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AINE: anti-inflamatorios no esteroideo
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CMH: complejo mayor de histocompatibilidad
CPA: célula presentadora de antigenos

DUE: diplomado universitario de enfermeria
EGF: factor de crecimiento epidérmico

etc: etcétera

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos
GM-CSF: Factor estimulante de colonias granulociticas
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1.- INTRODUCCION

1.1.- CONCEPTO de ALERGIA ALIMENTARIA y CLASIFICACION

El término de alergia alimentaria ha suscitado una gran confusién en las
ultimas décadas al ser utilizado de forma ambigua incluyendo a distintas
enfermedades, como la intolerancia digestiva a lactosa o enfermedades
inflamatorias de base inmune como la celiaquia. Esto ha sido provocado por la
falta de uniformidad dentro de la comunidad cientifica sobre los criterios

clinicos y la terminologia exacta.

La respuesta esperada de nuestro organismo y sistema inmune frente al
contacto con los alimentos es la tolerancia. Cuando el sistema inmunitario
genera una respuesta aberrante ante cualquier alimento que conduce a la
aparicion de reacciones clinicas adversas, nos encontramos con lo que se
conoce como alergia a los alimentos." Bajo este concepto se pueden englobar
diversas reacciones a alimentos producidas por diferentes mecanismos
inmunoldgicos, celulares y humorales, que abarcan un amplio abanico de
reacciones adversas. Para intentar resolver esta confusion, en los afios 80 se
publicd una nomenclatura que clasificaba las reacciones adversas a alimentos,
diferenciando entre las reacciones alérgicas o mediadas por mecanismos
inmunoldgicos, y las reacciones de infolerancia 0 no mediadas por

mecanismos inmunoldgicos.?

— T~

Alergia Intolerancia
Toxicas
Mediada Otros tipos de HS Metabdlicas
por IgE Tipo II, [l y IV Farmacolégicas
Idiosincraticas

Imagen: Clasificacion de Reacciones adversas a alimentos’



En la década de los 90 se publicé un nuevo documento de consenso

ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE VACA

2

que clasificaba las reacciones adversas en funcién del tipo de mecanismo

implicado, inmunolégico o no inmunologico —enzimatico, famacoldgico, etc-,

asi como segun el mecanismo inmunologico responsable, principalmente si

estaban mediadas por IgE o no.?

Reacciones adversas

a alimentos
Toxicas No toxicas
Mecanismos Mecanismos no

inmunolégicos

inmunolégicos

Mediada por
IgE

No mediada
por IgE

Farma-

Enzimatica s
coldégica

Indeter-
minada

Imagen: Clasificacién de Reacciones adversas’

Para unificar los términos y conceptos, en 2003 se publicd un consenso

de terminologia por el Comité de la Organizacién mundial de Alergia o WAO,

que revisaba y unificaba algunos conceptos utilizados habitualmente en el

campo de la Alergologia, y que actualmente sigue vigente.*
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1.2.- EPIDEMIOLOGIA.

En los ultimos afos el aumento de la prevalencia de la alergia
alimentaria de forma global, tanto en poblacién adulta como infantil,”> ha
suscitado un renovado interés por ampliar el conocimiento mas profundo de
esta entidad. Se hace necesario optimizar el diagnostico y mejorar las
herramientas disponibles, asi como buscar nuevas técnicas o procedimientos
que aseguren detectar estos pacientes de forma precoz y rapida, con el mejor
resultado posible valorando el riesgo/beneficio que conlleva cualquier

procedimiento.®

Segun los principales estudios epidemiologicos realizados durante los
ultimos afnos en diferentes paises, se estima que la alergia a alimentos afecta
aproximadamente al 3,5% de la poblacién general, y es mucho mas frecuente
en los nifios, oscilando entre el 5y el 8%."°

A principios de los afios 90 se realizd6 en Espafia un estudio
epidemiologico multicéntrico llamado Alergologica 95 patrocinado por la
Sociedad Espanola de Alergologia e Inmunologia Clinica o SEAIC, en el que
se analizaron los datos clinicos de pacientes que acudian por primera vez a la
consulta de Alergologia de centros sanitarios de todas las provincias. En este
estudio se recogié que el 3,6% de los pacientes que acudian presentaban

sensibilizacion a algun tipo de alimento.”

Unos afos mas tarde, se repetia el mismo estudio llamado Alergoldgica
2005, demostrando que la prevalencia en ese momento era del 7,4%, variando
segun provincias entre un 2,3% y un 13%, y que por tanto, la alergia a
alimentos en nuestro pais se habia duplicado. La rapidez de estos cambios ha
suscitado que actualmente se realice el mismo estudio periédicamente para
monitorizar estos cambios en la poblacion, y se estima que en 2016 se
publicaran los nuevos resultados de Alergolégica.®
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1.3.- LA LECHE COMO ALIMENTO

Segun la Real academia de lengua espariola'’ la leche (del latin /ac,
lactis) es un liquido blanco que segregan las mamas de las hembras de los
mamiferos para alimento de sus crias. El alimento llamado comunmente leche
es una secrecion nutritiva de color blanquecino opaco producida por las células
secretoras de las glandulas mamarias o0 mamas de las hembras de los

mamiferos.'?

Las leches de algunos de los mamiferos domeésticos, de vaca
principalmente, pero también de bufala, oveja, cabra, yegua, camella y otros,
forman parte de la alimentacion humana corriente en algunas culturas, base de
numerosos productos lacteos, como la mantequilla, el queso y el yogur, entre
otros.” La leche de mujer es el alimento especifico y, por lo tanto, el mas
adecuado para el nifo durante los primeros meses de su vida. Su contenido en
proteinas es de 0,9-1,1 g/100 ml, con un 60% de proteinas séricas o suero de

la leche, y un 40% de caseina.

Cuando la mujer no puede mantener la lactancia, la alimentacion del
bebé se sustituye total o parcialmente por leche de vaca, que tiene un mayor
contenido en proteinas (3-3,5 g/100 ml). Las caseinas constituyen en este caso
la mayor parte, con un 80% del total, y las proteinas del suero representan el
20%. Esto supone que durante este cambio de lactancia el nifio esta sometido
a un cambio tanto cuantitativo como cualitativo de exposicion a diferentes

composiciones del alimento, sobretodo proteica.’

1.3.1.- La leche ejerce diversas Funciones biolégicas conocidas:'?

1. La funcion biologica de la leche es la de nutrir a las crias hasta
que sean capaces de ingerir y digerir otros alimentos.

2. También tiene otras funciones organicas como proteger el tracto
gastrointestinal contra patdogenos y toxinas

3. Regulacion metabdlica de los procesos de obtencion de energia,

en especial el metabolismo de la glucosa y la insulina.
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1.3.2.- Tipos de leche:"?

La leche esta compuesta principalmente por agua con mas de un 80%,
con iones (sal, minerales y calcio), glucidos como lactosa, materia grasa y
proteinas. La presentacion de diferentes tipos de leche en el mercado segun su

composicion es amplia:

+ Entera: un contenido en grasa entre 3,1 %y 3,8 % .
* Leche desnatada: contenido graso inferior al 0,3 %

+ Semidesnatada: con contenido graso entre 1,5y 1,8 %

» Leche in Lactosa: se somete a un proceso en el cual se transforma la lactosa

en glucosa y galactosa para hacerla de mayor digestibilidad.
» Saborizada: es la leche azucarada o edulcorada a la que se la afiaden
sabores. Normalmente son desnatadas o semidesnatadas.

* En polvo o Liofilizada: a esta leche se le ha extraido el 95 % del agua

mediante procesos de atomizacion y evaporacion. Para su consumo solo

hay que rehidratarla con agua o con leche.

* Condensada, concentrada o evaporada: a esta leche se le ha extraido

parcialmente el agua y se presenta mucho mas espesa que la leche fluida

normal. Puede que contenga azucar anadida.

Enriquecidas: son preparados lacteos a los que se le afiade algun producto

de valor nutritivo como vitaminas, calcio, fésforo, omega-3, etc.

- - Lipidos gr. o e SIS Minerales
Energia | Agua | Proteinas 2 Glacidos pg.
(Keal) | or. = AGS | AGM | agp | Coleste- = Al p |calmg
rol (mg)

Leche
entera, 62 88.6 32 202 | 106 | 013 13 47 42 | 003 | 122 | 11
pasteurizada
Leche
entera, UHT 63 88.0 31 220 | 105 | 042 14 47 42 tr M3 | 1
Leche semi-
desnatada, 47 91.6 34 104 | 047 tr 7 46 20 tr 120 | 11
UHT
Leche
desnatada, 36 91.4 39 0.04 tr tr 2 46 0 tr 116 | 20
UHT

Tabla: Composicién de diversos tipos de leche'?
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1.3.3.- Propiedades fisicas

La leche de vaca tiene una densidad media de 1,032 g/ml. Es una
mezcla compleja compuesta por un sistema coloidal de tres fases:
+ Solucién: los minerales y los glucidos se encuentran disueltos en el agua.
« Suspension: las sustancias proteicas se encuentran no disueltas en el agua
sino en suspension.

« Emulsién: la grasa en agua se presenta como emulsion.
Contiene una proporcion importante de agua cercana al 87 %. El resto
constituye el extracto seco que representa 130 gramos por litro y en el que hay

de 35 a 45 gramos de materia grasa.™

1.3.4.- Propiedades quimicas

El pH de la leche es ligeramente acido, comprendido entre 6,6 y 6,8. La
leche contiene diferentes grupos de nutrientes: los componentes organicos
como glucidos, lipidos, proteinas, vitaminas, y los componentes minerales,
como Ca+, Na+, K+, Mg+, etc. Las sustancias organicas estan presentes en

cantidades mas o menos iguales y constituyen la principal fuente de energia.’

1.3.5.- Composicioén proteica.-

Las sustancias proteicas de la leche son las mas importantes en el
aspecto quimico. Se clasifican en dos grupos: proteinas de funcidén estructural
(la caseina se presenta en 80 % del total, mientras que las proteinas del suero

son un 20 %) y las enzimas.'®"’

Especies de mamiferos

Componentes

humana | bovina ovina caprina
proteinas (% del total lacteo) 1,3-1,5 3,2-3,5 5,4-6,0 3,1-4,0
caseinas (% del total proteico) 44,9 82,5 84,8 81,3

Tabla: Contenido proteico de la leche de algunas especies animales. '
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A.- Actividad enzimatica depende de dos factores: La fosfatasa es un

inhibidor a temperaturas de pasteurizacion e indica que se realizé bien la
pasteurizacion. La reductasa es producida por microorganismos ajenos a la
leche y su presencia indica que esta contaminada. La xantoxidasa en
combinacion con nitrato de potasio (KNO3) inhibe el crecimiento de bacterias
butiricas. La lipasa oxida las grasas y da olor rancio a los productos y se inhibe
con pasteurizacion. La catalasa se incrementa con la mastitis y, si bien no

deteriora el alimento, se usa como indicador microbiologico.

B.- Caseinas: Es la proteina mas importante en la leche de vaca, un
80%. Se han descrito diversos subtipos: caseina-a; (23-25000 daltons),
caseina-ay (23-25000 daltons), caseina-f (24.000 daltons), caseina-y (11-
20000 daltons), y caseina-k (19000 daltons). De todas las proteinas presentes
en la leche, las mas comunes y representativas son tres, y todas son caseinas:
la caseina-a4, la caseina-f y la caseina-k. La caseina-k es la mas abundante
de este tipo de caseinas en la leche de vaca, mientras que es la mas pobre en

la leche humana.'®'®

C.-Las proteinas del suero son compactas, globulares, con un peso

molecular que varia entre 14.000 y 1.000.000 daltons, y son solubles en un
amplio intervalo de pH (se mantienen intactas cuando la leche se corta de
manera natural, ya que no ha habido presencia de calor que desnaturalice las
proteinas). En estado natural no se asocian con las caseinas, pero en la leches
tratadas térmicamente y homogeneizadas, una parte de estas proteinas si lo
hace. Las proteinas del suero constan por lo menos de 8 fracciones diferentes,
todas sensibles a temperaturas altas (procesos térmicos) y por ello son las

primeras en degradarse con procesos como la pasteurizacion o la UHT.

Las proteinas del suero con mayor importancia en la leche son:

a) a-lactalbumina: constituye el sistema enzimatico requerido para la
sintesis de la lactosa (14000 daltons). Las leches de animales que no
presentan esta proteina tampoco contiene lactosa. Posee bajo peso molecular
y un alto contenido en triptéfano. Se desnaturaliza a 63 °C.

b) B-lactoglobulina: se desnaturaliza y precipita a menos de 73 °C (no
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resiste la pasteurizacion). Esta proteina (36000 daltons) no se encuentra en la
leche humana, siendo abundante especialmente en rumiantes. Existen
tratamientos industriales que permiten modificar los componentes de la leche
de vaca para que se parezcan a los de la leche humana. En estos procesos se
elimina ésta fraccidn proteinica por precipitacion con polifosfatos o por filtracion
en gel, para después mezclarla con otros componentes (caseina, aceite de

soja, minerales, vitaminas, lisozima, etc.).

c) Inmunoglobulinas: suman el 10 % del total de las proteinas del suero
y provienen de la sangre del animal (150-900.000 daltons). Pertenecen a los
tipos IgA e IgE y proceden de las células plasmaticas del tejido conjuntivo de la
mama.? Algunos cientificos, seguin se ha dicho antes, ven en ello la razén de
ser de la leche, ya que permiten transmitir cierta inmunidad al bebé
(principalmente la memoria de las enfermedades que la madre ha sufrido).
Suelen ser muy abundantes en el calostro (hasta 100g/L).

K-caseina

Alpha-lactalbumin

Tabla: Principales antigenos proteicos de la leche
(adaptado de Wikipedia)
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1.4- CLINICA de ALERGIA ALIMENTARIA.

Segun recogen las “Guidelines for the Diagnosis and Management of
Food Allergy in the United States” elaboradas por Boyce y colaboradores en
2010, la alergia alimentaria puede ser responsable de producir diferentes
sindromes clinicos especificos, que pueden definirse y clasificarse de la

siguiente manera:*’

1.4.1.- Anafilaxia producida por alimentos: reaccién alérgica grave
mediada inmunolégicamente por una gammaglobulina, la inmunoglobulina E
(IgE), de rapida instauracion y potencialmente mortal.??> Se trata de una
Urgencia médica vital. Se cree que la anafilaxia por alimentos mediada por IgE
implica la liberacion de mediadores sistémicos de mastocitos y baséfilos
sensibilizados.

En ciertos casos como la anafilaxia por alimentos inducida por ejercicio,
la aparicion de las reacciones depende del lapso temporal, generalmente en
las 2 horas siguientes, entre la ingesta del alimento y la practica de ejercicio.

