-35 1-20 25-50 58-77 16-35
28-50 13-32 52-74 76-95 34-53
73-92 67-82 121-140 121-140
AA 106-125 164-173

122-141

157-182

181-207

Se continud el analisis identificando aquellos péptidos del grupo anterior que fueron
reconocidos de forma significativamente distinta por los pacientes reactivos y tolerantes. La
tabla 15 compara el porcentaje de reconocimiento en cada uno de los grupos junto a su nivel
de significacién. Como se puede observar, se han encontrado 10 epitopos que muestran un
reconocimiento significativamente mayor en el grupo de los pacientes reactivos y por lo tanto
permitirian clasificar mejor a los pacientes en cada grupo. Estos epitopos son: a s1 caseina:
AA 28-50, a s2: AA 1-20, 13-32, 67-86 y 181-207. B-caseina: AA 25-50, 52-74 y 154-173. B-
lactoglobulina: AA 58-77. k-caseina: AA 34-53.

Aquellos epitopos de la tabla 16 que no aparecen en la tabla 17 no tuvieron un reconocimiento

diferencial entre ambos grupos de pacientes.
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Tabla 17. Porcentaje de reconocimiento y nivel de significacion entre el grupo de

pacientes reactivos y tolerantes.

AA Reactivos Tolerantes p valor

a1~ caseina 28-50" 75% 26.7% 0.012
0o Caseina 1-20? 75% 13.3% 0.001
13-32° 75% 26.7% 0.012

67-86* 75% 33.3% 0.032

181-207° 75% 20% 0.004

B - caseina 25-50° 75% 33.3% 0.032
52-74" 81.3 26.7% 0.004

154-1738 75% 33.3% 0.032

B -lactoglobulina 58-77° 81.3% 40% 0.029
k -caseina 34-53"° 87.5% 40% 0.009

' FPEVFGKEK VNELSKDIGSESTE,

2 KNTMEHVSSSEESIISQETY,

* SIISQETYKQEKNMAINPSK

* EEVKITVDDKHYQKALNEIN,

> KTVYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL,

¢ INKKIEKFQSEEQQQTEDELQDKIH,
" FAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNI,

$ TVMFPPQSVLSLSQSKVLPV,

’ LQKWENDECAQKKIIAEKTK,
"YRYPSYGLNYYQQKPVALINN

Figura 30. Epitopos reconocidos por los pacientes reactivos
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La figura 30 muestra grafico de cajas en el que se en el ‘eje X’ se representa cada epitopo
identificado en los grupos reactivo y tolerante y en el eje 'y’ se representa la sefial de
fluorescencia como ratio IgE/IgG4 SNR. Se muestra la mediana, el 1° y 3° cuartil de SNR para

cada uno de los péptidos de 20-mer.
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DISCUSION

La alergia alimentaria es una patologia que predomina claramente en la edad pediatrica, y su
prevalencia oscila segun las fuentes entre 0.5% y 2,7% de la poblacién general en los
primeros afios de vida'®. Los alimentos, y entre ellos la leche, son causa de reacciones
sistémicas graves, produciendo mayoritariamente manifestaciones clinicas a nivel de la piel,
pero también, sintomas digestivos y respiratorios; de hecho la alergia alimentaria es la principal

causa de reacciones anafilacticas tratadas en los servicios de Urgencias hospitalarias’®"®"" 18"

' Una vez alcanzado el diagndstico, y hasta el momento de su resolucién, el unico
tratamiento disponible y eficaz es evitar estrictamente la ingesta del alimento en todas sus
formas y derivados. La dieta de evitacion de este alimento resulta especialmente problematica
en los nifos, dada la importancia nutricional del mismo, y su ubicuidad. Esta dificil situacion se
prolonga en el tiempo hasta que se alcanza la tolerancia. En la busqueda de dicho paso de la
alergia a la tolerancia disponemos de una serie de pruebas, como las pruebas cutédneas y la
determinacion de anticuerpos IgE especificos, que orientan acerca del momento evolutivo de la
enfermedad en el que se encuentra el paciente. Estas pruebas han demostrado limitaciones a
la hora de predecir el momento de tolerancia y no nos permiten conocer con total certeza el

momento en el que se produce ese paso de alérgico a tolerante, sin prolongar de forma

innecesaria las restricciones dietéticas.

6.1 METODOS DE DIAGNOSTICO DISPONIBLES EN LA PRACTICA
CLIiNICA HABITUAL.

La prueba cutdnea y la IgE especifica son pruebas que demuestran una sensibilizacién frente
a un determinado alérgeno. En los ultimos afos diversos autores han publicado estudios en los
que se ha intentado definir la utilidad de la prueba cutanea y la determinacion de IgE
especifica como predictores de reactividad clinica, determinada esta ultima por el resultado de

la PODCCP, que se considera la prueba patrén oro.

La validez de una prueba de diagndstico es la capacidad de la misma para clasificar
correctamente a un individuo, en enfermo o no. Los indices para evaluar esa validez son la
sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos. El valor predictivo positivo (VPP) y el

valor predictivo negativo (VPN) son indices de gran utilidad, pero dependen de la prevalencia
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de la enfermedad. Otra forma de expresar los resultados son los cocientes de probabilidad
(CP) o cocientes de verosimilitudes, en inglés, “likelihood ratios” (LR). Los CP positivo y
negativo permiten tomar una decision clinica'>'®. La ventaja de esta aproximacion es que
los valores de CP son independientes de la prevalencia de la condicion que se estudia. Los
valores de CP tienen una gran utilidad clinica'®'®. Si se conoce la probabilidad pre- prueba
que tiene un determinado individuo de tener una provocacién oral positiva, segun el resultado
de la prueba, se puede obtener la probabilidad post- prueba mediante un nomograma, que se
construye al aplicar el teorema de Bayes186. Como guia aproximada del valor informativo de los

CP tanto positivos como negativos se puede utilizar la tabla de Jaeschke'” (Tabla 10).

En los ultimos afios se han publicado estudios de evaluacion de pruebas de diagndstico en la
alergia alimentos que han permitido establecer puntos de decision de diagnéstico (puntos de
corte), que se definen como el valor de una determinada prueba de diagnéstico (prueba
cutédnea y determinacion de IgE especifica) que ofrece los mejores indices para predecir el
resultado de la provocacién oral. En general, en la literatura se han utilizado los valores
predictivos, en particular el VPP como el indice mas adecuado para establecer los puntos de
corte, en este sentido se han considerado adecuados aquellos valores que presentan un VPP
del 95% o mayor'®'®. Sin embargo, los valores predictivos, que son proporciones
interesantes para la practica clinica en un determinado grupo de pacientes, tienen un valor
muy limitado porque dependen de la prevalencia de la enfermedad en ese grupo y por lo tanto
no es el indice idéneo para la seleccion de los puntos de corte'®. Lo que importa para
interpretar una prueba de diagnéstico no es la prevalencia como tal, sino la denominada
probabilidad preprueba, es decir la probabilidad de que un individuo tenga la enfermedad antes

de aplicar la prueba.

Los valores que se describen como puntos de corte no pueden aplicarse a una poblacion que
sea diferente de la que se ha estudiado. Las caracteristicas de la poblacién que se va a
estudiar son factores decisivos ya que los puntos de corte seran diferentes segun la edad,
grado de enfermedad, coexistencia de otras enfermedades como dermatitis atépica, tiempo de
evolucién de la enfermedad, numero de provocaciones orales a las que se ha sometido y un

largo etcétera. Estos factores van a condicionar la posibilidad de aplicar ese punto de corte a
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nuestra poblacion. Es decir, la primera pregunta es cuanto se parece una poblacion a la
incluida en el estudio donde se evalud la prueba. Sera factible su utilizacion en la medida que

las poblaciones del estudio y donde se aplicara la prueba sean parecidas”g.

En las tablas 14 y 15 se muestran los puntos de corte y sus indices de exactitud diagndstica
para el diagnostico de alergia frente a leche. Se describen los valores predictivos originales de
los articulos revisados y se han calculado los CP. En aquellos articulos en los que no se tenia
la prevalencia de la enfermedad se ha utilizado como tal el porcentaje de provocaciones orales

positivas.

Tabla 14. Estudios de rentabilidad diagnéstica las pruebas cutaneas de leche en nifios.

Alimento "/e;(:tzdlia Tipo de %Reaccion Autor/ano
IPC* o atop Reaccién positiva VPP** |CP (+) (cita)
N
<1 afos Garcia Ara“
Loche 23%) | Inmediata 42% 60% | 189 2001
N=170
Leche>6mm <2 afos Inmediata/ o Sporick ©
Leche >2 afios tardia 42% 100% | 13,2 2000
>8mm N=310

*Valor de la Prueba Cutanea (PC) considerado como punto de corte.

** Se dan los VPP originales con una confianza del 95% y se calculan los CP (+).
N°: nimero de pacientes
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Tabla 15. Estudios de rentabilidad diagnostica de los niveles de IgE especifica frente a la
leche en nifios.

Garcia-Ara'"®

Autor (cita) Samson187 Celki-Bilgili'*®
Tipo de estudio Prospectivo Retrospectivo Prospectivo
Tipo de reaccién
Inmediata/Tardia Inmediata/tardia Inmediata
N° pacientes 100 501 170
Edad media (rango) 3,8(0,4-14,3) a 13m (1m-16 a)
4,8m (1-12) m
% atopia
2 SO0 61% 88% 23%
Tipo de PO Placebo/simple o doble Placebo/simple o
ciego doble ciego Abierta
Abierto
[} 0, 0,
N° PO, % (+) 62, 67% 160,42%
Puntos de corte*
398, 49%
Leche 15 (KUp/I) 2,5 (kUa/l)
CP (+) o5 No calculado 9.6
cP ) 045 054

Edad: m=meses, a=afios , PO= Provocacién Oral,
% (+)= % de provocaciones positivas (prevalencia de alergia en el estudio)
*VPP(90-95%), CP= cociente de probabilidades

Otros autores han establecido otros puntos de corte para la leche en diversas poblaciones.
Llama la atencion la variabilidad de los diversos puntos de corte que son muy dispares. Esta
variabilidad esta originada por varios motivos que se exponen a continuacion:

La edad, la prevalencia de dermatitis atopia y el porcentaje de reacciones inmediatas son
variables muy importantes en los estudios realizados. En nifios con alergia a la leche y al
huevo se observan menores puntos de corte para IgE especifica cuando se estudian

106117187188 hero esta situacion no se

poblaciones de menor edad y sin dermatitis atdpica
confirma en todos los estudio. En algunos estudios se incluyen pacientes con reacciones
tardias, cuya relacion con la sensibilizacién IgE es desconocida. En la mayoria de los casos las

106,187,188

reacciones tardias son exacerbaciones de la dermatitis atopica La evolucién a la

tolerancia de la alergia a estos alimentos en la infancia, hace que sea necesaria la definicion
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“a priori” de la finalidad de esos puntos de corte, si es para establecer el diagnéstico o para
definir tolerancia en un determinado momento de la evolucién de la enfermedad. En algunos de
los estudios realizados no se diferencia en qué situacion estan los pacientes que se incluyen en

la muestra.

Otro factor que interviene es la precision de la propia prueba que se utiliza. Tanto la prueba
cutanea como la determinacion de IgE especifica son técnicas validadas y estandarizadas,
pero la utilizacion de extractos de alta calidad es fundamental. También es muy importante
coémo se realiza la prueba considerada patréon oro, en este caso la provocacion oral.

Las diferencias en la metodologia empleada, la heterogeneidad en los criterios de inclusion de
la poblacion a estudio y la falta de definicién de la reaccion clinica a evaluar, hacen que la
utilizacion de los puntos de corte no pueda ser utilizados de forma generalizada para predecir

la reactividad clinica en el diagnéstico de la alergia mediada por IgE.

En el seguimiento de los pacientes infantiles alérgicos a la leche se ha encontrado una
relacion entre los niveles de IgE especifica al alimento y el desarrollo de tolerancia al
mismo''®'2"'®_por |0 tanto, se puede considerar de utilidad la monitorizacion de los niveles de
IgE especifica a lo largo del tiempo, para determinar la oportunidad o no de realizar una nueva
provocacion oral. En esta situacion hay que tener en cuenta los mismos factores antes
comentados; clinica, presencia de dermatitis atdpica, etcétera en la seleccion de los pacientes
y ademas la edad debe considerarse como un factor pronéstico muy importante. En la tabla
16 se resumen los estudios de seguimiento de los valores de IgE especifica en la infancia
para diversos alimentos. En otros estudios con un disefio prospectivo, la magnitud del
descenso de los niveles de IgE especifica frente a la leche han sido utiles para predecir la

tolerancia a ese alimento'?".
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Tabla 16. Puntos de decision propuestos para el seguimiento de nifos alérgicos a la
leche