Anafilaxia - Sintomas

Reaccion Alérgica Generalizada Anafilaxia
* Sintomas Cutaneos * Sintomas Respiratorios
— Rash generalizado — Taquipnea
— Prurito — Disnea .
— Rinitis/conjuntivitis — Uso de m. accesorios
— — Cianosis
— Urticaria g ]
— Sibilancias
— Edema local
5 — Broncoespasmo
— Angioedema — Estridor laringeo / Disfonia
* y/o Sintomas Gastrointestinales  Cardiovascular
— Vomitos — Hipotensidn
— Deposiciones desligadas — Mareos
— Dolor Abdominal — Sincope

— Pérdida de conciencia
— Glasgow < 15 (ajustado a edad)

Tabla: Sintomas de la Anafilaxia’'®
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1.4.2.- Alergia alimentaria gastrointestinal: incluye un grupo variado
de patologias producidas como resultado de reacciones adversas
inmunoldgicas frente a antigenos alimentarios. A pesar de que puede existir un
amplio solapamiento clinico entre estas entidades, se han descrito varios

sindromes especificos:

A.- Hipersensibilidad gastrointestinal inmediata: referida a

manifestaciones clinicas que son IgE-mediadas que pueden ocurrir de forma
inmediata (en minutos) en el tracto gastrointestinal superior y de forma
inmediata o tardia (varias horas mas tarde) en el tracto gastrointestinal inferior.
Se considera habitualmente una manifestacion de anafilaxia. Los vomitos
agudos e inmediatos suponen la manifestacion clinica gastrointestinal mas
frecuente y de las mejor documentadas inmunolégicamente como IgE

mediadas.”’

B.- Esofagitis eosinofilica: requiere la presencia de inflamacion

eosinofilica localizada en el es6fago. En algunos pacientes la evitacion de
alimentos especificos es capaz de normalizar la histopatologia de la mucosa
esofagica. Aunque se trata de una entidad con presencia de alergia alimentaria
IgE mediada, no queda claro el papel que ésta desempefa en su etiologia. Se
cree que existen implicados tanto mecanismos IgE mediados como no IgE

mediados.?*

En los nifios la esofagitis eosinofilica puede manifestarse en forma de
trastornos alimentarios, vomitos, reflujo y dolor abdominal. En adolescentes y
adultos la forma mas frecuente de presentacion es la disfagia y la impactacion
esofagica de alimentos.?

C.- Gastroenteritis esosinofilica: también se encuentra vinculada a

alergia alimentaria y nuevamente aparecen implicados tanto mecanismos IgE
como no-IgE mediados. Los sintomas varian segun el segmento afectado del
tracto gastrointestinal con infiltracion eosinofilica localizada o generalizada. La

esofagitis eosinofilica es una manifestacion de la gastroenteritis esosinofilica.?>
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D.- Proctocolitis alérgica por proteinas alimentarias: aparece en nifios

aparentemente sanos que presentan restos de sangre y moco en heces. No
hay relacion con IgE y alimentos. La ausencia de sintomas sistémicos, vomitos,
diarrea y fallo de medro, distingue a esta entidad de otras gastroenteropatias
relacionadas con alergia alimentaria que cursan con hallazgos similares en
heces. Se cree que la aparicién de sintomas durante el periodo de lactancia es
debida a la secrecion en leche materna de alérgenos alimentarios por ingesta

materna.?

E.- Sindrome de enterocolitis causada por proteinas alimentarias: se

trata de una entidad clinica no mediada por IgE que afecta a niflos pequeinos
en forma de emesis cronica, diarrea y fallo de medro. La re-exposicion al
alimento implicado tras un periodo de evitacion puede presentarse de forma
subaguda con emesis de repeticion y deshidratacién. Los alimentos mas
relacionados son leche y soja, aunque también se han descrito arroz, avena y

otros cereales mientras que en adultos se vincula a crustaceos.?

F.- Sindrome de alergia oral: se trata de una alergia local mediada por

IgE frente a frutas o verduras con sintomas limitados a labios, boca y garganta.
Generalmente asociado a la alergia respiratoria a polenes. Los sintomas
incluyen picor y/o sensacion de hormigueo en labios, lengua, paladar y

garganta con o sin inflamacion asociada.
1.4.3.- Reacciones cutaneas con diferentes formas de presentacion:
mediadas por IgE —como urticaria, angioedema, flush, prurito-, celulares —como

dermatitis de contacto, dermatitis herpetiforme- y mixtas -dermatitis atépica-.2’

A.- Urticaria aguda: es una manifestaciéon clinica frecuente a pesar de

que la alergia a alimentos no es la primera causa de urticaria aguda, y esta
muy poco relacionada con la urticaria cronica. Se caracteriza por la aparicion
de lesiones cutaneas habonosas polimorficas, redondeadas o irregulares,
pruriginosas y de diferentes tamafos de forma inmediata tras la ingesta del

alimento causal.
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B.- Angioedema: suele acompanarse de urticaria aguda y presenta un
mecanismo mediado por IgE. Se caracteriza por una inflamacion edematosa,
no pruriginosa del tejido subcutaneo (manos, parpados, labios, gluteos y
genitales), érganos abdominales o el tracto respiratorio superior.’  Cuando
esta ultima parte esta implicada, el angioedema laringeo es una verdadera
urgencia médica. Tanto la urticaria aguda como el angiodema se asocian

frecuentemente a anafilaxia.

C.- Dermatitis atépica o eczema atopico: el papel de la alergia

alimentaria como agente etiopatogénico resulta controvertido.”® Se ha
relacionado en8burks nifilos casos de agravamiento de dermatitis atopica con la

ingesta de alimentos.?’

D.- Dermatitis alérgica de contacto: tipo de eczema mediado por células

debido a haptenos quimicos presentes en aditivos alimentarios o presentes de
forma natural en alimentos como el mango.?

Sus sintomas clinicos incluyen prurito intenso, eritema, papulas,
vesiculas y edema. Puede ser por mecanismos inmunoldgicos, IgE mediada o

celular, o no inmunoldgicos, con liberacidn inespecifica de histamina.

1.4.4.- Sintomas respiratorios: Ocurren generalmente durante una
reaccion alérgica sistémica y conllevan una mayor gravedad en las reacciones
anafilacticas. No es frecuente que la alergia alimentaria pueda producir

sintomas respiratorios, como rinitis 0 asma, de forma aislada.*

1.4.5.- Sindrome de Heiner: enfermedad poco frecuente que afecta a
nifos. Producido inicialmente por la ingesta de leche, se caracteriza por
sintomas cronicos o recurrentes en la via respiratoria inferior asociando
infiltrados  pulmonares, sintomas en la via respiratoria superior,
gastrointestinales, fallo de medro o anemia ferropénica.’! Se relaciona con
respuestas no IgE mediadas como anticuerpos que precipitan frente a
fracciones de proteinas de leche.
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Entre los hallazgos analiticos destacan la eosinofilia periférica, el déficit
de hierro, y los depdsitos de inmunoglobulinas y C3 en biopsias pulmonares.
La evitacion de leche produce mejoria clinica en dias con aclaramiento de los

infiltrados pulmonares en semanas.>?

Se desconoce la inmunopatogenia de esta entidad que combina
reacciones celulares y por inmunocomplejos produciendo vasculitis alveolar.
No existen evidencias de que relacionen esta entidad con la alergia a proteinas
de leche mediada por IgE.

Tabla: Sintomas y signos compatibles con reaccién alérgica a alimentos.
CUTANEOS

Urticaria, Angioedema

Eritema difuso, Flush facial
Rash eritematoso pruriginoso
Dermatitis atopica

Dermatitis de contacto
DIGESTIVOS

Prurito y/o edema de labios, lengua o mucosa oral

Dolor abdominal
Nauseas/vomitos

Diarrea, alteracion ritmo intestinal
Reflujo gastroesofagico
RESPIRATORIOS

Rinitis, congestion nasal, prurito, rinorrea y/o estornudos

Edema laringeo, tos faringea y/o disfonia
Tos persistente, sibilancias y/o disnea
CARDIOVASCULAR

Mareo, mal estar general

Hipotension, desvanecimiento
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1.5.- DIAGNOSTICO en Alergia Alimentaria

Para realizar un correcto diagnostico en alergia alimentaria, lo primero y
esencial es recoger una historia clinica muy detallada de las caracteristicas de
la reaccién que ha presentado el paciente, para intentar identificar a aquellos
posibles alimentos responsables, establecer una relacion temporal entre su
ingestion y la aparicion de los sintomas, y decidir las pruebas diagndsticas mas
adecuadas que se deban realizar con el fin de demostrar una respuesta

inmunolégica mediada por IgE al alimento.”

En la actualidad existen diferentes pruebas diagndsticas que ponen de
manifiesto la existencia de una respuesta inmune tipo IgE contra el alimento -
Ver Métodos-,>** como son las pruebas cutaneas de lectura inmediata o
pruebas en prick, y determinaciones analiticas de IgE especifica en suero
frente a los alimentos. Las determinaciones de IgG en suero frente a alimentos
se considera que no tienen ningun valor diagndstico claro en la alergia a
alimentos, ni sirven para dar ninguna recomendacion dietética a los pacientes
alérgicos, ya que se acepta que indican fundamentalmente exposicion o
contacto sin que esté claro su grado de correlacion.

La deteccion y cuantificacion de IgE especifica en suero es considerado
como un método complementario a las pruebas cutaneas ante la sospecha de

4 sobretodo cuando la realizacion de éstas

alergia alimentaria -ver Métodos-,>
no es posible o con resultados no validos por la existencia de enfermedades
concomitantes, cutaneas o sistémicas, o por el uso de medicacién que inhibe
total o parcialmente la respuesta cutanea -Ver Listado en Métodos, Pruebas
cutaneas-, o incluso en el caso de alergias alimentarias muy graves que

desaconsejan el uso de las pruebas cutaneas con alimentos.*

Posteriormente se ha ensayado con la cuantificacion de 1gG especifica
sérica a los alimentos como marcador de exposicidon o de posible tolerancia

inmunoldgica, pero su interpretacion clinica aun no queda claramente
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determinada -ver Métodos- y se precisan mas estudios para conocer el

significado de su deteccion en sangre.*®

Aunque existen recomendaciones publicadas que funcionan como guias
de actuacion para la adecuada aplicacion de los métodos diagndsticos

elaboradas por comités cientificos,>*™’

durante el estudio diagnostico de
alergia alimentaria existen casos en los que la historia clinica y las pruebas
complementarias basicas descritas como pruebas cutaneas y la deteccién de
niveles de IgE sérica —ver introducciéon y métodos- no son concluyentes a la

hora de confirmar o descartar la alergia alimentaria.

Es preciso utilizar en estos casos, una prueba de provocacion o
exposicion controlada -ver Métodos- que ponga en evidencia si existe un
respuesta clinica adversa al alimento por parte del paciente con
manifestaciones clinicas confirmatorias de la existencia de alergia
alimentaria.®® El hecho de que el paciente pueda manifestar sintomas clinicos
de reaccion adversa alimentaria potencialmente graves -ver Clinica en
Introduccion- durante el procedimiento de provocacion oral con el alimento,
implica una serie de riesgos potenciales para el paciente que obliga a realizar
una valoracion previa de riesgos/beneficios antes de hacer la indicacion del

procedimiento.

Por todo esto, se han sugerido en los protocolos publicados una serie de
indicaciones y contraindicaciones a la hora de establecer si se debe o no

realizar un procedimiento de este tipo:3>*

En caso de que no se objetivara ningun tipo de sintoma o signo
sugerente de respuesta clinica confirmatoria de alergia alimentaria, se
concluiria que el paciente no es alérgico, o que soOlo esta sensibilizado

inmunolégicamente si se ha hallado IgE especifica al alimento previamente.



ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE VACA

16

En las reacciones no IgE mediadas o mixtas la aplicacion de técnicas

como las pruebas cutaneas o la determinacién de IgE especifica sérica

presentan una rentabilidad diagndstica inferior o no tienen indicacion.®® Debido

a esto, en numerosas ocasiones

se hace necesario para confirmar si el

alimento es responsable de la clinica manifestada de alergia alimentaria,

realizar pruebas de provocacién con el propio alimento implicado.

PRICK
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1.6.- MECANISMOS INMUNOLOGICOS en ALERGIA ALIMENTARIA

La sensibilizacién alérgica a alimentos es el resultado del fallo en el
proceso normal de tolerancia inmunologica que sucede tras el contacto mucoso
con los diferentes alérgenos que contienen los alimentos que ingerimos, y que
tras ser asimilados en forma de fracciones proteicas o antigenos éstas son

reconocidas de forma especifica por nuestro sistema inmune.’

1.6.1.- Proceso de reconocimiento antigénico

Cuando un antigeno contacta por primera vez con un organismo debe
ser procesado por las ceélulas presentadoras de antigeno o CPA como los
macrofagos, células dendriticas o linfocitos B, para que pueda ser presentado
adecuadamente al sistema inmune en el contexto del complejo mayor de
histocompatibilidad o CMH clase Il. Inicialmente el antigeno es presentado a
los linfocitos T, principalmente a linfocitos T CD4+ o helper.40

Tras el reconocimiento el linfocito T se activa, prolifera y despliega sus
funciones efectoras secretando citoquinas y expresando diversas moléculas de
superficie que actuan en la amplificacidon de la respuesta. Estas moléculas
estimulan al linfocito B que al activarse secreta las inmunoglobulinas y
citoquinas que amplifican aun mas la respuesta. A partir de este momento el

individuo esta inmunizado contra ese antigeno o alergeno.

Linfocito T colaborador )4
ui l‘ —> ;&
o opar ={
Linfocito T colaborador Linfocitos B Anticuerpos

{
MHC2 .¢CD4+ ~, Linfocito T colaborador

... [ .'.. "y
b’ cp4t 3 ]
“ /X CPA Macréfagos
N ®
t
iigeno Linfocitos T
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A) Estructura de las Inmunoglobulinas

Todas las inmunoglobulinas comparten la mismas caracteristicas
estructurales presentando una alta variabilidad en aquellas regiones que se
unen a los diferentes antigenos. Dicha estructura basica consta de cuatro
cadenas peptidicas dispuestas de forma simétrica dos a dos. Cada plano de
simetria consta de una cadena pesada y una ligera unidas por puentes
disulfuro y enlaces no covalentes. Las dos unidades simétricas estan unidas en

sus cadenas pesadas por enlaces covalentes y no covalentes.>**’

Las inmunoglobulinas se clasifican en funcion del orden que aparecen

en la electroforesis, y las principales son: tipo A, tipo D, tipo E, tipo G y Tipo M.

Inmunoglobulina Funcion biolégica

IgM Fija complemento, opsonizacién, respuesta
primaria, receptor en células B.

IgA Proteccion en mucosas, secrecion en leche
materna, resiste pH digestivo.