Seguir_niento VLD d’e_ IgE Prevalencia Autor (cita)
mediana especifica
CP (+) 10,85
- )
13-18 m 2.7 kUl 77% e oo
33m 19-24 m 9 kUl 88% ?/FF’,F(,% 1‘;{;/9 Garcia-Ara"®
(o]
CP (+)6
- 0,
25-36 m 24 kU, 56% vasale
CP (+) 54 190
4 afios 2 KU/l 31% VPP 71% Vanto

En el presente estudio se revisan un total de 162 nifios que acuden a consulta tras haber
permanecido durante 6 meses en dieta de exclusién de leche. A todos ellos se les determina el
valor de IgE especifica en suero y Unicamente algo mas de la mitad de los pacientes (52.5%)
tienen un valor por debajo de 2.5 KU/l y por lo tanto se indica la realizacién de una provocacion
oral con leche de continuacion. Es posible, por lo tanto, confirmar el estatus de tolerancia en
so6lo la mitad de los pacientes que se revisan. Los pacientes que presentan niveles por encima
de ese punto se mantienen en dieta hasta la siguiente revision con las implicaciones que
conlleva. Los padres han de mantener una estricta vigilancia de todos los productos que el
paciente consume, leer los etiquetados que muchas veces no se muestran con la suficiente
claridad, ademas del miedo ante una posible reaccion. Esta situacion empeora cuando el
paciente crece y comienza a socializarse, es invitado a fiestas, cumpleafios o a casa de amigos

y familiares.

De los pacientes provocados un 36% presenta una reaccion durante la prueba de tolerancia. La
clinica mas frecuente ha sido la cutanea, que aparece en algo mas del 80% de los pacientes.
Seguida de las manifestaciones digestivas en alrededor del 30 de los pacientes y respiratorias
en el 12%. Hallazgo similar a estudios previos. Esta poblacion es similar en caracteristicas
clinicas a la del estudio de Garcia-Ara'"®. Aproximadamente la mitad de los pacientes estaban
diagnosticados de dermatitis atépica, casi un 30% presentaba pruebas cutaneas positivas

frente a alergenos del huevo y un 10% estaban diagnosticados de alergia a proteinas de
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huevo. El 21% estaba diagnosticado de asma. Estas patologias se distribuyeron de forma
similar en ambos grupos, su presencia o ausencia no es de utilidad a la hora de tomar la

decision de provocar al paciente.

En cuanto a las pruebas de diagnéstico, la mediana de las pruebas cutaneas en esta poblacion
de pacientes roza la positividad, con una distribucion muy variable. Los valores de pruebas
cutédneas hallados en otros estudios son mayores, alrededor de 7-8 mm para todos los
alergenos. Esto se puede deber a que estos nifios son mas pequefios, entre 12 y 18 meses y
también a que el porcentaje de dermatitis atopica es menor. Lo mismo ocurre con las
determinaciones de IgE especifica, tanto para leche como para fracciones. La mediana de la
IgE de leche es 1 KU/l Las diferencias en las pruebas de diagnéstico disponibles para
distinguir entre tolerantes y reactivos muestran, al igual que en los trabajos previos,
importantes limitaciones. Tanto la determinacién de IgE especifica como la prueba cutanea. No
se encontraron diferencias en cuanto a los niveles de IgE especifica frente a leche ni frente a
ninguna de las fracciones entre los pacientes que presentaron un provocacion positiva y
aquellos que toleraron la leche. Por su parte las pruebas cutaneas parece que permitirian
discernir mejor entre tolerantes y reactivos, en concreto las pruebas cutaneas de leche y
caseina. Hay que tener en cuenta sin embargo, que los puntos 6ptimos de decision para
ambas son 3 mm, limite de positividad de las pruebas. En resumen, la Unica diferencia entre
estos dos grupos de pacientes es el resultado de la provocacién oral. No disponemos en la
practica rutinaria de ningun dato clinico ni analitico que nos permita identificar correctamente, ‘a
priori’ quien ha superado su alergia de los que no y evitar el riesgo que supondria para estos

ultimos una provocacion positiva.

Hay que tener en cuenta que, al igual que las pruebas fallan a la hora de identificar pacientes
que han superado su alergia, en el grupo de pacientes con IgE alta (por encima de 2.5 KU/I)
puede existir también un grupo de pacientes que ya hayan evolucionado hacia la tolerancia

pero que no se provocan.
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En la actualidad los puntos de corte propuestos pueden darnos una orientacion pero distan de
tener un buen rendimiento en el diagndstico de la alergia mediada por IgE vy por tanto su
ayuda en la toma de decisidon con respecto a la provocacion oral aun es limitada'"". En este
contexto, surge por ello la necesidad de buscar nuevas técnicas de diagndstico. Una mejor
caracterizacion de los alergenos mediante técnicas de biologia molecular y de la respuesta
inflamatoria alérgica mediante la descripcion de epitopos de células B parece fundamental en
este objetivo. Surge la necesidad de buscar nuevas aproximaciones que permitan mejorar el
diagnéstico. En el afio 2005, aparece la posibilidad de continuar esta linea de investigacion en
el diagnéstico de alergia a proteinas de leche de vaca en colaboracion con el grupo de
investigacion en alergia a alimentos (‘Jaffe Food Allergy Institute’) de Mount Sinai, NY. Para
llevar a cabo esta nueva fase, se reclutaron pacientes alérgicos a proteinas de leche de vaca
siguiendo los mismos criterios de inclusion y exclusién con niveles de IgE por debajo de 2.5
KU/l y que por lo tanto fueron provocados siguiendo la misma metodologia. Se trata por lo tanto
de una poblacion de pacientes clinicamente superponible a la anterior con valores serolégicos

similares.

6.2 APLICACION DE LOS MICROARRAYS DE PEPTIDOS AL MANEJO

DIAGNOSTICO DE LA ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE VACA.