IgG Fija complemento, opsonizacion,
destruccion células NK, atraviesa placenta,
inmunidad neonatal, respuesta secundaria.

IgE Defensa frente a parasitos, anafilaxia,
hipersensibilidad tipo |

IgD Receptor células B (IgD de superficie)

Tabla (modificado de Sanz Larruga y colaboradores): Tipos de Inmunoglobulinas

\ //
\ /7 g AR\,

A\

IgG IgA IgD
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B) La Inmunoglobulina E

Es una inmunoglobulina monomeérica y se encuentra a muy baja
concentracion sérica. Su principal funcidén la ejerce unida a la superficie de
mastocitos y basédfilos donde es capaz de inducir reacciones de tipo
inflamatorio.  Funcionalmente se relaciona con la respuestas de
hipersensibilidad de tipo | o inmediata, aunque ejerce un papel principal en la

defensa frente a helmintos. 4>+

Human germline
framework regions

Variable
heavy

Complementanty determmmg
regions (murine origin)

light chain
constant region

Human IgG2 heavy chain

constant region 1 and hinge Human IgG4 heavy chain

constant regions 2 and 3

Imagen: Estructura de la Inmunoglobulina E

1.6.2.- Proceso de sensibilizacion alergénica.

Existen diversos factores asociados en relacion con la exposicién entre

el alimento y el paciente que pueden resultar determinantes para que se

produzca o no la sensibilizacion alérgica, como son:***°
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- la via de contacto: oral, cutaneo-mucosa, inhalatoria, etc.

- el estado patologico previo de la mucosa digestiva: infecciones
gastrointestinales, isquemia en mucosa digestiva intestinal, erosiones
u otros tipos de lesiones en mucosa digestiva, colitis o enteritis.

- las caracteristicas antigénicas propias del alimento que pueden ser
determinantes a la hora de que se produzca o no la tolerancia

inmunoldgica habitual.

La superficie mucosa digestiva dispone de diversos mecanismos por los

4446 o solo por

cuales puede inducir la tolerancia a los alérgenos alimentarios,
medio de la generacion de linfocitos Treg a través de las células dendriticas,
sino que también se ha demostrado que las amigdalas en la cavidad oral son

de gran importancia en la formacion y mantenimiento de estos linfocitos Treg.47

linfocitos célula M
intraepiteliales l

lamina propria

nodulo
mesentérico

Imagen: Tejido linfoide asociado a mucosa

Las amigdalas son parte del tejido linfoide asociado a mucosa o MALT y
por tanto donde los linfocitos T extra-timicos se pueden desarrollar y tener
contacto con los diferente antigenos alimentarios que entran en contacto con el
sujeto, y en este caso antes de ser sometidos a la degradacion enzimatica del

proceso digestivo. 4"
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En el tramo intestinal y tras pasar el proceso de digestibn enzimatica
digestiva, los productos alimenticios resultantes son nuevamente procesados y
presentados en forma de fracciones al sistema linfoide de la mucosa intestinal
0 MALT. 648

Los pacientes que no logran alcanzar inicialmente la tolerancia oral,
parece que desarrollan una respuesta inmune de tipo Th2 especifica para ese
alimento con la consiguiente produccion de anticuerpos IgE especificos,
responsables del desencadenamiento de la respuesta de hipersensibilidad
inmediata y las manifestaciones clinicas de la alergia alimentaria. Una vez
establecida la sensibilizacién primaria, cuando se repite posteriormente el
contacto con ese alimento los anticuerpos IgE ya formados se unen a los
receptores de alta afinidad o FceRl en los mastocitos, desencadenando su
degranulacién y liberacion de mediadores como histamina, leucotrienos y

prostaglandinas, que ocasionan las manifestaciones clinicas.*®

Respuesta Thi Respuesta Th2

W Eosinéfilo
{’\f.\?) IL-5

Diferenciaciéon
y activacién

Macréfago
activado

Célula
plasmatica

Imagen: Respuesta inmune Th1y Th2. *°
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Existen de forma innata mecanismos inmunolégicos que son
reguladores de este tipo de reaccion andmala y que suprimen esta respuesta
inmunoldgica fallida cuando se produce el contacto antigénico por via digestiva
Se han sugerido varios mecanismos favorecedores de esta tolerancia

inmunoldgica a los alimentos, como son:**>"

- la deleccion de linfocitos T especificos de antigeno
- la induccion de anergia en estos linfocitos

- la produccion de linfocitos T reguladores que favorecen la via Th1.

A) Respuesta Th1y Th2

Durante la presentacion del antigeno, el linfocito Th o nativo (ThO) se
polariza de forma irreversible a las lineas celulares Th1 o Th2, que se
distinguen por el perfil de citoquinas que sintetizan y secretan, y que les
confiere su funcién diferenciadora -ver Imagen-."* La polarizacion de la célula

ThO es modulada por una serie de factores genéticos e inmunologicos

Las citocinas liberadas por las células Th2 desempefan un papel crucial

en el desarrollo y mantenimiento de la inflamacion alérgica.

bacterias
— [IFN«y intracelulares
TNF-a y virus
*\ IL-4
@) ~
IL-13
G L1TA o]
| — IL-17F extracelulares
IL-21 y hongos
IL-22
Regulacién
. TGFB y
IL-10 tolerancia
Colabora con
— 21 células B

Imagen: Citoquinas implicadas segun tipo de respuesta linfocitaria*
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B) Respuesta inflamatoria alérgica

Los eosinodfilos y mastocitos activados liberan pequefas cantidades de
citocinas del perfil Th2 que, aunque insuficientes para iniciar la diferenciacion
de la célula ThO, si que consiguen amplificar la respuesta Th2 y contribuyen a
la mantener la inflamacion.'”  Otras citocinas, liberadas preferentemente por
monocitos y macrofagos, intervienen en la modulacion de la inflamacion de la
mucosa respiratoria. El paso de los leucocitos circulantes a los tejidos o
quimiotaxis se desarrolla a través de la marginacién y rodamiento, activacion,
adhesion al endotelio y migracion trasendotelial que resultan de la aparicion de
distintas moléculas de adhesion en la membrana de células endoteliales y de

leucocitos.*°

La expresion de moléculas de adhesion por el endotelio y los leucocitos
es regulada por pequefios péptidos llamados quimiocinas que se sintetizan en
el foco inflamatorio. Los neutréfilos expresan preferentemente unos receptores
que responden con mayor intensidad al estimulo originado por estas
quimiocinas, entre las que destaca la IL-8. Por el contrario, los eosindfilos
expresan receptores para otras quimioquinas entre las que se encuentran
RANTES, eotaxina, MIP o proteina inflamatoria del macroéfago, MCP o proteina
quimiotactica del monocito. Cabe destacar el papel de la eotaxina, que actua
especificamente sobre el receptor expresado por eosindfilos y linfocitos Th2
pero no por neutrofilos y es el factor quimiotactico de eosindéfilos mas potente

conocido hasta la actualidad.’®’

La citoquina IP-10 es secretada por diversos tipos de células como
monocitos, células endoteliales y fibroblastos en respuesta a IFN-gamma. A
este citoquina (IP-10) se le atribuyen diversas funciones, como factor

quimiotactico para monocitos y macrofagos.

En la inflamacién alérgica se produce un reclutamiento selectivo de
eosindfilos al foco inflamatorio a través de diversos mecanismos: el aumento
de la maduracion de eosindfilos en la médula ésea y de su paso a la circulacion

sanguinea (/L-5), en segundo lugar, a través de la expresion endotelial de



ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE VACA 24

moléculas de adhesion tipo P-selectina o VCAM-1 que se unen a receptores
expresados preferentemente por eosinofilos, como PSGL-1 o VLA-4, y de la
secrecion de citocinas y quimiocinas como la IL-4 que favorece la expresion
endotelial de P-selectina y de VCAM-1 o la eotaxina. Por ultimo, los eosinofilos
extravasados se unen a las proteinas de la MEC a través de la molécula VLA-4
y son estimulados por la /L-5 incrementando su grado de activacion y

supervivencia.'+13¢

C) El Mastocito

El mastocito es la célula crucial en la anafilaxia.*’ Es la célula efectora
residente en la mucosa. Estas células se activan mediante mecanismos
dependientes y no dependientes de receptores de IgE. Producen y liberan
mediadores broncoconstrictores en la urticaria, asma, anafilaxia y Ila
inflamacion alérgica. De hecho, la degranulacion es prominente en autopsias

de muertes por asma.

Los mastocitos asociados a mucosas se correlacionan bien con la
severidad de la enfermedad y con la hiperreactividad bronquial,*
y su hiperplasia en el musculo liso bronquial,”®  aunque el nimero de
mastocitos y los niveles de triptasa fallaron en la prediccion de la retirada de los

ICS en asma.’®

Existe una gran heterogeneidad en los mastocitos humanos, tanto a
nivel cutaneo, tejidos conectivos, y presencia en mucosa y submucosa. Los
mediadores liberados por los mastocitos activados incluyen mediadores
lipidicos tales como prostaglandinas y leucotrienos, citoquinas tales como IL-
1alfa, IL-3, IL-6, IL-10 y TNF-alfa y mediadores preformados tales como
histamina, proteoglicanos y serinproteasas.
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Imagen: Mastocito y sus citoquinas.

Se han descrito hasta 16 tipos de proteasas granulares neutras

liberadas por las mastocitos murinos. De ellas podemos destacar:

las quimasas: mMMCP-1, mMCP-2, mMCP-3/4L, mMCP-4, mMCP-5,
mMCP-8, mMCP-9, mMCP-10, Granzyme B, Cathepsin G.

las triptasas: tales como mMCP-6, mMCP-7, mTMT/Tryptase
y/Prss31, mMCP-11/Prss34.

las exopeptidasas tales como mCPAS3.

Las calicreinas tales como la neuropepsina.

La importancia de estas proteinas se han demostrado mediante su

correlacién con los episodios de anafilaxia,’

" asi como la demostracién de los

niveles de PAF elevados en los episodios de anafilaxia por medicamentos,

picadura de himendpteros o ingestion de alimentos.

138,139

1.6.3.- Reacciones de hipersensibilidad.

El término de hipersensibilidad se ha utilizado para describir la excesiva

o inadecuada respuesta inmunitaria frente a determinados antigenos externos,

y que causa una inflamacidn tisular con alteracién funciona

|.40
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En 1975, Gell y Coombs*? clasifican las reacciones de hipersensibilidad
en cuatro tipos, de | a IV, segun los mecanismos celulares y humorales
implicados. Segun el mecanismo variaba el tiempo de reaccion tras el contacto
con el antigeno y la clinica que desarrolla el sujeto, pudiendo variar en
intensidad de reacciones leves hasta sistémicas graves, y en extension, desde
reacciones locales como dermatitis hasta sistémicas como anafilaxia -ver

Clinica en Introduccion-.

Reacciones de hipersensibilidad

Tipo  Nombre Mecanismo Latencia Mediadores
| Inmediata IgE 15 min Histamina, LTCA
Il Citotoxica 1gG o IgM - C o ADCC
I Inmunocomplejos F{@ 5-6 h C5a, proteasas
IVA  Retardada Linfocitos T >24h Linfocinas

(IFNg y otros)
IVB - Linfocitos Tc - Citotoxicidad

IgE: inmunoglobulina E. IgM: inmunoglobulina M. LTCA: leucotrieno CA.
C: complemento. ADCC: proceso de citotoxicidad dependiente del anticuerpo.
C5: anafilotoxina. IFNg: interferén gama.

Tabla: Clasificacion de Gell y Coombs (1975)

1.6.4.- Factores angiogénicos vy Alergia

En los anos 70, el factor activador de plaquetas o PAF fue el primero en
ser vinculado con la respuesta alérgica ligada a la IgE."® Este factor PAF ha
sido recientemente definido como un importante mediador inmunologico que
juega un papel principal en la respuesta alérgica y que se correlaciona con la

severidad de la reaccion anafilactica.'*’!

En la misma linea, se ha asociado este factor PAF con el uso de la
adrenalina, tratamiento principal y basico de la reaccion anafilactica, en el
estudio de las células musculares tras ser estimuladas tras la administracion de

adrenalina.'?
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En general, la angiogénesis es un proceso complejo controlado por el
equilibrio entre factores proangiogénicos y antiangiogénicos, como vemos en la
tabla, que pueden coexistir en el mismo tejido. Estos factores pueden ser

circulantes o actuar localmente como factores paracrinos.

Factores proangiogénicos

Factor Funcion bioldgica

VEGF T permeabilidad, T activadores del plasminégeno,
Tcolagenasas intersticiales, proliferacion
. Y migracion de las CE, + apoptosis CE
FGF T proliferacion y migracion de las CE, T activadores
del plasminégeno, T integrinas a fi, y otras
moléculas de adhesion

Ang-1 Formacion de los brotes vasculares y estabilizacion
. de los vasos
Ang-2 I proliferacién y migracion de las CE, formacion
de los brotes vasculares en presencia del VEGF
PDGF Estabilizacion de los vasos
TGFp Estabilizacion de los vasos
TNFa Migracion CE
EGF Proliferacion CE
CSFs Proliferacion y migracion CE

Angiogenina Proliferacion CE
Angiotropina  Migracion CE, formacién del tubo
IGF-1 Proliferacion CE, ¥ apoptosis CE, induccion del VEGF,
I activadores del plasminégeno
Proliferacion y migracion CE

PECAM-1 Agregacion CE, formacion tubo, migracion CE,
estabilizacion tubo, angiogénesis inducida por FGF
Integrinas Adhesion CE, migracion CE, + apoptosis CE,

. angiogénesis inducida por FGF
Oxido nitrico I permeabilidad, proliferacion CE, liberacion FGF

Tabla: Factores proangiogénicos

Hay 2 tipos de factores estimuladores de la angiogénesis:

a) Factores especificos, liberados por numerosos tipos celulares, que se
unen de forma especifica a los receptores de las células endoteliales,
destacando el factor de crecimiento del endotelio vascular o VEGF y las
angiopoyetinas

b) Factores inespecificos, que se unen a las ceélulas endoteliales pero
también a otras células, son numerosos y afectan al crecimiento de la célula
endotelial y de otras muchas. Algunos de los mas importantes son los factores
de crecimiento de fibroblastos —FGF-, el factor de crecimiento transformante -
—-TGFa-, el factor de crecimiento epidérmico —EGF-, el factor de crecimiento
derivado de plaquetas —-PDGF-, etc.'®
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El VEGF es la molécula mejor caracterizada y mas importante del
proceso angiogenico. Se han descrito 6 isoformas del VEGF que difieren en
sus propiedades y funciones. Los 2 principales receptores son expresados en
las células endoteliales cuando se encuentran en fase de proliferacion. La
unidn del VEGF con sus receptores activa diversas vias de sefal que
intervienen en diferentes pasos en la angiogénesis. Asi, el VEGF contribuye a
la vasodilatacion inicial, aumenta la permeabilidad de las células endoteliales,
estimula la proliferacion y migracion de las células endoteliales y disminuye la

apoptosis.