Los microarray de DNA llevan varios afios utilizandose a nivel de investigacion, e incluso tiene
su aplicacion a nivel asistencial en la actualidad en el campo de la oncologia. La experiencia en
la aplicaciéon de esta técnica al estudio de proteinas, es reciente y escasa, y limitado al campo
de la investigacion. Una ventaja a priori de esta técnica, comparada con las técnicas para
diagnéstico ‘in vitro’ de las que disponemos en alergia en la actualidad, es que permite el
estudio de miles de dianas en paralelo usando pequefas cantidades de suero del paciente. Sin
embargo, la gran aportacién de la técnica de microarray de péptidos es permitir una nueva
aproximacioén al estudio de los epitopos lineales. Los primeros ensayos microarray de péptidos
se desarrollaron para el estudio de la respuesta inmune frente a virus. Se ha estudiado la
evolucién de la respuesta de células B frente a epitopos lineales de antigenos virales antes y

después de la administracion de una vacuna. Estos trabajos han permitido por un lado,
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monitorizar en los ensayos clinicos la respuesta frente a la vacunacion, y por otro lado
encontrar regiones inmunodominantes susceptibles de ser diana terapeutica, mejorando asi la

eficacia del tratamiento® 37191,

En el caso de la alergia a alimentos, en concreto a proteinas de leche de vaca, se han
realizado estudios de cartografia de los epitopos de las cuatro caseinas a los que se une la IgE
especifica de los pacientes alérgicos. En ellos se han identificado un ndmero de epitopos
secuenciales denominados epitopos informativos que son reconocidos por la IgE de los nifios
que van a permanecer como alérgicos a lo largo del tiempo. Este hecho no ocurre en los que
desarrollan tolerancia de forma temprana'®*'®. Estos resultados han permitido establecer un
paralelismo entre el reconocimiento de determinadas zonas en la secuencia lineal de la
proteina y patrones clinicos de peor prondstico, pacientes con alergia persistente y que por

tanto se beneficiarian de un tratamiento de desensibilizacion.

En este sentido, la tecnologia microarray ha comenzado a mostrar su posible utilidad. En
pacientes alérgicos a cacahuete se ha encontrado que el reconocimiento de determinados

epitopos se asocia con la tolerancia o alergia confirmada mediante PODCCP'#*"%’.

El presente estudio se ha centrado en la especificidad y la diversidad de la respuesta IgE frente
a alergenos y su posible utilidad en el diagndstico de los pacientes alérgicos a proteinas de
leche de vaca, en concreto para predecir el momento en que se alcanza la tolerancia al
alimento. Los estudios previos han buscado caracterizar poblaciones homogéneas de
pacientes con alergia persiste en comparacion con pacientes con alergia transitoria ya
superada y controles sanos. Como se ha expuesto en la seccion de introduccion, la alergia a
alimentos esta mediada por anticuerpos de la clase IgE dirigidos frente a epitopos alergénicos.
La unién puede ser frente a epitopos lineales o conformacionales y ambos pueden
desencadenar una respuesta inflamatoria alérgica. Los pacientes con anticuerpos IgE dirigidos
frente a epitopos secuenciales, demostrado por la unién a péptidos sintéticos que cubren la
secuencia lineal de la proteina, se ha visto que tienen una forma de alergia mas grave y

persistente. Los datos referentes a la importancia de estos epitopos lineales han sido
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generados mediante ensayos con membranas SPOT (Genosys Biotechnologies, Woodlands,
Tex, USA). Pero la caracterizacién del perfil antigénico de pacientes individuales por este
método tiene importantes desventajas. La sintesis de un gran nimero de péptidos es costosa
en términos de tiempo, dinero y cantidad de suero necesaria para el ensayo, sin olvidar que se

pueden testar un numero limitado de pacientes.

La escasa cantidad de suero necesaria para los ensayos microarray es de suma importancia
en una patologia como la alergia a las proteinas de leche de vaca que afecta mayoritariamente
a nifios en las primeras edades de la vida en que la obtencién del volumen necesario de suero

para los estudios disponibles en la practica clinica rutinaria es en ocasiones dificil.

En la serie que se presenta en la tesis, de los 31 pacientes incluidos, 16 tuvieron una
provocacion positiva y por lo tanto fueron considerados reactivos, es decir pacientes que aun
no habian superado su alergia a alimentos. El resto de pacientes no presenté ningin sintoma
con la reintroduccion de la leche y por lo tanto se considerd que habian superado su alergia a
la leche. No hubo diferencias clinicamente significativas en los valores de IgE total entre ambos
grupos. En cuanto a los niveles de IgE especifica, la mediana fue de 2.1 KU/l en los nifios
tolerantes y de 1.9 KU/I en el grupo reactivo. No mostraron tampoco diferencias en cuanto a los
sintomas con la ingesta de leche al diagndstico. Por lo tanto estamos ante una poblacion de
pacientes clinica y analiticamente similares, es decir, pacientes con niveles bajos de IgE que
presumiblemente van a superar espontaneamente su alergia a la leche, pero con evolucion

hacia la tolerancia distinta.

En este estudio se evaluaron as1-, as2-, B- y k-caseinas, y B-lactoglobulina con el fin de
identificar zonas de union de anticuerpos de las clases IgE e IgG4 en una poblacion de
pacientes. No se ha incluido en el analisis la a-lactoalbumina por no haberse demostrado la
existencia de epitopos lineales informativos en estudios previos.

En un primer abordaje de los datos extraidos del ensayo se exploré el niumero global de
péptidos reconocidos por cada grupo de pacientes y se ha visto que el nimero de epitopos

reconocido por los anticuerpos de la clase IgE es mayor en el grupo reactivo que en el tolerante

130



DISCUSION

(3.32% frente al 0.08%). Este hallazgo es concordante con los estudios previos de muestreo de
alergenos de cacahuete, en los que se observa que los pacientes con reactividad clinica y peor

prondstico reconocian un mayor numero de epitopos lineales.

En un segundo paso se buscaron aquellos epitopos reconocidos mayoritariamente por los
pacientes. Se consideraron como epitopos aquellas regiones reconocidas por al menos el 75%
de los pacientes. Dado el riesgo de obtener resultados falsos positivos, es decir describir zonas
que no son verdaderamente epitopos decidimos adoptar un criterio mas estricto del empleado
en publicaciones previas donde se define como epitopo dominante aquel reconocido por el
50% de los pacientes estudiados. En un ultimo estadio con el objetivo de identificar aquellas
zonas que permitan distinguir entre pacientes reactivos y tolerantes se han identificado 10
regiones con reconocimiento significativamente distinto a lo largo de las 5 proteinas estudiadas.

Estos epitopos son: a s1 caseina: AA 28-50, o s2: AA 1-20, 13-32, 67-86 y 181-207. B-caseina:

AA 25-50, 52-74 y 154-173. B-lactoglobulina: AA 58-77 y k-caseina: AA 34-53

En la figura 31 se muestran los epitopos identificados en este trabajo (sombreado) en

comparacioén con aquellos propuestos en trabajos previos (subrayados).