Estudios recientes apuntan que los eosinofilos de sangre periférica
pueden ser inductores de angiogénesis'* y que el factor VEGF podria jugar
un importante papel en esta angiogénesis, y por tanto en remodelado de la via

|145

aérea en el asma bronquial'® y en diferentes fenotipos de asma.'*

El factor de crecimiento derivado de plaquetas o PDGF es sintetizado
principalmente por las plaquetas y se encuentra contenido de sus granulos,
pero también se ha demostrado que es liberado por macréfagos activados.™’

Podemos comprender como el proceso angiogénico no esta producido
por una sola molécula o familia de moléculas, sino que depende de la
cooperacion e integracion de varios factores que contribuyen a la proliferacion,

migracion, invasion y diferenciacion de la célula endotelial.
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1.7.- HISTORIA NATURAL DE LA ALERGIA ALIMENTARIA

En la historia natural de la alergia alimentaria, de forma general, se
considera que cuando una paciente se sensibiliza a un alimento, debido a las
caracteristicas propias del sistema inmune, esta alergia se considera que va a
ser persistente en el tiempo."™ Por el contrario, cuando esta sensibilizacion
ocurre en la primera infancia, debido a las caracteristicas del sistema inmune
del nifio aun inmaduro, existe una alta probabilidad de que esta sensibilizacion
desaparezca de forma espontanea realizando una dieta restrictiva y evitando el
alimento responsable de la sensibilizacion durante un tiempo prolongado,

variable seguin cada paciente.’**?

Por este motivo, la alergia a alimentos en los nifilos se considera que
tiene mejor prondstico, y algunos alimentos como la leche y el huevo, que son

d,>'° cuentan con

las causas mas frecuentes de alergia alimentos a esta eda
un buen prondstico de resolucion inicialmente si se realiza una dieta correcta.
En las principales series prospectivas de pacientes se ha estimado que
siguiendo una dieta restrictiva del alimento se consigue la tolerancia de forma
espontanea en un tiempo que suele oscilar entre 1 y 4 afos, con un porcentaje

de resolucién del 75-85% a los 4 afios. ™°3%

Pero en el 10-15% restante de los pacientes que no lo superan a esta
edad, la sensibilizacion alimentaria empeora su prondstico y se considera que
a partir de eses momento es poco probable que la alergia alimentaria ceda

espontaneamente.>*>’

Estos pacientes son los que son diagnosticados de
alergia alimentaria persistente y carecen de otras opciones salvo continuar la

dieta de eliminacion .

Se ha intentado identificar cuales son los factores que marcan el
pronostico de la sensibilizacién para que ésta evolucione hacia la curacion o

hacia la persistencia.®®®

Se ha estudiado diversos aspectos que se
relacionan con la pérdida de reactividad clinica, como el tamafo y reactividad
de la prueba cutanea o los niveles séricos de IgE especifica a leche. Pero los

hallazgos son heterogéneos y no se han confirmado con posterioridad, por lo
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que no hay unanimidad a la hora de determinar si existe 0 no un punto de corte

definitorio del prondstico.

En estos pacientes se ha visto necesario la busqueda de algun tipo de

tratamiento que modificara el curso de la enfermedad, ya que la completa

evitacion de alimentos tan cotidianos como la leche y el huevo suponen una

tarea dificil de llevar a cabo de forma estricta. Esto es debido a su alta

ubicuidad no s6lo en alimentos derivados, como nata, yogurt, queso, etc, sino

también como componente minoritario en otros alimentos, embutidos, cremas,

galletas, biscochos, etc, o como elementos trazables o traza en cereales,

productos de reposteria, alimentos envasados diversos, etc.

Yoghourt Quesitos Crema de Queso |Mantequilla

Valor Energético 58 Kcal 240 Kcal 240 Kcal 742 Kcal
Proteinas 32qr 11gr 5,0gr 0,6 gr
Hidratos de C. 40qgr 46qgr 30gr 04qr
Grasas 29qr 19,50 gr 230qr 82gr
Saturadas 18gr 12549r 15049r 55,3 gr
Monoinsaturadas 0,89 gr 244 qgr
Poliinsaturadas 0,07 gr 22qr
Calcio 125 mg 680 mg

Fésforo 102 mg

Sodio 0,05¢r 09gr OA4qgr 001gr
Fibra 0 <«01gr 02qgr 0

Tabla: Composicion de la leche y algunos derivados'?

Debido a que la lista de alimentos y productos a evitar es tan amplia, es

una labor muy intensa de control la que debe llevar la familia y el paciente, y

los accidentes que pueden ocurrir por ingestas inadvertidas son relativamente

frecuentes, que en muchos casos producen sintomas graves llegando en

ocasiones a reacciones fatales.®
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1.8.- ANTECEDENTES HISTORICOS EN DESENSIBILIZACION
ALIMENTARIA.

En los afnos 80 aparecieron publicados en la literatura médica diversos
trabajos que estudiaban el uso de determinados protocolos de
desensibilizacion alérgica con alimentos en los que basandose en los
conocimientos previos de desensibilizacion alergénica en pacientes con otro
tipo de alergias, como alergia respiratoria a inhalantes, alergia a

85-88

medicamentos, o alergia a himendpteros, y se ha intentado aplicar en

pacientes con alergia alimentaria.

En Italia algunos autores®’ comenzaron  proponer la introduccién
paulatina del alimento como método terapéutico para inducir una
hiposensibilizacion en el paciente y lograr de esta forma la induccién de
tolerancia progresiva a dosis cada vez mayores, aunque siempre enfocado
hacia el efecto protector ante reacciones por contactos accidentales con

alimento, y de duracion siempre dependiente de la dosis.

A finales de los 90 en Estados Unidos se publicé un trabajo realizado en
pacientes con alergia al cacahuete,®® a los que se le administré una vacuna
realizada con extracto de cacahuete en inyecciones subcutaneas. Se
administraban concentraciones progresivas del alérgeno, al modo de las
vacunas alergénicas utilizadas en el tratamiento de la alergia respiratoria a

diferentes inhalantes, como hongos, pdlenes, acaros, etc.

Algunos de los pacientes respondieron de forma positiva y lograron
aumentar la dosis umbral de tolerancia al cacahuete. Sin embargo, en algunos
pacientes estas vacunas produjeron varias reacciones adversas, alguna de
ellas graves, de manera que el balance riesgo/beneficio no se considerd
satisfactorio y por lo tanto no parecia un tratamiento valido como alternativa

terapéutica en estos pacientes.®?%
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Poco después la aparicion de nuevos protocolos de desensibilizacion
alimentaria, fundamentalmente para pacientes alérgicos a leche utilizando la
via oral, destacaron en sus resultados como se lograba igualmente una buena
respuesta clinica del paciente pero con mejor tolerancia que en estudios
previos, lo que hacia pensar que esta via de administracion oral era la mas
adecuada para lograr el efecto esperado sin riesgo para el paciente.®*®°
Estos alentadores resultados produjeron en los siguientes afos una corriente
de interés renovado por este tipo de terapias, y varios grupos de investigacion
publicaron nuevos protocolos de desensibilizacion con leche de vaca que
fueron optimizando el procedimiento, mejorando la duracion mediante pautas

mas cortas asi como los resultados obtenidos.?¢"2

Dentro de estos grupos de investigacion destacan algunos equipos
europeos que cuentan con una larga experiencia, con resultados muy
esperanzadores en series largas de pacientes que han aportado una base
importante de conocimientos sobre la inmunoterapia oral como alternativa

terapéutica valida.”>"

Aunque la mayoria de los primeros estudios clinicos se centran
fundamentalmente en la leche, posteriormente se ha ido extendiendo hacia

75,76

otros alimentos, como el huevo, y otros con los que se tiene aun menos

experiencia mas excepcionalmente con otros alimentos como la avellana .”"""®

La tasa de éxito o finalizacidon completa de este tratamiento aunque
variable segun los grupos, se considera ya como un éxito alcanzar el objetivo
de la tolerancia completa del alimento, unos 200ml de leche o un huevo
completo por ejemplo, y se puede considerar beneficioso también la tolerancia
parcial, ya que en estos pacientes disminuye el riesgo de reacciones graves
con ingestas inadvertidas o contactos accidentales. En las primeras series de
pacientes los autores apuntaban que la tasa de éxito podia ser de un 71,4%°’
hasta un 76,9%%, lo cual impulsé a mas grupos de investigaciéon a continuar

con estudiando este tipo de terapias.
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1.9.- MECANISMOS BASICOS EN DESENSIBILIZACION e
INMUNOTERAPIA ALIMENTARIA

La inmunoterapia con alimentos es un procedimiento terapéutico dirigido
hacia la modulacion de esta respuesta andmala del sistema inmune hasta

alcanzar la tolerancia natural al alimento.>%*

El objetivo del tratamiento seria
alcanzar la tolerancia no solo clinica sino inmunoldgica de forma permanente,
incluso una vez que finaliza el tratamiento y el contacto regular forzado diario
segun la pauta del procedimiento. Esto permitiria poder llevar una dieta libre sin
riesgos ante el contacto con cualquier cantidad de alimento aunque el consumo

fuera ocasional.

Sin embargo, durante la inmunoterapia alimentaria lo que primero se
observa es una hiposensibilizacion o desensibilizacion progresiva del paciente,
es decir que disminuye la respuesta clinica en contactos posteriores con ese
alimento.”® Este efecto modulador suele depender de la duracién de la terapia
y persiste mientras el paciente mantiene el contacto regular con el alimento,
pero existen pocos estudios que demuestren la persistencia de esta proteccion
si se interrumpe el contacto con el alimento de forma prolongada y luego se

vuelve a introducir en la dieta,%82

y en algunos casos se ha demostrado que
pueden existir recaidas con aparicion de reacciones adversas secundarias al

alimento si se suspende de forma temprana la terapia.®

Este procedimiento inicialmente llamado desensibilizacion o induccion
oral de tolerancia es una alternativa terapéutica que ya se utiliza con farmacos
de diferentes tipos, como antibiéticos o quimioterapicos, con unas tasas de

éxito muy alentadoras,®3°

y que permiten el uso de dichos farmacos en
pacientes sensibilizados si lo precisaran. De esta forma, por mecanismos
inmunoldgicos que implican al proceso de reconocimiento antigénico entre las
proteinas y los anticuerpos o receptores celulares, asi como forzando este
contacto a las dosis y frecuencia marcadas, se logra evitar la respuesta clinica
alérgica y alcanzar la tolerancia clinica de una cantidad cada vez mayor del

alergeno.®®
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Se considera, entonces, que el paciente ha conseguido la folerancia
clinica y puede utilizar el alimento/medicamento con normalidad, a pesar de
que inmunolégicamente siga estando sensibilizado, es decir siguen existiendo
IgE especifica en el organismo. Lo que se espera en la inmunoterapia
alimentaria es que el mantenimiento a largo plazo de este contacto con el
antigeno modifique esta sensibilizacion de forma definitiva (memoria
inmunoldgica), y en ese momento es cuando se considera que el
procedimiento actua no solo con efecto de desensibilizacion sino de
hiposensibilizacion estable de forma similar a la inmunoterapia convencional

con alérgenos respiratorios.®’

Los mecanismos basicos por los cuales la inmunoterapia alergénica
modifica la respuesta inmunolégica de hipersensibilidad hacia la de tolerancia
inmunoldgica y posteriormente tolerancia clinica, no se conocen con exactitud
pero la formacion de linfocitos T reguladores (Treg) parece critico para el éxito
del tratamiento.?®® Parece probable que se logre a través de la modificacién
de la respuesta de hipersensibilidad de tipo Th2 hacia una respuesta de tipo
Th1, lo cual se podria alcanzar con la supresion de células efectoras como
mastocitos y basofilos, descenso de linfocitos T especificos con la consiguiente
reduccidn de anticuerpos IgE especificos, formacién de IgG4 especificos,”®" y
por la produccion y expansion de células T reguladoras que ocupan un lugar

principal en esta modulacion de respuesta,®*®?

al ser capaces de obtener la
inmunosupresion o anergia a través de diversos mediadores solubles o

moléculas de superficie, destacando la secresion de IL-10 y TGF-f.24

Basandose en estos hallazgos, en el seguimiento de los pacientes con
inmunoterapia oral con alimentos se han evaluado diversos métodos para
medir esta modificacion de la respuesta inmunoldgica, desde la valoracién del
tamano de la prueba cutanea en prick con el alimento, hasta los determinacién
de los valores serologicos de diferentes marcadores bioldgicos que indiquen si
existe respuesta o no al tratamiento.**"* Estos incluyen entre otros la actividad
de basdfilos, los niveles de IgE e IgG4 especificos y de Ig A salivar, asi como el

estudio de las células T reguladoras como veremos a continuacion.
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La modulacién de las células efectoras de la respuesta alérgica medido
a través de las pruebas cutaneas en prick o el test de activacion de basofilos,
ha obtenido resultados variables. Tanto los mastocitos como los baséfilos
quedan en estado de anergia durante la inmunoterapia al ser degranulados
progresivamente o inhibidos por las células T reguladoras. Sin embargo, se ha
observado que la respuesta cutanea medida por el prick test en algunos casos

73,95

disminuye mientras que en otros no se observa este cambio de respuesta

comparado con placebo.”

Algunos estudios situan al basoéfilo como pieza central del proceso de
desensibilizacidn, y el descenso en la expresion de marcadores de activacion
de basdfilos, concretamente el CD63,° se ha postulado como posible
marcador de hiposensibilizacién en pacientes con inmunoterapia con alimentos
9799 'y se ha podido relacionar con el descenso de expresiéon de Syk, una
enzima tipo tirosin-quinasa que actua como parte transcendental en el proceso

de liberacién de histamina. '°°

El test de activacion de baséfilos ha demostrado resultados variables,
con descenso en algunos casos'®’ o sin modificaciones significativas en
otros'®® aunque estas diferencias parecen estar explicadas por el diferente tipo

de muestra utilizada.

La expresion de CD203c en los basdfilos aumenta de forma precoz
durante la inmunoterapia, el cual ha sido vinculado con inflamacion en
pacientes que presentan cifras elevadas y en correlacién con los estudios que
lo asocian a exacerbaciones de asma.'®® Ambos marcadores de baséfilos
suelen estar correlacionados y su ascenso temprano durante la inmunoterapia
se ha relacionado con una peor evolucion durante el proceso de
hiposensibilizacion, posicionandose como posibles marcadores de respuesta

clinica "%

En los pacientes que se reciben inmunoterapia oral con alimentos se ha

demostrado descenso significativo de niveles de IgE especifica comparado con

66-70

los niveles basales aunque no alcanzan por lo general la negativizacion
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completa, en oposicion con el incremento gradual de IgG4 especifica que suele
asociar. Este cambio en el ratio IgE/IgG4 especificas se hara mas significativo
cuanto mas prolongado sea el tiempo de tratamiento.’""""® Los niveles bajos
de IgE especifica se asocia con un descenso en los valores de histamina

5

liberada pero atin no queda claro su relevancia clinica'® ni su posible uso

como marcador de éxito de la desensibilizacion alimentaria.