Figura 31. Epitopos identificados en las secuencias lineales de los alergrenos

estudiados y epitopos descritos previamente.

a-s1 caseina

10 20 30 40 50
RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRFEFVAPFPEVEGKEKVNELSKDIGSESTE

60 70 80 90 100
DOQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLR

110 120 130 140 150
LKKYKVPQLETIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNOQELAYFYPELF

160 170 180 190 199
ROFYQLDAYPSGAWYYVPLGTOQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW
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a-s2 caseina

10 20 30 40 50
KNTMEHVSSSEESIISQETYKQEKNMAINPSKENLCSTFCKEVVRNANEE

60 70 80 90 100
EYSIGSSSEESAEVATEEVKITVDDKHYOKALNEINOFYQOKFPOYLOYLY

110 120 130 140 150
QGPIVLNPWDQVKRNAVPITPTLNREQLSTSEENSKKTVDMESTEVFTKK

160 170 180 190 200
TKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALPQYLKTVYQHOKAM KPWIQPKTKV

207
IPYVRYL

B caseina

10 20 30 40 50
RELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQOQTEDELODKIH

100

60 70 80 90
PFAQTOSTLVYPFPGPTPNSLPONIPPLTQTPVVVPPFLOPEVMGVSKVKE

110 120 130 140 150
AMAPKHKEMPEFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLOSWMHQPHQP

160 170 180 190 200
LPPTVMEPPOSVLSLSOSKVLPVPQKAVPYPORDMPIQAFLLYQEPVLGP

210
VRGPFPIIV

¥ caseina

10 20 30 40 50
QEQNQEQPIRCEKDERFFSDKIAKYIPIQYVLSRYPSYGLNYYOOKPVAL

60 70 80 90 100
INNOFTPYPYYAKPAAVRSPAQTILOWOVLSNTVPAKSCQAQPTTMARHPH

110 120 130 140 150
PHLSFMAIPPKKNQDKTEIPTINTIASGEPTSTPTTEAVESTVATLEDSP

160 169
EVIESPPEINTVOVTSTAV

B lactoglobulina

10 20 30 40 50
LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTP

60 70 80 90 100
EGDLEILLOKWENDECAQKKITAEKTKI PAVFKIDALNENKVLVLDTDYK

110 120 130 140 150
KYLLFCMENSAEPEQSLVCQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKALPMHIRLS

160
ENPTQLEEQCHT

Si se analiza cada proteina individualmente, as1-caseina es una fosfoproteina de cadena
simple con una longitud de 199 AA y estudios previos habian mostrado la relevancia de esta

proteina identificando en ella un nimero importante de epitopos. En el presente trabajo se ha
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encontrado una region que fue reconocida mayoritariamente por el grupo reactivo (AAs 28-50)
si se compara con el grupo de pacientes que habia superado la alergia a proteinas de leche de

vaca. Chatchatee'®

identific6 dos epitopos en esta regién y en concreto AAs 17-36 fue
asociado a los pacientes de mayor edad, es decir aquellos considerados alérgicos persistentes,
los pacientes con una alergia a proteinas de leche més grave. Esa zona fue igualmente

20 los cuales identificaron también otro epitopo

identificada por Spuergin'®® y Elsayed
minoritario, AAs 39-48. En el trabajo de Elsayed, la zona mas reconocida fue AAs 173-194, ya
que el 100% de los pacientes alérgicos persistentes reaccionaron frente a ella. Nakajima-
Adachi®®' describio en su trabajo esa misma zona. Por lo tanto, este extremo carboxiterminal ha
sido propuesto como predictor de alergia persistente. Este patrén distinto de reconocimiento
con respecto al encontrado en presente trabajo puede ser debido al hecho de que los pacientes
aqui incluidos son mas pequefios (mediana de edad de 2 anos) que los incluidos en otros
estudios. Por otro lado, el perfil clinico es considerablemente distinto. Se trata de niflos con
niveles de IgE bajos (inferior a 2.5KU/I) que presumiblemente la mayoria de ellos superaran su
alergia a pesar de su situacion actual de reactividad clinica. Por el contrario, los nifios
estudiados por otros grupos, tienen un patréon clinico mas grave, con niveles de IgE muy altos,
es decir, pacientes que en la mayoria de los casos no van a superar su alergia
espontaneamente. Los pacientes incluidos por Spuergin tenian una edad comparable a la de

este estudio, todos ellos menores de 3 afios y no encontré tampoco reconocimiento en esta

Zona.

En as2-caseina, proteina compuesta por 207 AAs, se encontraron cuatro regiones asociadas al
grupo reactivo. Si se compara con el estudio de Busse®?, tnicamente una region de 8 AAs
(182-189) es similar. Sin embargo, al igual que ocurre con la anterior proteina, as1-caseina, la
poblacion estudiada es muy distinta, por lo tanto no es posible establecer comparaciones
directas (todos los pacientes incluidos por Busse en su estudio tenian un valor de IgE por

encima de 100 KU/I).

La pB-caseina esta formada por 209 AAs y aunque tiene muy poca homologia con as1-caseina,

las dos proteinas tienen una estructura similar. Comparando los resultados expuestos en esta
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tesis con los previamente publicados por Chatchatee®®, hay una zona comun reconocida en
ambos estudios que corresponde con los AAs 181-189.

k-caseina es una proteina de 169 AAs que fue estudiada previamente por Chatchatee®®
conjuntamente con La B-caseina . Se describe hay un area comun en ambos estudios entre los

AAs 34-53.

La B-lactoglobulina tiene una conformacién nativa en forma de dimero y cada subunidad esta
formada por 162 AAs. Esta proteina no tiene una proteina homdloga presente en la leche
materna. Se han descrito epitopos en varios estudios previos que se han centrado en pacientes
con alergia persistente, incluyendo en uno de ellos un conjunto de sueros de pacientes con IgE
baja con el que se establece una comparacion. En el estudio de Jarvinén®* no se describen
epitopos similares al expuesto en esta tesis. Esto se puede deber a la pérdida de sensibilidad
de este tipo de ensayos en que se emplean conjuntamente sueros de distintos pacientes en

lugar de sueros individuales.

Para finalizar esta discusion, es importante reflexionar sobre las limitaciones y las fortalezas de
este trabajo, asi como las posibles implicaciones para la practica clinica y para la investigacion.
Dentro de las limitaciones del estudio hay que tener en cuenta que se ha explorado un gran
numero de epitopos mediante pruebas estadisticas con las que hay un problema de inflaccién
del error tipo | que no ha sido corregido. Esto se podria traducir en el descubrimiento de un
numero importante de falsos positivos. Por otro lado, el limitado nimero de pacientes
analizados puede dar lugar a falsos negativos. Dado que la potencia estadistica esta
comprmetida, se ha sido estricto a la hora de describir un epitopo, unicamente considerando

aquellos reconocidos por al menos el 75% de los pacientes reactivos.