La mayor parte de las series han constatado que los niveles de IgE
especifica en general tienden a descender comparados con los niveles basales

que presentan los pacientes antes de iniciar el tratamiento,®*®’

pero esto no
siempre sucede en todos los pacientes, y se ha llegado a relacionar la falta de
respuesta inmunoldgica o de descenso de la IgE especifica como posible
marcador de riesgo de fracaso de la inmunoterapia® o de resistencia a la

desensibilizacién con mayor riesgo de reacciones adversas durante el proceso.

Esto ha llevado en algunas series de casos ha estudiar como se
comportan estos pacientes a largo plazo,?® y tras un periodo de seguimiento
variable sometidos a terapia de desensibilizacion alimentaria, se les vuelve a
indicar que sigan una dieta de evitacion de 2 meses de duracion para dicho
alimento, para finalmente realizar una provocacion oral alimentaria con leche.
Se intenta valorar de este modo si la mejoria del grado de sensibilizacion
alérgica es persistente o depende del mantenimiento de contacto diario de la
dosis del alimento, y comprobar por tanto si se puede considerar que la
tolerancia obtenida es completa y definitiva.

Segun este autor,®® se pueden distinguir cuatro grupos de pacientes en
funcién de la evolucién observada:
- grupo | o respondedores,con buena tolerancia final al alimento tras la
dieta restrictiva.
- grupo Il o respondedores transitorios, con buena tolerancia inicial
pero que tras la evitacion volvian a manifestar sintomas al

reintroducirlo.
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- grupo Il o respondedores parciales, que solo alcanzan dosis
parciales del alimento durante la desensibilizacion y no llegan a
alcanzar la dosis maxima, y

- grupo IV o no respondedores , que no consiguen buena tolerancia
nisiquiera a dosis parciales y abandonan la terapia por reacciones

adversas no controlables.

Por otro lado, la elevacion progresiva y significativa de la IgG4 especifica
se considera de importancia en el seguimiento de estos pacientes por la
capacidad de estos anticuerpos de competir con la IgE en la union al alergeno
y suprimir la degranulacién secundaria de mastocitos y baséfilos,*® y por
actuar de coligando con FceRIl y FcyRIIB. Sin embargo, estos niveles elevados
de IgG4 especifica no se ha podido correlacionar aun con la completa
resolucion del proceso, es decir, con la obtencién de la tolerancia clinica

permanente.

Se ha hallado relacion entre el aumento de los linfocitos T reg
CD4+CD25+FOXP3+ y el fin de la desensibilizacion alimentaria, postulandose

como marcador de tolerancia clinica'®®"%’

pero aun no se considera
confirmado y seria necesario que se midiera en mas series de pacientes. En
esa misma linea se ha comprobado que en pacientes alérgicos alimentos los
valores basales de linfocitos B CD27+ CD35+ y de células dendriticas TGF-B+
son significativamente inferiores que en pacientes sanos, los cuales tras la
inmunoterapia incrementan progresivamente su valor, siendo estas células
dendriticas TGF-B+ o “tolerogénicas” las que induciran la formacion de

linfocitos T reg CD4+CD25+Foxp3+."%
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2.- OBJETIVOS

El propdsito del presente trabajo se puede resumir con los siguientes

objetivos:

2.1.- Objetivos principales:
1.1.- Determinar si la desensibilizacién alimentaria es un método valido
como procedimiento terapéutico en la pacientes con alergia grave a proteinas

de leche de vaca.

1.2.- Evaluar los diferentes patrones de respuesta clinica e inmunologica

durante el procedimiento de desensibilizacién alimentaria.

1.3.- Determinar qué tipo de marcadores biolégicos o biomarcadores
pueden ser utiles en el seguimiento evolutivo de pacientes tras la

desensibilizacion alérgica a leche.

2.2.- Objetivos secundarios:
2.1.- Conocer las caracteristicas poblacionales generales de los
pacientes alérgicos a leche grave.

2.2.- Caracterizar clinicamente los diferentes tipos de reacciones

adversas durante la desensibilizacion con leche de vaca .

2.3.- Determinar la seguridad y eficacia de este procedimiento de

desensibilizacion alimentaria con leche a corto y largo plazo.
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3.- MATERIAL Y METODOS:

3.1.- MATERIAL
3.1.1.- CONSULTA DE ALERGOLOGIA

El presente estudio se ha realizado en su totalidad en las consultas de la
policlinica de Alergologia situadas en el Hospital del Térax-Ofra en Santa Cruz
de Tenerife, responsable de la asistencia sanitaria de los pacientes que
pertenecen al Area de Salud de la zona Norte de la Isla de Tenerife, con unos
500.000 habitantes aproximadamente, incluyendo tanto poblacion adulta como
pacientes en edad pediatrica.

La Unidad de Alergologia del Hospital del Torax-Ofra comprende la

siguiente dotacion de recursos:

A.- Zona de POLICLINICA: es la zona donde se reciben los pacientes y

se realiza la primera valoracion. Esta formada por:

A.1.- Mostrador de recepcion de pacientes: donde el personal auxiliar
clinico recibe al paciente y acompafnantes, comprueba la consulta en la que
esta citado, se abre historia clinica fisica, se entrega una hoja informativa sobre
el funcionamiento de la policlinica y se le dirige a la sala de espera.

Dispone de una sala anexa que se utiliza como archivo temporal de las
historias clinicas que estan siendo utilizadas en ese momento en la policlinico,
asi como de almacén de todo el material de papeleria que necesita la consulta
par su funcionamiento diario: papel, carpetas, sobres, boligrafos, impresos

hospitalarios, cartuchos de impresora, etc.

A.2.- Consultas médicas: 4 despachos de consulta donde se realiza la

historia clinica y la exploracion fisica, que contienen la mesa de despacho con
equipo informatico para registrar la historia clinica del paciente, y camilla

articulada de exploracion para examinar al paciente dotada de rino-otoscopio
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manual, fonendoscopio y negastocopio. Dispone de lavabo de manos para la
adecuada higiene de manos.

A.3.- Sala de pruebas complementarias: donde se realizan la mayor

parte de los procedimientos diagndsticos habituales en alergia, como son las
pruebas cutaneas -Ver Métodos. Esta equipada con 6 sillones reclinables y
mesas con bandeja ajustable en altura donde se apoya el paciente para la
realizacion de las pruebas cutaneas o la extraccion de muestras de sangre.
Esta equipado con 2 neveras donde se conservan los extractos que se utilizan
para las pruebas cutaneas asi como un arcon congelador para la conservacion

de muestras biologicas.

También dispone de una sala anexa donde se realizan las pruebas
funcionales respiratorias, dotado con toma de oxigeno centralizada en pared,
un espirbmetro/rinbmanometro (Jaeger®, Alemania) con dosimetro para
pruebas respiratorias diagndsticas en asma vy rinitis, como rinomanometria,
espirometria, prueba broncodilatadora, provocacion bronquial inespecifica y
especifica. Tiene software especializado correspondiente (Labmanager® 4.0,
Alemania) que permite el analisis de resultados y comparativas con registros
previos del paciente.

A.4.- Sala de espera: espacio dotado de sillas para unas 25 personas,

con televisor de 20 pulgadas y aseo de uso publico. La sala dispone de
calefactor y ventiladores de pared para acondicionamiento de la temperatura

segun la época del ano.

B.- Zona de TRATAMIENTOS BIOLOGICOS: es la parte de la consulta
habilitada para la administracion de inmunoterapia hiposensibilizante. Abierta

diariamente en horario de 8:30 a 10:30 a.m. para la administracion de vacunas
en pauta de iniciacibn o en pacientes de alto riesgo, como pacientes
clinicamente inestables, alérgicos a himendpteros, embarazadas. Se presta

asistencia a 30 y 50 personas al dia aproximadamente.
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El personal de enfermeria valora el estado del paciente, comprueba que
se encuentra estable se su patologia alérgica y no presenta contraindicaciones
en ese momento para ser vacunado, como fiebre, exacerbacion asmatica
reciente, etc, y administra la dosis correspondiente a ese dia. El paciente debe
permanecer 30 minutos en la sala de espera en observacion. La zona de
espera esta situada enfrente para poder observar la evolucion de los pacientes,

y esta dotada de asientos para unas 15 personas.

En esta sala también se administran tratamientos parenterales
especiales, como los anticuerpos monoclonales. Actualmente a esta unidad
acuden los pacientes que reciben tratamiento con Omalizumab (Xolair®), de
dispensacion hospitalaria, donde son citados segun el régimen de
administracion pautado quincenal o mensualmente, y permanecen en

observacion en la unidad durante treinta minutos.

Esta sala dispone de un puesto de enfermeria dotado de todo el material
sanitario necesario: jeringas con aguja hipodérmica, algoddén, solucidn

higienizante, guantes, contenedor para desechos sanitarios, etc.

También dispone de camilla, toma de oxigeno centralizado con
mascarilla y nebulizador, tensiometro, pulsioximetro, pie regulable para
sueroterapia, asi como toda la medicacion precisa para tratar una eventual
reaccion adversa a la administracion del tratamiento biolégico segun protocolo -

Ver Anexo-.

C.- Unidad de ALIMENTOS y MEDICAMENTOS: Pruebas especiales

En esta zona se realizan los procedimientos especificos para el

diagndstico de alergia a alimentos o medicamentos, concretamente las
técnicas especificas que precise cada paciente para confirmar o descartar el
diagndstico, como son la provocaciéon oral abierta, o en simple ciego o doble
ciego -Ver METODOS-, asi como los procedimientos de desensibilizacion -Ver

METODOS- en los casos que se precisara.
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La sala esta dotada de sillones reclinables para 8 pacientes asi como
sillas para el acompafante, importante en el caso de los nifios. Dispone de una
cama hospitalaria articulada y regulable, con toma de oxigeno de pared con
mascarilla y nebulizador, asi como tensidmetro, pulsioximetro y toda la
medicacion precisa para tratar una posible reaccion adversa durante la

realizacion de los procedimientos segun protocolo -Ver Anexo -.

En la zona de entrada a esta sala se situa el carro de parada, por
considerar que esta zona es la mas accesible por si es necesario utilizarlo en
cualquier otra sala de la unidad. Por protocolo debe estar ubicado en un lugar
facilmente accesible, que permita su traslado donde se necesite, y todo el
personal de la unidad conoce su ubicacion y esta adiestrado en su uso.

Este carro de parada esta dotado con todo el material necesario para

realizar la reanimacién cardiopulmonar: Ver Anexo

monitor electrocardiografico.

- palas de desfibrilador.

- laringoscopios de adulto y nifios.

- material fungible: guantes, sondas, tubos orofaringeos, catéteres,
sondas, jeringas, etc.

- medicacién: toda la recogida en el protocolo

En la zona de entrada a la unidad hay un puesto de control de
enfermeria donde se registran las historias clinicas que estan eses dia
realizando algun procedimiento en la unidad asi como un archivo. También
tiene un armario donde se almacenan los farmacos que se utilizan para los

procedimientos de diagndstico a medicamentos.

Para los alimentos de los procedimientos existe una nevera donde se
guardan de forma provisional todos los productos alimenticios que seran
utilizados eses dia. Al lado de esta nevera existe una mesa, fuera de la sala de
los pacientes, donde el personal de enfermeria manipula y procesa los
alimentos, y prepara los placebos para las provocaciones que se precisen,
como en simple ciego y doble ciego.
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D.- RECURSOS HUMANOS
La Unidad de Alergia del Hospital del Torax esta formada por un equipo

de profesionales sanitarios y administrativos de diversas categorias:

D.1.- Médicos especialistas: Formado por 4 Alergdlogos. Cada

especialista tiene asignada una consulta de policlinica 4 dias a la semana, y es
el responsable de supervisar la Unidad de Alimentos y Medicamentos 1 vez a
la semana. Cada médico es responsable de las vacunas que ha prescrito a los
pacientes cuando éstos acuden a la unidad de Vacunas.

D.2.- Enfermeria: Dispone de 3 DUE o diplomado universitario de
enfermeria. En la sala de pruebas complementarias hay 1 DUE realizando las
pruebas cutaneas. En la sala de vacunas hay 1 DUE que también es el
responsable de las pruebas funcionales respiratorias. En la Unidad de
Alimentos y Medicamentos hay 1 DUE realizando los procedimientos
especificos.

D.3.-Auxiliar clinico: 1 auxiliar, que funciona de apoyo para Enfermeria y

recibe a los pacientes, siendo responsable de la organizacion de las historias

clinicas y reposicion de material sanitario.

D.4.-Auxiliar administrativo: 1 secretaria, que es la responsable de

asignar las citas de revisidn o de pruebas complementarias especificas en la
Unidad de Alimentos y Medicamentos. También es la responsable de entregar
los justificantes de asistencia a los pacientes y sus acompafantes, si los

precisaran.

3.1.2.- PACIENTES ALERGICOS a PROTEINAS DE LECHE DE VACA:

3.1.2.1.- Origen de los Pacientes.

Los pacientes del estudio han sido seleccionados a partir de aquellos
que acuden de forma rutinaria a la Consulta de Alergologia situada en la
tercera planta del Hospital del Térax (Santa Cruz de Tenerife), dentro de la cual
se situa la Unidad de Alergia alimentaria.
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Los pacientes son derivados a esta consulta tanto por parte del médico
de cabecera de los centros de Atencion Primaria o por otros especialistas
hospitalarios del Area norte de Tenerife, siendo los mas habituales:

- Pediatria

- Otorrinolaringologia

- Neumologia

- Dermatologia

- Digestivo

- Medicina Interna

- Oncologia

- Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), etc.

El médico responsable de un paciente es el que realiza la interconsulta a
nuestra unidad si cree que el paciente presenta clinica sugerente de patologia
alérgica, solicitando confirmacion diagnostica, pauta terapéutica, evaluacion
prondstica y/o seguimiento evolutivo. La solicitud inicialmente es valorada por
el especialista de la unidad que actua como consultor, y si considera valida la
solicitud ésta es remitida a la servicios administrativos o cita previa, que sera la

encargada de realizar la citacion e informar al paciente.

3.1.2.2.- Seleccion de Pacientes.-

Dentro del amplio grupo de patologias que abarca la Alergologia se
encuentra la Alergia Alimentaria, la cual en los ultimos afos ha ido creciendo
en demanda -ver Introduccion- lo cual ha hecho necesario que exista dentro de
la Consulta de Alergologia una unidad especifica de Alergia Alimentaria con
protocolos especificos para cada procedimiento, donde son centralizados estos

pacientes para un manejo 6ptimo.