La poblacion seleccionada para este estudio fue seguida de acuerdo a la practica clinica
habitual y por lo tanto la indicacion de la provocacion oral fue guiada por los niveles de IgE
medidos mediante CAP System FEIA. Es importante recalcar que la muestra incluida en este

estudio tiene una gran homogeneidad. Todos los pacientes fueron provocados y no se han
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encontrado diferencias significativas en cuanto a la edad, sexo, sintomas o los niveles de IgE

especifica entre los pacientes reactivos y tolerantes.

Se ha adoptado un criterio muy estricto de identificacion de epitopos: se han buscado aquellas
zonas con un ratio IgE/IgG4 por encima de 1 y que eran reconocidas por al menos el 75% de
los pacientes. Este criterio confiere una gran especificidad al estudio, pero indudablemente hay
una pérdida de sensibilidad con el riesgo de no identificar algunas regiones. Esto puede, en
parte explicar el pequefio numero de epitopos identificados en nuestro estudio si comparamos
con estudios previos. Es necesario tener también en cuenta que el limitado numero de

pacientes, a limitar la potencia estadistica, puede explicar parte de esta diferencia

Estos resultados son prometedores. Aunque se trata de un estudio preliminar cuyos resultados
se han de validar en una cohorte independiente de pacientes. Su aplicacién en la practica
clinica habitual es factible. Al igual que se esta disponible comercialmente un ‘chip’ conteniendo
un panel de proteinas alergénicas recombinantes para la caracterizacién de pacientes alérgicos
a polenes y vegetales, una vez confirmado este hallazgo de epitopos asociados a reactividad
clinica, se puede igualmente producir un ‘chip’ conteniendo alergenos de leche u otros
alimentos. Esto mejoraria el diagnéstico de los nifios alérgicos, disminuyendo el riesgo de una

provocacion innecesarias.

6.3 PLANES FUTUROS.

De acuerdo a la clasificacion de Sackett de disefios de evaluacién de pruebas diagnésticaszos,,
este estudio se puede encardinar en una fase Il de evaluacion de pruebas diagnésticas. La
fase I, abordada en estudios previos establece que el test evaluado (en este caso el
reconocimiento de determinadas secuencias en la secuencia lineal de los alergenos) permite
diferenciar entre pacientes e individuos sanos. Por lo tanto, en vista de estos resultados, se ha
decidido afrontar esta nueva fase con el objetivo de establecer si en un grupo de pacientes
clinicamente similares pero con resultado distinto en la provocacién oral reconocen de forma

diferencial regiones de la secuencia primaria de las proteinas estudiadas. Los resultados de
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esta fase se deberian validar en una fase posterior, fase Ill de evaluacién, en la que en un
disefio adecuado (serie consecutiva de pacientes alérgicos en seguimiento) se evalua el papel
que tendrian en la clinica estos marcadores. Esta fase que vendria seguida de la evaluacion
del impacto real del uso de estas pruebas asi como una evaluacién de coste-efectividad (fase
IV descrita por Sackett) *.

El grupo de investigacion en alergia a alimentos que ha llevado a cabo este proyecto tiene la
firme intenciéon de continuar con esta linea de investigacion con el objetivo de abordar el
estudio de esta patologia en todos los estadios de su evolucion clinica y con una aplicacion no
s6lo diagnodstica sino también terapéutica. El grupo ha recibido financiaciéon recientemente
mediante un proyecto FIS en la convocatoria de 2008. Este nuevo proyecto, tiene dos objetivos
principales y complementarios. En primer lugar, analizar en una poblacién amplia de pacientes
alérgicos a la leche (> 200) el curso natural del reconocimiento de epitopos y su asociacion con
el desarrollo de un fenotipo de alergia persistente. Esto se realizaria mediante el seguimiento
prospectivo de una cohorte de alérgicos a la leche y reclutados en el primer afio del proyecto
en 4 hospitales. Por otro lado, se intentara valorar el efecto en la modulacién de la respuesta
inmunolégica de un tratamiento activo que consiste en la induccion de tolerancia al alimento
mediante la administracion de dosis progresivas del mismo (desensibilizacion). Mediante la
induccion de tolerancia oral o desensibilizacién se produce una modulacién de la respuesta
inmunolégica pasando de la reactividad clinica a la tolerancia, y se supone que esto conlleva
una modificacion del reconocimiento epitdpico en los alergenos de la leche. Para estudiarlo se
analizaran los pacientes desensibilizados, o que nos permitira establecer nuevos marcadores
séricos que permitan predecir y monitorizar la respuesta al tratamiento. La combinacion de los
datos de las dos poblaciones nos permitira establecer qué pacientes son los candidatos ideales
para entrar en un protocolo de induccién de tolerancia oral, y cual es el momento idéneo para
hacerlo. Adicionalmente, este proyecto nos permitira identificar como se modifica el
reconocimiento de determinadas zonas alergénicas que serian susceptibles de ser diana
terapeutica en futuras actuaciones para desarrollar tratamientos mediante inmunoterapia

especificamente dirigida frente a esas regiones, y por lo tanto una inmunoterapia eficaz.
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CONCLUSIONES

El seguimiento habitual de los nifios alérgicos a leche mediante la determinacién de IgE
especifica y el punto de corte establecido de 2.5 KU/l es poco discriminante en la
prediccion de tolerancia clinica, encontrando un 36% de provocaciones orales

positivas.

En pacientes alérgicos a proteinas de leche de vaca que van a ser provocados, las
variables clinicas estudiadas edad, sexo, clinica de la primera reaccion, dermatitis

atdpica, alergia a otros alimentos, no ayudan a predecir el resultado de la provocacion.

El rendimiento de las pruebas cutaneas con leche de vaca y fracciones, en la poblacion
de nifios alérgicos en seguimiento con criterio de provocacién es discreto para predecir

la tolerancia.
Los pacientes alérgicos a proteias de leche de vaca reconocen epitopos lineales en las
alergenos estudiados (caseinas y betalactoglobulina), identificados mediante

microarrays de péptidos.

Existen diferentes patrones de reconocimiento IgE de epitopos que se asocian a

diferentes perfiles clinicos.