En el presente estudio seleccionamos la muestra dentro del grupo de
pacientes que habian sido remitidos de forma rutinaria por sospecha de
“Alergia Alimentaria a proteinas de leche de vaca” y se confirmé el diagnostico
segun protocolo habitual establecido —ver introduccion-.
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Los pacientes son seleccionados retrospectivamente en la base de
datos informatizada que contiene los pacientes alérgicos a alimentos
confirmados de la Unidad, donde aparecen solo los datos clinicos y
demograficos que conciernen a su patologia, los cuales son registrados con
consentimiento segun protocolo establecido. Esta base de datos permite
analizar la informacién clinica seleccionando el grupo de pacientes que se
pretende agrupar en cada caso, y que en el estudio actual serian
especificamente los pacientes alérgicos a proteinas de leche de vaca, y nos
permite obtener datos relativos a las caracteristicas demograficas, como sexo,
edad, antecedentes personales y familiares, y clinicas, como edad de inicio,
sintomas que manifiesta, métodos de diagndstico utilizados, etc..

Se considera como posible candidato susceptible de ser incluido en el
grupo de pacientes del presente estudio a todos aquellos que cumplan con los

siguientes criterios:

A.- CRITERIOS DE INCLUSION:
1. Nifos >o igual a 3 afos
2. Sensibilizacion alérgica a 1 o varias proteinas de leche de vaca (alfa-
lactoalbumina, beta-lactoglobulina, caseina) confirmado mediante prick
test y determinacion de niveles séricos de IgE especifica .
Reacciones clinicas graves, Anafilaxia (grado II-1ll de Muller, ver tabla).
Presentar al menos 1 criterio de mal prondstico (ver apartado C),

Grade  Muller Symptoms

Mild | Generalized urticaria, itching, malaise, anxiety
Il Any of the above, plus two or more of the following: angioedema, constriction in chest, nausea, vomiting, diarthoea,
abdominal pain, dizziness
Or: Angioedema alone
Severe Il Any of the above, plus two or more of the following: dyspnoea, wheezing, stridor, dysphagia, dysarthria, hoarseness,
weakness, confusion, feeling of impeding disaster
Or: Dyspnoea, wheezing or stridor alone
v Any of the above, plus two or more of the following: fall in blood pressure, collapse, loss of consciousness, incontinence,
cyancsis

Tabla: Clasificacion de severidad de Anafilaxia (Adaptado de Muller)
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B.- CRITERIOS DE EXCLUSION:

1. Imposibilidad de realizar alguna de las pruebas complementarias que
valoran la sensibilizacion alérgica, como prick test o IgE especifica, que
impiden el seguimiento evolutivo.

2. Dificultades para seguir el régimen de sesiones periddicas necesarias
para realizar el procedimiento.

3. Pacientes diagnosticados solo por métodos diagndsticos segun
protocolo, y que no han presentado clinica clara que confirme la alergia

alimentaria.

C.-FACTORES DE MAL PRONOSTICO:

Se ha seleccionado a aquellos pacientes que presentan factores
considerados de mal prondstico -Ver Introduccion-, como son:

- la presencia de reacciones clinicas graves o anafilaxia grado II-1ll.

- la persistencia de sensibilizacion inmunoldgica a proteinas de leche de
vaca a partir de los 3-4 afnos, especialmente si va dirigida hacia la caseina

- reacciones graves incluso por contacto con cantidades muy pequenas
o trazas, de dificil evitacidon y que favorecen el riesgo de reacciones por

contactos inadvertidos o por contaminacién cruzada.

Todos los pacientes seleccionados manifestaban reacciones graves tras
contacto accidental con leche, con anafilaxia grado llI-1ll, por lo que precisaban
llevar medicacion de rescate de forma permanente, que seria adrenalina
autoinyectable. A pesar de seguir una dieta restrictiva sin leche ni derivados de
forma estricta, todos tenian antecedentes documentados de haber precisado
asistencia urgente en centro sanitario por estos contactos inadvertidos en al

menos 1 ocasion en el ultimo afio de seguimiento.
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3.1.3.- ALIMENTO: Leche de vaca

Para realizar las pruebas de provocacion y desensibilizacion alimentaria
se utiliza el propio alimento, en este caso la leche. Considerando la amplia
variedad de leches segun origen animal —de vaca, cabra, oveja, etc-, procesos
de esterilizacién utilizados — como la leche fresca o no procesada, la uperizada
y UHT- y procesamientos que alteran su composicion — como entera,
semidesnatada, desnatada- lo cual hace variar su caracteristicas -Ver
Introduccién-. Se decidio utilizar en todos los casos el mismo tipo de leche para
asegurar que la concentracidn y caracteristicas del producto fueran

homogéneas.

Decidimos utilizarla leche que suministraba el hospital a los pacientes
ingresados para asegurar su disponibilidad. Debido a que se trataba de
poblacion infantil, se eligid la leche entera al ser ésta la recomendada
generalmente en este grupo de edad. La leche que ofrece el hospital es leche
entera de vaca tipo UHT .
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3.2.- METODOS

3.2.1.- PRUEBAS CUTANEAS

La prueba cutanea con alimento es considerada la prueba de eleccion
para iniciar el estudio del paciente con sospecha de alergia alimentaria.>"
Detecta la presencia en piel de anticuerpos tipo IgE frente a un alimento
concreto, asi como la actividad mastocitaria local que ocasiona en caso de
interaccionar con el alimento de forma especifica cuando se desencadena la

respuesta alérgica de hipersensibilidad inmediata o tipo 1.

3.2.1.1.- Prick Test
La prueba cutanea mas utilizada es la intraepidérmica o prick test, y
consiste en la introduccion del extracto de alimento en la epidermis utilizando

una lanceta que ocasione una puncion superficial que no dafie la dermis.*

A.- EXTRACTO de ALIMENTO

Para la realizacion del prick se utilizan extractos del alimento que se
obtienen a partir de la fuente natural, a través de la extraccion en laboratorio de
la fraccion proteica que es la que posee las propiedades alergénicas. Como
resultado de esta extraccion se separa el contenido proteico el resto de
componentes no relevantes y mejora la especificidad del producto.

Estos extractos son glicerinados con una dilucion 1/10 por
peso/volumen, y deben estar cuantificados en contenido proteico en mg/ml, asi
como testados previamente en ensayos previos de acuerdo a la normativa

reguladora existente para conocer su potencia bioldgica.'”’

B.- TECNICA:

La técnica para realizar adecuadamente el prick test esta estandarizada
y aceptada a nivel internacional desde hace afos, y su uso esta ampliamente
extendido en las consultas de Alergia como técnica rutinaria.>®

Para su realizacion se precisa no solo del extracto de alimento sino de
un control positivo, la histamina, y un control negativo con suero salino

fisiologico, que valore la reactividad cutanea del paciente. Se aplica una gota
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en la cara interna del antebrazo y se punciona con una lanceta, en nuestro
caso una lanceta metalica (ALK-Lancet®, ALK-Abell6, Dinamarca), de forma
que soOlo se erosiona la epidermis, poniendo en contacto el extracto con los
linfocitos intraepiteliales que sélo podran reconocerlos y desencadenar la
respuesta alérgica local si el paciente esta previamente sensibilizado.""°

C.- LECTURA e INTERPRETACION

Para una adecuada lectura e interpretacion de resultados hay que tener
en cuenta las condiciones en que se realiza. Diversos factores como la edad
del paciente, coexistencia de enfermedades cutaneas o sistémicas, o el uso de
tratamientos topicos o sistémicos en ese momento, han sido descritos como

modificadores de la respuesta cutanea.'*""?

La lectura debe realizarse transcurridos 15 minutos y su interpretacion

se rige por las siguientes normas:>?

- para que se considere valida la respuesta al prick, el control positivo

debe tener al menos 3mm de diametro.

- para ser considerada positiva (+) debe tener al menos de 3mm de

diametro, y ser mayor que el control negativo.

- Si el control positivo es menor de 3mm debe considerarse la lectura
como no valorable por la técnica, ya sea por falta de reactividad
cutanea propia del paciente o anergia, o por otra patologia
subyacente, o secundaria a medicacion concomitante -ver listado de

farmacos en apartado D-.

- En caso de que el control negativo resultara positivo, debe
considerarse que el paciente presenta dermografismo o respuesta
anomala ante factores fisicos o hiperreactividad cutanea inespecifica,
y por tanto el resultado del prick quedaria invalidado.
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El resultado de la lectura de las pruebas cutaneas se puede expresar de
la siguientes formas:**

- milimetros del diametro mayor de la papula

- media entre el diametro menor y mayor

- 0 por cruces (+) segun plantillas normalizadas: 1,2,3 6 4 cruces.

Esta ultima parece la mas sencilla pero esta sujeta a mas variabilidad
segun el personal que lo utilice. La técnica de lectura mas utilizada es la que

mide el diametro de papula en milimetros.
D.- INDICACIONES previas de FARMACOS a EVITAR:

Se indica a continuacién la medicacion a tener en cuenta para su previa
suspension asi como el periodo minimo necesario: '®2
* Antihistaminicos:
o la mayoria suelen precisar 7 dias
o algunos mas antiguos precisan periodos mas
largos, como hidroxizina 15 dias, Astemizol 90
dias, y ketotifeno hasta 30 dias.
* Corticoides:
o Por via inhalada se mantienen las dosis efectivas
de tratamiento sin cambios en las dultimas 2
semanas
o Por via oral evitar 2 semanas.
* Betabloqueantes: 7 dias
* Depresores del SNC (comor reserpina, clonidina): 21
dias

* Antidepresivos triciclicos: 14 dias

Para minimizar la variabilidad de la técnica, el personal encargado es

siempre enfermeria entrenada que diariamente lo realiza de forma rutinaria. Se
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utilizan siempre los mismos extractos comerciales para los alimentos
estudiados (BIAL®, Bilbao, Espafia) , que en el caso de la leche serian:

- leche de vaca: 5mg/ml

- leche de cabra: 10mg/mi

- alfa-lactoalbumina: 5mg/mi

- beta-lactoglobulina: 1mg/mi

- caseina: 10mg/ml

Los extractos deben ser conservados en refrigeracion, entre -4 y -6°C.
En caso de que los extractos en algun momento permanecieran fuera de la
nevera mas 24 horas o si por error se someten a congelacion, deberan ser
desechados y reemplazados por unos nuevos, al considerarse que las
propiedades de sus proteinas pueden quedar alteradas y por tanto artefactar el
resultado de las pruebas cutaneas.

3.2.1.2.- Prick-Prick test.-

En algunos casos se puede utilizar esta otra técnica en la cual la unica
diferencia es que se utiliza el alimento directamente aplicado sobre la piel en
lugar de extracto alergénico. Aporta como ventaja que al tratarse de alimento
fresco existe mayor riqueza de contenido en alérgenos potenciales al no haber
sido sometido a procesamiento de laboratorio, filtracion, cambios de
temperatura, etc, que pueden alterar la cantidad y potencia biologica del

producto por procesos que desnaturalizan la estructura de sus componentes.

Como desventaja hay que tener en cuenta que el alimento puede
contener agentes con efecto irritativo que podrian ocasionar de forma erronea
una respuesta cutanea aparentemente positiva o falso positivo, pero que no
esta ocasionada por mecanismos mediados por la inmunoglobulina E, sino por
estimulacién directa mastocitaria -degranulacion inespecifica mastocitaria- o
cual ha de ser considerado por el personal que realiza la lectura a la hora de

una adecuada interpretacion de los resultados obtenidos.
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3.2.2.- DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA ESPECIFICA SERICA

Existen diversas técnicas validadas para la determinacion de IgE e IgG
especifica sérica, mediante radiois6topos, inmunoensayos, colorimétricas, etc,
que presentan valores similares de correlacién. Actualmente la técnica mas
extendida y la que utilizamos en nuestro centro sanitario es InmunoCAP
(Pharmacia®, Suecia) que mediante una curva dosis-respuesta permite

cuantificar los niveles en sangre de IgE y IgG especifica.113

A.- El InmunoCAP Specific IgE: detecta los niveles de inmunoglobulinas

tipo IgE en un intervalo de 0 a 100 kU/I, y el resultado se notifica de forma
cuantitativa. Normalmente, en la practica clinica el valor 0,35 kU/l se ha
utilizado como cut-off, aunque en algunos casos se considera que es 0,1 kU/I.
Se han realizado numerosos estudios en los que se ha evaluado el rendimiento

clinico de las pruebas ImmunoCAP Specific IgE para el diagndstico de alergias.

El rendimiento clinico se expresa como sensibilidad, que oscila entre el
84 y el 95%, y especificidad, que oscila entre el 85 y el 94%. También ha
demostrado tener una buena reproducibilidad y aporta resultados fiables en un
amplio rango de valores de IgE, aunque los valores predictivos del resultado

positivo o negativo son variables segun el alimento evaluado."™

Esta técnica ofrece mas de 650 alérgenos distintos y 90 componentes
alergénicos para la deteccion cuantitativa precisa y sensible de anticuerpos IgE
de alérgenos determinados. En el caso de la leche, nos permite medir
actualmente los niveles de IgE especifica frente a los siguientes componentes:

- leche de vaca (f2),

- leche de cabra (f300),

- leche de oveja (f325)

-y sus proteinas séricas mas relevantes: alfa-lactoalbumina (nBos d 4,

f76), Beta-lactoglobulina (nBos d 5, f77) , Caseina (nBos d 8, f78).
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B.- EL InmunoCAP Specific IgG: mide los anticuerpos IgG especificos de

un antigeno presentes en el plasma y suero humano. Estos anticuerpos son
parte del sistema de defensa natural del cuerpo y se desarrollan como
resultado del contacto con sustancias extrafias. La presencia de anticuerpos
IgG especificos de un antigeno en particular es un marcador de la exposicion a
dicho antigeno. Se pueden analizar los mismos alérgenos que se estudian en

el InmunoCAP Specific IgE.

Imagen: InmunoCAP de Phadia

3.2.3.- CUANTIFICACION DE CITOQUINAS
Para cuantificar las citoquinas se utilizd un Kit de la casa comercial

Affymetrix® (EE.UU.) denominado Procarta® Cytokine Assay que permitio
analizar mediante un citometro por fluorescencia (Luminex®) un grupo amplio

de citoquinas en un mismo ensayo:

* beta NGF, Eotaxina, FGF Basic, G-CSF, GM-CSF, GRO-alpha

* IL-1 alpha, IL-1 beta, IL-10, IL-12 p40, IL-12 p70, IL-13, IL-17,

e IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,

* INF-gamma, IP-10, MCP-1, MCP-3, MIP1-alpha, MIP1-beta, PDGF

BB. RANTES. TNF-alpha. TGF-beta. VEGF-A.
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Este tipo de Kit permite la cuantificacion de multiples citoquinas
en un unico ensayo a la vez con un volumen de muestra escaso, unos

25 L, y con un limite de deteccion de 1 pg/mL.

Imagen: Kit Procarta® Cytokine Assay y aparato de Luminex®

3.2.3.1.- MATERIALES: Los materiales y reactivos incluidos en el kit que

fueron utilizados son:

- Tampones: de lectura, de lavado 10X, de ensayo

- Tampon de estandar de sueros y tampon de estandar de lavados

- Anticuerpo de deteccion

- Liofilizado de antigenos estandar

- Estreptavidina-PE

- Esferas recubiertas de anticuerpos

- Placa de 96 pocillos

- Selladores de placa

- Tira de 8 tubos de PCR para los estandares

3.2.3.2.- PREPARACION de muestras y estandares

Las muestras de suero fueron diluidas previamente 1:4 en tampon PBS
1X. Para los estandares, un liofilizado de antigenos estandar fue reconstituido
con 250 uL de tampdn estandar de suero, quedando a una concentracion de
40x10° pg/mL. Se realizaron diluciones seriadas 1/4 en tira de 8 tubos de
determinacién de PCR para obtener una curva de 8 puntos, con un ultimo

estandar a una concentracion de 2,44 pg/mL.
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3.2.3.3.- PROCEDIMIENTO de Laboratorio

- Al inicio del ensayo se incub6 la placa durante 5 minutos a
temperatura ambiente con 150 pyL de tampdn de lectura, eliminado
después mediante filtracion utilizando un dispositivo adherido a una
bomba de vacio.

- Seguidamente se afadieron 50 yL de esferas con anticuerpos a cada
pocillo y se lavaron por filtracion. Se lavé la placa con 150 pL de
tampdn de lavado y se elimind por filtracion.

- El siguiente paso fue anadir 25 pyL de tampdén de ensayo a los
pocillos estandar y a los pocillos de muestras de suero quedando los
pocillos de muestras de lavado vacios. Finalmente se afiaden 25 pL
de los 8 estandares preparados, de suero y de lavados, y de las
muestras de suero en los pocillos correspondientes y 50 uL de las
muestras de lavado en los pocillos adecuados. De esta manera los
estandares y los sueros sufririan una dilucion %z extra.

- Una vez distribuidas las muestras y los estandares se sella la placa y
se incuba a temperatura ambiente y en agitacion (500 rpm) 1 hora.

- Tras los 60 minutos, se elimind por filtracion el contenido de los
pocillos y se lavo la placa 3 veces con 150 L de tampon de lavado.

- Se anadieron 25 pL de anticuerpo de deteccion, se sell6 la placa y se
incubd a temperatura ambiente media hora a 500 rpm.

- Se elimind la solucion por vacio y se lavo la placa 3 veces con 150
ML de tampdn de lavado.

- Se anadieron 50 pL de estreptavidina-PE y se incubd la placa
durante media hora.

- Se elimino el contenido de la placa por filtracion y se afiadieron 120
ML de tampdn de lectura, se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente y se procedio a la lectura de la placa de 96 pocillos en el

citometro de fluorescencia (Luminex®).
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3.2.4.- TEST de PROVOCACION ORAL

La prueba de provocacién o exposicion oral con el alimento en estudio

de forma controlada y supervisada por personal sanitario especializado, se
considera el procedimiento definitivo para descartar o confirmar un diagnostico

de alergia alimentaria.""®

3.2.4.1.- Método e indicaciones

La metodologia a utilizar puede variar en los diferentes estudios
publicados debido a la gran diversidad de alimentos que pueden ser utilizados ,
con caracteristicas muy variables, asi como el tipo de paciente y clinica
manifestada, aunque existen recomendaciones para su adecuada aplicacion

elaboradas por comités cientificos formados por expertos.®%>1"°

A.- INDICACIONES de la PROVOCACION ORAL a Alimento:

- Si existe sensibilizacion inmunolégica a un alimento pero se
desconoce la tolerancia o no al no haber existido contacto
posteriormente.

- Si se sospecha que un sintoma cronico puede estar relacionado
con un alimento pero no se ha podido establecer relacién causa-
efecto.

- Para valorar la evolucion en un paciente con alergia alimentaria
confirmada en el que se sospeche mejoria de la sensibilizacién.

- En estudios clinicos con fines de investigacion cientifica si el

paciente da su consentimiento informado.

Se considera que NO es preciso realizar la provocacién oral para

confirmar el diagndstico alimentaria:

- En los casos de reaccion grave o anafilaxia -Ver Clinica en
Introduccién- en los que se ha establecido una relacién causa-
efecto clara.

- En pacientes con una relacion causa-efecto clara, sobretodo si es
repetida en mas de una ocasion, y el hallazgo de un estudio
alergologico positivo (puebas cutaneas o niveles séricos de IgE
especifica).
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B.- CONTRAINDICACIONES de PROVOCACION ORAL:

- Si esta contraindicado el uso de Adrenalina en el paciente, o si
utiliza farmacos que bloquean el efecto de ésta, como beta-
bloqueantes, antidepresivos triciclicos, antihipertensivos tipo
IECA, inmunosupresores, etc.

- En mujeres embarazadas

- En pacientes con asma inestable y/o FEV1 <70% del tedrico.

- En pacientes con mastocitosis.

- En pacientes con dermatitis atopica grave u otra enfermedad

cutanea que dificulte la valoracion de la respuesta.

C.- PROCEDIMIENTO

El protocolo utilizado para realizar la provocacién oral debe estar
disefiado para ajustarse a las condiciones de espacio y personal de cada
servicio. En nuestra consulta los protocolos utilizados ha recibido previamente

la aprobacion del comité de calidad asistencial.

Se administran por via oral una serie de dosis crecientes del alimento,
leche en este caso, con intervalos de tiempo fijo segun protocolo establecido -
ver Anexo- ajustando la dosis final segun la edad del paciente, para alcanzar lo
que se considera la dosis habitual ingerida. Se comienza a las 9:00 de la
mafana administrando dosis consecutivas del alimento a intervalos regulares
de 30 minutos. El periodo minimo de observacion desde que se administra la
ultima dosis cada dia es de 2 horas.

- Se considera resultado POSITIVO: En el caso de que se objetiven
signos o sintomas durante la provocacion por el personal sanitario responsable
que se consideren concluyentes de reaccion adversa alimentaria de forma
definitiva. Se administra el tratamiento adecuado segun criterio médico, y se
prolonga la observacién hasta un periodo minimo de 1 hora tras la resolucion
del cuadro. Cualquier manifestacion clinica manifestada por el paciente o
cualquier incidente sucedido durante ese periodo debe ser registrado en la
historia del paciente y valorado por el médico responsable.
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- Se considera resultado NEGATIVO: si una vez terminada la
provocacion y alcanzada la dosis estipulada, transcurre el tiempo de
observacion establecido y el paciente no manifiesta ningun tipo de
manifestacion clinica. En caso de que en la anamnesis se hubiera detectado la
existencia de un periodo de latencia superior al habitual (de 1 a 2 horas como
maximo), se puede establecer un periodo de observacion mayor acorde a la

clinica referida.

El personal sanitario de la Unidad de Alimentos es el responsable de
monitorizar las posibles reacciones adversas secundarias a la administracion
del alimento. Ante la sospecha de una reaccion adversa sugerente de alergia
alimentaria se utilizaran las pautas de actuacién protocolizadas de tratamiento
urgente instauradas previamente en el Servicio de Alergia de nuestro hospital,
especificos segun el tipo de sintoma y la severidad de los mismos.

Todas las provocaciones se realizaron bajo estricta supervision meédica
con disponibilidad permanente de un equipo completo de RCP basica -Ver
MATERIAL- asi como contacto telefénico mediante teléfono directo con la
unidad de Cuidados intensivos o con el médico Intensivista de guardia
localizado a través de centralita, y accesibilidad directa con la Unidad de
Intensivos por si se precisara trasladar al paciente de forma inmediata para la
RCP avanzada. Para ello la unidad de intensivos esta informada previamente
de los dias en los que se va a realizar los procedimientos de mayor riesgo.

En los casos de pacientes de alto riesgo se recomienda ingresar al
paciente en camas de unidad de cuidados intensivos desde el inicio del
procedimiento, concertando el dia en que se realizara previamente con el
supervisor de camas de la UVI y contando con la aprobacién del jefe de la
unidad. Se concierta asumiendo que soOlo se podra realizar si la demanda
asistencial y la necesidad de camas para ingreso en ese momento lo posibilita,
lo cual es informado previamente al paciente y tutores. Si la mafiana en la que

estaba programada la desensibilizacion finalmente no hay camas disponibles,
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el supervisor de la unidad de intensivos debe comunicarlo a primera hora de la
mafana al responsable del procedimiento para que avise al paciente, siendo

citado en el siguiente hueco disponible en la agenda.

3.2.4.2.- Tipos de Provocaciones

Se han desarrollado diversas variantes del procedimiento de la prueba
de provocacioén oral en funcion de las caracteristicas clinicas del paciente y de

la reaccion adversa a valorar:>>'"°

A.- Provocacion oral abierta: en este procedimiento tanto el paciente como el

meédico conocen y ven el alimento que reciben. Es el método mas sencillo pero
puede implicar problemas de interpretacion por aspectos emocionales que

ocasionen en el paciente aversion o miedo por reacciones previas importantes.

B.- Provocacion oral simple ciego: en este caso se entrega al paciente un

alimento enmascarado para que no detecte si se trata del alimento que se
quiere estudiar o es un placebo, otro producto que el paciente tolere. Sélo el
meédico conoce el contenido de cada ingesta o dosis. Mejora la interpretacion
pero aun queda la posible subjetividad por parte del médico que realiza la
valoracion al conocer el contenido de cada dosis.

C.- Provocacion oral doble ciego: En este caso ni el paciente ni el médico
conocen el contenido de cada dosis que se le ofrece durante el procedimiento.
Implica la necesidad de un tercer participante que seria el que elabora la
distribucion de placebo y del verum o alimento, pero que no debe tener
contacto con el médico que valora el procedimiento ni con el paciente. Sélo al
final tras la valoracién definitiva del proceso, se puede desvelar la distribucién
de contenidos y compararlo con los sintomas registrados durante el
procedimiento. Esta ultima esta considerada la prueba “gold standard” en el
diagndstico de alergia alimentaria.'™
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3.2.5.- PROTOCOLO de DESENSIBILIZACION ALERGICA ALIMENTARIA A
PROTEINAS DE LECHE DE VACA

3.2.5.1.- Seleccidn de pacientes candidatos a desensibilizacion a leche

Una vez identificados en consulta aquellos pacientes que presentaban
factores de mal prondstico -Ver MATERIAL- se les informa a sus padres o
tutores de la previsible mala evolucién de la alergia alimentaria a leche de su
hijo, y que parece probable que va a evolucionar hacia la forma clinica de

alergia persistente, y por ello se les ofrecen dos opciones de seguimiento:

1.- mantener el seguimiento evolutivo como hasta ese momento, con
observacion clinica cada 6 meses y valorar los posibles cambios que de forma
espontanea pueda presentar el paciente o no, siguiendo la dieta restrictiva
estricta sin leche ni derivados lacteos,

o alternativamente,

2.- iniciar el procedimiento de desensibilizacion alimentaria con leche de
vaca, segun el protocolo establecido previamente en la Unidad, con la intencidn
de modificar la respuesta inmunologica del paciente, con el seguimiento clinico

posterior igualmente establecido en la unidad.

En caso de que se muestren favorables a aceptar la inclusion en el
protocolo de desensibilizacion alimentaria, se les hace entrega de la
informacion por escrito asi como el consentimiento informado aprobado por

Comité ético hospitalario para su posterior lectura en domicilio y firma.

En caso de firmarlo lo entregan en la siguiente consulta programada y se
inicia el procedimiento segun protocolo -Ver ANEXO 1 con consentimientos y
hoja informativa de pacientes-.
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3.2.5.2.- REQUISITOS para el Procedimiento:

1.- El paciente menor debera estar acompafiado por alguno de sus

padres o tutores en todo momento.

2.- El paciente y su acompafante deberan ser informados del
procedimiento a realizar, los riesgos y beneficios que conlleva, y si consienten
a su realizacion se debera firmar el consentimiento informado especifico para

este procedimiento aprobado por el comité ético —ver Anexo 3-.

3.- Para su realizacidn se precisara de una sala dotada de aparataje de
monitorizacion cardiorrespiratoria y de reanimacién cardiopulmonar o RCP, asi
como de la presencia fisica de al menos un médico y una enfermera que seran

los responsables de llevar a cabo dicho procedimiento.

4.- Ademas debera ser informado el servicio de cuidados intensivos o
UCI de la realizacién de este procedimiento en ese dia por si se precisara
trasladar al paciente. Si las condiciones lo precisaran, en pacientes de mayor
riesgo, se podria valorar la realizacion de este procedimiento dentro de la
propia unidad de cuidados intensivos.

5.- El dia que comience el proceso de desensibilizacion se comprobara
el estado del paciente en los ultimos dias, como procesos infecciosos
recientes, estabilidad de otras enfermedades concomitantes, etc, y la ausencia
de reacciones adversas alimentarias en la ultima semana, asi como revision

del tratamiento que esté realizando en ese momento.

6.- Se debe informar a los padres del plan programado de sesiones para
que puedan acudir siempre a acompafar al paciente, debiendo tener previsto y
avisado la ausencia durante toda la mafana tanto del nifio en su colegio o

guarderia como de los padres en su actividad laboral.
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3.2.5.3.- PROTOCOLO de desensibilizacion

La desensibilizacion oral con alimentos consiste en la administraciéon de

dosis creciente del alimento por via oral bajo supervision médica cada 30

minutos monitorizando en todo momento la respuesta clinica del paciente.

En el protocolo utilizado en este estudio se comienza utilizando leche
diluida con agua en varias proporciones: 1/100, 1/10, y 1/1 o sin diluir, y se
administran siguiendo las dosis marcadas en el protocolo establecido -Ver
ANEXO 2-.

Este protocolo se divide en 2 fases:

A) 12 FASE : Desensibilizacion rapida hospitalaria (2 dias)

El paciente permanece ingresado en la unidad de cuidados intensivos
pediatricos o UCIP del hospital durante media jornada de 8:00 de la mafiana a
15:00 de la tarde durante 2 dias consecutivos para poder cumplir con el
régimen de dosificacion pautado.

1°) durante el 1° dia se utilizara leche diluida 1/100 y se administraran
dosis cada 30 minutos: 1ml — 2ml — 4ml — 8ml — 16ml — 32ml, con

un periodo final de observacion de 2 horas.