Los microarrays de péptidos pueden ser utiles en el manejo diagnéstico de los nifios

alérgicos a proteinas de leche de vaca.
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SUMMARY

BACKGROUND

Cow’s milk allergy (CMA) is a common and often transitory disease affecting approximately
2.5% of children less than 2 years of age. The mainstay of treating milk allergy consists of
prescribing a milk-free diet and having the patient return for regular follow-up visits to re-
evaluate the status of their allergy. The majority of children with IgE-mediated milk allergy
become tolerant. At the outset, the difficulty lies in predicting which children may develop severe
allergic reactions to milk and which will remain allergic for a lifetime. Different cutoff values for
skin prik test (SPT) and specific IgE antibodies levels have been previously given to predict the
result of the food challenge test, in cows’ milk allergic children. Peptide microarray analysis is

one method that may provide useful information on the nature of specific allergies

OBJETIVE

The aims of this study is evaluate the accuracy of previously proposed cut-off values in our
population of allergic patients and to determine the 19gG4 and IgE specificity and diversity to
sequential epitopes of as1-, as2-, B-, and k-caseins, and B-lactoglobulin using a peptide

microarray-based immunoassay.

METHODS

A transversal study which included children O to 14 years old refered to the Allergy Clinic of
Ramén y Cajal Hospital and diagnosed cows’ milk allergy: history of allergic reaction after
ingestion of milk and positive SPT and/or positive specific IgE antibodies determination. After
six months of milk-free diet, a complete anamnesis, SPT with cow’s milk, alfalactoalbumin,
betalactoglobuline and casein, specific IgE antibodies were determinated for the same
allergens. Simpled-blind controlled food challenges (SBCFC) with previous authorization of the
parents were performed in those children with specific IgE antibodies determination lower than

2.5 KU/L.
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In a posteror step, a microarray immunoassay was performed using sera from 31 IgE-mediated
milk allergic children (16 positive to oral milk challenge, “reactive group”, and 15 negative,
“tolerant group”). A library of peptides, consisting of 20 amino acids overlapping by 17 (3-offset),
corresponding to the primary sequences of as1-, as2-, B-, and kx-caseins, and B-lactoglobulin
was printed on epoxy-coated slides. A region was defined as an epitope if it was statistically

associated with reactive groups and recognized by at least 75% of reactive patients.

RESULTS

162 children were included in the study. Only 85 children had specific IgE lower than 2.5KU/I
and an oral challenge (SBCFC) were performed. 54 tolerate (63.5%).

Best cutoff points for SPT to milk and fractions were 3mm.

Mapping milk allergens utilizing a peptide microarray assay, a total of 10 epitopes were
identified:

e Alpha s1: AA 28-50 reactive 75%, tolerant 26.7% (p=0.012).

e Alpha s2: AA 1-20 reactive 75%, tolerant 13.3% (p=0.001); AA 13-32 reactive 75%,
tolerant 26.7% (p=0.012), AA 67-86 reactive 75% tolerant 33.3% (p=0.032) and AA
181-207 reactive 75% tolerant 20% (p=0.004).

e Beta-casein: AA 25-50 reactive 75% tolerant 33.3% (p=0.032), AA 52-74 reactive
81.3% tolerant 26.7% (p=0.004) and AA 154-173 reactive 75% tolerant 33.3%
(p=0.032).

e Beta-lactoglobulin: AA 58-77 reactive 81.3% tolerant 40% (p=0.029).

e Kappa-casein: AA 34-53 reactive 87.5% tolerant 40% (p=0.009).

CONCLUSION

Available diagnostic test in daily practice have limited utility in predicting the result of the oral

challange.
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Several regions have been defined as epitopes, showing a differential recognition pattern
between reactive and tolerant patients. Further studies are needed to validate the utility of this

assay in clinical practice.
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Anexo 1:
‘Mapping of the IgE and IgG4 secuential epitopes of milk allergens with

peptide microarra-based immunoassay’ J ALLEGY CLIN IMMUNOL 122 (3): 589-594.
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ANEXOS

Anexo 2:

" . Hospital Universitario
Ramoén y Cajal
SaludMadrid

BB comunidad de Madrid

NORMAS DIETETICAS PARA ALERGICOS A PROTEINAS DE LECHE DE VACA

DIETA PARA LA ELIMINACION DE LECHE Y DERIVADOS

1. Deben eliminarse de la dieta la leche de vaca y todos los derivados lacteos: yogur, queso,
flan, natillas, cuajada, mantequilla, nata, crema de leche, arroz con leche, etc

2. NO puede tomar queso ni leche de cabra, de oveja o de bufala (mozzarella)

3. Leer atentamente las etiquetas de los alimentos. Dentro de una misma categoria, unos
pueden llevar proteinas de leche de vaca y otros no.

4. Las proteinas de la leche de vaca pueden aparecer bajo diversas denominaciones:

caseinato de sodio
caseinato de calcio
caseinato potasico
caseinato magnésico
hidrolizado proteico
caseina

suero lactico

H4511 (caseinato calcico)
H4512 (caseinato sédico)
Lactalbumina
lactoglobulina.

5. En la elaboraciéon de pan de panaderia, pan de molde o de "Viena" se emplean este tipo de
substancias. Hay que tener especial atencion con dichos productos, informandose
debidamente en la panaderia de consumo habitual.

6. Productos etiquetados como "no lacteos" contienen con frecuencia caseinato sédico

Pacientes altamente sensibilizados puede presentar excepcionalmente reaccion alérgica en
relacion con productos que contengan lactosa contaminada por la proteina de origen.
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Anexo 3:

" . Hospital Universitario
Ramoén y Cajal
SaludMadrid

BB comunidad de Madrid

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE, PADRES Y/O REPRESENTANTE

La alergia a leche es una de las causas mas frecuente de alergia a alimentos en los primeros
afos de vida. Tras realizar una dieta exenta de estos alimentos muchos de los pacientes
alérgicos llega a tolerarlos, sin embargo la alergia a leche persiste durante afios en algunos
pacientes. El estudio, en el que invitamos a participar a su hijo/a, es un proyecto cientifico
auspiciado por el Fondo de Investigaciones Sanitarias del Ministerio de Sanidad en el que
participa el Servicio de Alergia del Hospital Ramén y Cajal, Hospital Nifio Jesus y la Fundacion

Jiménez Diaz como Unidades Clinicas.

Este estudio tiene como objetivo evaluar las pruebas diagndsticas utilizadas en pacientes
alérgicos a las proteinas de la leche de vaca (PLV) para discriminar aquellos que alcanzaran la

tolerancia en la provocacion oral de los que no lo haran.

Su hijo/a ha sido seleccionado porque padece una alergia a proteinas de leche de vaca. Si
usted accede a que su hijo/a participe, se le sometera a un estudio alergoldgico que
consistira en la realizacion de pruebas cutaneas, una extraccion de sangre y en una prueba de

provocacién con leche.

Las pruebas cutaneas se utiliza habitualmente para diagnosticar cualquier tipo de alergia.
Consisten en una pequefia puncion en la piel del brazo, después de aplicar el alimento (en
liquido). Para este estudio se le haran pruebas cutaneas (practica habitual para el diagnéstico
de alergia) por duplicado, con el extracto de leche y sus proteinas, por lo que se aumentara el

numero de pruebas cutaneas con respecto a las que se realizarian en la practica habitual.

Ademas se le extraera un volumen de sangre 10 cc superior al necesario para realizar la
analitica de rutina. Los riesgos de esta técnica son los habituales de una extraccién sanguinea

de rutina ( hematoma local, mareo..)

La prueba de provocacién consiste en que su hijo/a ingiera cantidades crecientes del alimento
para determinar si le produce alguna reaccion. Esta prueba puede ocasionar con frecuencia
picor de boca, de garganta, habones alrededor de la boca, hinchazén de labios y/o vomitos.

Con menos frecuencia, urticaria generalizada, dificultad respiratoria, mareo y/o malestar
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general. Excepcionalmente las reacciones pueden ser graves. Esta prueba es importante para

decidir si su hijo/a va a poder comer o no el alimento.

Las pruebas se realizaran con el equipo técnico y personal sanitario especializado en las
mismas, estando protegido continuamente con la asistencia médica y sanitaria adecuada y con
los tratamientos que precise.

Al ser un estudio de investigacion, no anticipamos ningun beneficio directo para su hijo/a.
Esperamos que los resultados que obtengamos nos ayude disponer de herramientas
diagnodsticas mas eficaces en el diagndstico evolutivo de la alergia a proteinas de leche de

vaca.

Se garantiza la confidencialidad, tanto de la recogida de muestras como en la obtencién de los
resultados, segun la legislacién sobre proteccidon de datos vigentes en Espafia, Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal.. Los
investigadores del proyecto sélo tendran acceso a los datos de la Historia Clinica relativos al
estudio. Ningun participante en el estudio sera identificado cuando se comuniquen los

resultados en publicaciones o reuniones cientificas

No existe compensacion econdémica por participar en el estudio.

Antes de decidir si desea que su hijo/a participe o0 no en el estudio, realice cuantas preguntas
quiera y solicite todas las aclaraciones que desee. Debe saber que la participacion de su hijo/a
es libre, y que si en cualquier momento decide abandonar el estudio, esto no supondra ningun
menoscabo en su relacion con su médico especialista ni en seguir recibiendo el tratamiento

adecuado para el control de su enfermedad.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ESTUDIO DE ALERGIA A PROTEINAS
DE LA LECHE (ALPROLEVA) EN LA POBLACION INFANTIL.

(o P ( nombre y apellidos):
¢ He leido la Hoja de informacion que se me ha entregado.

¢ Me han sido explicados los posibles beneficios y riesgos del estudio y de los procedimientos
mencionados.

¢ Estoy satisfecho de la informacion recibida.

¢ He podido formular todas las preguntas que he creido conveniente, y he tenido la
oportunidad de aclarar mis dudas.

e Entiendo que mi participacion en el ensayo es voluntaria.
e Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en los cuidados médicos a mi o a mi hijo.

Presto mi conformidad para participar en el estudio.

Nombre del participante Fechay Firma

Nombre del/los padre/s o
Representantes legales del participante Fecha y Firma

Nombre del investigador

que llevo acabo el procedimiento Fecha y Firma
de consentimiento informado
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Anexo 4:

APROBACION POR PARTE DEL COMITE ETICO DEL HOSPITAL RAMON Y CAJAL.

% Hospital Ramén v Cajal

Madrid

DNA. M. ANGELES GALVEZ MUGICA, Secretaria del Comité Etico de Investigacion

Clinica del Hospital Ramoén y Cajal

CERTIFICA

Que el Comité Etico de Investigacién Clinica, en su reunion del dia 13 de Septiembre de
2004 , ( Acta n® 136 ), ha evaluado el PROYECTO DE INVESTIGACION:

Titulo:

EVALUACI(')N DE LAS PRUEBAS DE DIAGN(:)STICO PARA TOLERANCIA A LAS
PROTEINAS DE LECHE DE VACA EN POBLACION INFANTIL (ALPROLEVA).

Investigador/a Principal: Dra. D?. BELEN DE LA HOZ CABALLER

Servicio: ALERGOLOGIA
Y ha decidido su APROBACION.

Lo que firmo en Madrid a 15 de Septiembre de 2004

Fdo.: M. Angeles Galvez Miigica
Secretaria CEIC.
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Anexo 5:

“ N Hospital Universitario
Ramon y Cajal
SaludMadrid

X comunidad de Madrid

RECOGIDA DE DATOS

N° IDENTIDICACION:

PARAMETROS DE ESTUDIO:

Feche de nacimiento:

Sexo: Varén Mujer

RELACIONADOS CON LA HISTORIA CLINICA:

Edad de aparicion de sintomatologia:
Clinica que presenta:

Numero de toma:

OTRAS ENFERMEDADES ALERGICAS ASOCIADAS:

Dermatitis atopica.
Alergia a otros alimentos.

Asma

EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS:

PC

Leche

Alfa-lactoalb.

Beta-lactoglob

Lactoferrina

Caseina

histamina
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IgE

Leche

Alfa-lactoalb.

Beta-lactoglob

Lactoferrina

Caseina

IgE total

TRANGRESIONES DIETETICAS:

Sl -Sin sintomas
-Con sintomas (descripcion de la clinica)
NO:

PROVOCACION:

1. PROVOCACION SI:

Test Cutaneo frente aleche  Alfa lactoalbumina Beta-Lactoglobulina
IgE especifica frente leche Alfa lactoalbumina Beta-Lactoglobulina
TOLERANCIA:

Si

NO: caracteristicas clinicas de la reaccion y Tratamiento precisado

2. PROVOCACION NO:

Causas de la falta de provocacién
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Anexo 6

A

Hospital Universitario
Ramon y Cajal

SaludMadrid

X comunidad de Madrid

PROTOCOLO DE DOSIS PROVOCACION ORAL CON LECHE DE VACA

(1 dia):

- Administraciéon de 2 cc de leche de vaca
30 minutos

- Administraciéon de 15 cc de leche de vaca
30 minutos

- Administracion de 25 cc de leche de vaca
30 minutos

- Administraciéon de 75 cc de leche de vaca
1 hora

- Administracion de 200 cc de leche de vaca
2 horas
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Anexo 7

SECUENCIA 'Y GRADO DE PUREZA.

PEPTIDOS SOLICITADOS
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