2°) El 2° dia se continuara con leche diluida 1/10 con dosis cada 30
minutos al ritmo siguiente: 3,2ml — 6ml — 12ml. Si evoluciona
favorablemente ese mismo dia se podria introducir leche sin diluir: 2 ml y
a los 30 minutos, y 4ml en algunos casos segun edad del paciente, con

una observacion final de 2 horas.

3°) Si se obtiene buena tolerancia a la dosis de 4 ml, el paciente debe
continuar tomando esta misma dosis cada 12 horas en su domicilio

durante 1 semana.
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4°) A partir de ese momento el paciente acudira 1 vez cada 7 dias para
proceder a incrementar la dosis semanalmente al ritmo estipulado en el
protocolo manteniendo la ingesta cada 12 horas en su domicilio el resto

de la semana para asegurar la permanencia de esta tolerancia.

B) 2% FASE: Desensibilizacion ambulatoria en consulta

El paciente debe acudir semanalmente a la unidad de Alimentos para
proceder al incremento de dosis que le corresponde, y en caso de comprobar
su respuesta favorable, mantenerla en domicilio repitiendo la toma 2 veces al
dia con la cantidad indicada.

En cada revision segun la tolerancia descrita por el paciente en su
domicilio, se decide si se continua doblando la dosis segun marca el protocolo
o se mantiene igual. Por este motivo la duracion total de esta fase, inicialmente

marcada como de 7-9 semanas, puede verse alargada si el paciente lo precisa.

3.254.- SEGUIMIENTO EVOLUTIVO de pacientes durante la

Desensibilizacion alimentaria a leche de vaca

Una vez que el paciente alcanza la dosis maxima esperada de 200 ml de
leche se mantiene la misma cantidad en régimen de 2 veces al dia de forma
mantenida y se pasa a la Fase de Mantenimiento de la Desensibilizacion
alimentaria, con seguimiento clinico evolutivo en la consulta. Durante esta fase
el paciente acude regularmente a consulta segun protocolo establecido, cada 6
meses generalmente o antes si lo precisa -Ver protocolo en Anexo 2-.

Se le hace entrega de una hoja con recomendaciones dietéticas para la
introduccidén progresiva de lacteos en la dieta cotidiana, asi como pautas y
tratamiento a realizar si presentara alguna sintomatologia sugerente de

reaccion adversa alimentaria -Ver Anexo 1 con hoja de informacion-.
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- El paciente debera asegurarse de mantener de forma constante una
ingesta diaria aproximadamente cada 12 horas en su domicilio de la

dosis maxima de leche tolerada. No repetir la dosis antes de las 6 horas.

- En caso de que la dosis no fuera administrada durante un periodo igual
o superior a las 48 horas se debera consultar antes de la administracion

de la siguiente dosis en domicilio

- Si por algun motivo se produjera la interrupcion de administracién de
dosis de leche durante el periodo inicial de desensibilizacion, el paciente
debera acudir a consulta para valoracion de cual seria la dosis
adecuada para reiniciar el proceso de desensibilizacién.

- Tendra que valorarse el periodo que ha estado el paciente sin recibir su
dosis diaria de leche y cual fue la ultima cantidad tolerada. En caso de
periodos mas de 2 dias o si la ultima dosis aun era muy baja, a criterio
del médico se puede considerar la posibilidad de reintroducir la misma
dosis en la unidad de Alimentos, disminuir la dosis a la anterior tolerada,

o reiniciar el proceso.

Ademas se le hace entrega de un informe detallado y personalizado con
el tratamiento que tiene que tener disponible en su domicilio para este
tratamiento:

- Adrenalina 1:1000 intramuscular en autoinyector precargado

(Altellus® infantil 150microgr, o Altellus® 300microgr ).

- Dexclorfeniramina maleato (Polaramine®) 2mg/5ml, en solucion

- Deflazacort (Zamene®) en gotas , a razén de 1 gota por kg/dia.

Durante este periodo el paciente tiene acceso telefonico con la consulta
y con el médico responsable durante las 24 horas del dia por si precisara
alguna aclaracion, o si presentara alguna reaccion adversa y quisiera consultar

la actitud a tomar.
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En cada revisidn clinica semestral se recogen los datos clinicos y se
valora la tolerancia a la dosis marcada, asi como a los diferentes productos
derivados que ha ido introduciendo segun pauta dada , como yogur, queso,
nata, etc. También se valoran las posibles manifestaciones adversas
registradas en la ficha por el paciente, el tratamiento realizado y las

circunstancias en las que se produjeron.

Se procede también a realizar las pruebas complementarias
establecidas -Ver Protocolo en Anexo 2- para valorar la evolucion de la
sensibilizacion inmunoldgica:

- pruebas cutaneas: leche de vaca y cabra, alfa-lactoalbumina, beta-
lactoglobulina, caseina.

- niveles séricos de Inmunoglobulinas especificas tipo IgE e IgG frente a
leche de vaca y cabra, asi como a las proteinas lacteas alfa-

lactoalbumina, beta-lactoglobulina y caseina.

Los resultados son registrados en la historia del paciente para poder
realizar la comparativa con resultados anteriores y valorar evolucion
inmunoldgica de su sensibilizacion alérgica a leche. Al final de cada revision se
le hace entrega de un nuevo informe detallando la dosis de leche que debe
seguir tomando en casa, las modificaciones en la dieta que puede llevar a
caso, como introduccion de nuevos derivados lacteos como yogurt,
mantequilla, nata, queso fresco o curado, etc, asi como el tratamiento
actualizado que debe tener disponible para el tratamiento de eventuales

reacciones adversas.
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4.- RESULTADOS:

4.1.- PRIMERA FASE DEL ESTUDIO:

La desensibilizacion alimentaria es un método valido como procedimiento terapéutico

en pacientes con alergia grave a proteinas de leche de vaca.

En el afilo 2007 se hizo la primera revision en la base de datos buscando
pacientes que estuvieran en seguimiento por alergia a proteinas de leche de
vaca en la consulta de Alergologia y cumplieran los criterios de inclusion
referidos, que han sido referidos en Métodos, descartandose aquellos que

presentaran alguno de los criterios de exclusion .

Se seleccionaron entre todos los pacientes preseleccionados aquellos
que cumplieran los criterios de mal prondstico ya indicados en Métodos y se
les propuso realizar el procedimiento de desensibilizacion, haciéndoles entrega
de la hoja informativa de pacientes -ver Anexo 1-.

Todos mostraron su conformidad, y sus progenitores y/o tutores firmaron
el consentimiento informado. Inicialmente so6lo pudo realizarse el procedimiento
en 10 pacientes durante el primer afio, que son los que fueron incluidos en la
primera fase. Aunque posteriormente se pudo continuar incluyendo en los

siguientes 2 afos hasta 30 pacientes.

4.1.1- Muestra : se seleccionaron 10 pacientes que cumplian los criterios
* 9 pacientes nifios/ 1 paciente nifia.
* rango de edad: de 2 a 15 afos

* mediana: 6 afnos

4.1.2- Manifestaciones clinicas:
* En todos los casos 0 100%, los pacientes referian presentar sintomas y

signos compatibles con clinica sistémica inmediata o Anafilaxia como
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manifestacion adversa tanto por ingesta inadvertida como por contacto

cutdneomucoso.

* Todos los pacientes habian presentado algun acontecimiento adverso
en los ultimos doce meses por contacto inadvertido

o 2/10 urticaria localizada o angioedema mucoso palpebral o
labial por contacto externo cutaneo.

o 1/10 broncoespasmo por inhalacion de vapores de coccidn

o 3/10 urticaria leve y 2/10 urticaria moderada por ingesta
inadvertida de reposteria con trazas de leche.

o 2/10 anafilaxia grado | de Muller por ingesta de alimentos
contaminados por transmision indirecta en utensilios de
cocina, en los 2 casos durante comidas fuera de domicilio
habitual.

* El diagnostico de alergia a proteinas de leche se realizé en todos los
pacientes segun protocolo detallado en Métodos mediante:
» |a anamnesis compatible y sugerente con reacciones
adversas graves reiteradas en contacto con leche.
» deteccidn positiva de IgE especifica sérica a leche mayor
de 0,35 kUI/I .
» resultado positivo a leche/proteinas de leche en el prick
con papula de diametro mayor o igual a 3 mm .

* Todos los pacientes tomaban como alternativa dietética un preparado

alimenticio en forma liquida denominada “leche de soja” en el
momento de ser reclutados, aunque 8/10 inicialmente habian utilizado

férmulas de hidrolizado de proteinas de leche hasta los 2 afios.

4.1.3.- Antecedentes personales:

* Todos los pacientes estaban diagnosticados ademas de alergia
respiratoria mediante anamnesis compatible y pruebas cutaneas e IgE
especifica positivas:

= En el 100% la sensibilizacion respiratoria era a Acaros

- 10/10 Dermatophagoides spp
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- 2/10 Blomia tropicalis

» Rinitis: todos los pacientes tenian rinitis (100%) y segun la

clasificacién ARIA'"" se pueden distinguir 2 grupos

- 8/10 rinitis leve persistente

- 2/10 moderada persistente

= Asma: 5/10 eran asmaticos (50%) y segun la clasificacion

GINA'® podemos distinguir estos 3 grupos

- 2/5 episddico leve

- 2/5 leve persistente

- 1/5 moderado persistente

* Otras enfermedades alérgicas:

- En 3/10 pacientes tenian dermatitis atopica leve.

- Ninguno presentaba antecedentes de alergia a

medicamentos.

- La mitad o 50% tenian otras alergias alimentarias y 2 de

ellos estaban polisensibilizados, con 3 0 mas alimentos.

O

O

O

4/10 huevo

1/10 pescado
2/10 frutos secos
2/10 leguminosas

N (%)

Rinitis alérgica

Asma alérgica

Dermatitis Atdpica

Otros Alimentos

10 (100%)

5 (50%)

3 (30%)

5 (50%)

Tabla: Antecedentes Personales de la muestra
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4.1.4.- Resultados iniciales del Proceso de Desensibilizacion:

* Primera fase : inicio rapido de 2 dias

- Dia 1: todos o0 100% los pacientes completaron la pauta
programada y alcanzaron tolerancia a 3 ml de leche de
vaca diluida al 1/10 en el primer dia en la Unidad de
Cuidados Intensivos Pediatricos del HUNSC.

- Dia 2: Nueve de los 10 pacientes o 90% alcanzaron
tolerancia a 4 ml de leche de vaca sin diluir en el segundo
dia en la Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos del
HUNSC.

- so0lo 1 de los 10 pacientes alcanzo sélo la tolerancia de 2
ml de leche de vaca sin diluir en el segundo dia en la
Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos del HUNSC.

* Segunda fase : ambulatoria hospitalaria

- Dosis: todos los pacientes completaron el procedimiento
alcanzando la dosis maxima de al menos 200ml de leche
de vaca sin diluir.

- El tiempo necesario para completar el procedimiento fue
en su mayoria 6 semanas como estaba programado, y
s6lo en 2 casos fueron precisas 7 semanas para alcanzar
la dosis maxima final de 200ml de leche.

- Tasa de abandono: 0%

4.1.5- Reacciones adversas:

* Primera fase o rapida, en UCI: Los sintomas presentados por los

pacientes y recogidos en la Unidad de Cuidados Intensivos
Pediatricos del HUNSC fueron:
- sobretodo locales como prurito orofaringeo:
= 4/10 el primer dia
= 9/10 el segundo dia.
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3/10 casos de urticaria leve
1/10 caso de urticaria-broncoespasmo.

Segunda fase o ambulatoria: en el domicilio se produjeron

reacciones adversas objetivables en todos los pacientes (100%),

y recogidos por parte de los progenitores. Estos fueron por lo

general leves en las 6-7 semanas semanas de esta fase. En todo

momento, estos sintomas fueron informados de modo inmediato y

evaluados por parte de la doctoranda.

Dentro de las reacciones adversas registradas durante el

seguimiento de los pacientes realizado en esta fase, tenemos los

siguientes tipos:

o

O

1 paciente solo disconfort abdominal

4 pacientes: prurito en mucosa orofaringe al principio de
cada semana con la nueva dosis, hasta la tercera semana
1 paciente: prurito cutaneo difuso y eritema facial en 3
ocasiones durante las primeras 2 semanas.

3 pacientes: urticaria difusa leve las primeras 2 semanas
durante el principio de cada semana , por la nueva dosis.

1 paciente rinitis y eritema facial en 2 ocasiones al principio
de cada semana

Cofactores asociados:

o

En los 3 casos de reacciones cutaneas con prurito y
urticaria generalizada, se detecto la coexistencia de fiebre
o febricula por proceso de infeccion de vias respiratorias
altas o cuadro catarral intercurrente.

En el resto de las reacciones adversas no pudo
identificarse algun cofactor asociado o intercurrente
conocido que pudiera influir en la aparicibn de las
reacciones adversas, salvo el incremento de la dosis de

leche.
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4.2.- SEGUNDA FASE DEL ESTUDIO:

Evaluacion de los diferentes patrones de respuesta inmunoldgica durante el

procedimiento de desensibilizacion alimentaria con leche

Los pacientes tras completar la primera fase del procedimiento de
desensibilizacion alimentaria continuaban el seguimiento de forma ambulatoria
segun lo establecido en el protocolo -Ver Métodos- en la consulta de

Alergologia, con valoracion de la evolucion clinica e inmunologica.

Siguiendo el protocolo del procedimiento a todos los pacientes se les
realizaba determinaciones en sangre de niveles de IgE y de IgG especifica a
leche de vaca y sus proteinas caseina, alfa-lactoalbumina y Beta-
lactoglobulina. Los resultados han sido registrados de forma sistematica
durante un periodo de 3-5 afios y los valores obtenidos en cada paciente se
exponen en las siguientes tablas de forma esquematica.

4.2.1.-Niveles séricos Basales de IgE especifica a Leche: en la

siguiente tabla se muestran los valores de IgE especifica sérica en kU/L, tanto
a leche de vaca nativa como a las 3 proteinas de leche individualizadas

analizadas en el momento inicial o basal.

IgE total IgE especifica (kU/I)
Ul/ml Leche de vaca | Caseina | Alfa-Lactoalbumina | Beta-Lactoglobulina
1 1343 57,6 46,4 10,9 2,11
2 255 28,8 26,4 15 4,29
3 375,3 >100 >100 21 5,36
4 52,7 44,5 33,3 33,5 7,25
5 2500 29,8 37,4 8,77 25
6 515 63,4 90,7 33,6 8,57
7 1320 >100 >100 22,3 2,25
8 11572 >100 >100 28,1 38,2
9 2510 >100 >100 0,93 26,6
10 3737 >100 >100 33,3 19,1

Tabla: Valores basales de IgE total y de IgE especifica de los pacientes
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Niveles de IgE especifica

(KUA/L)

120

100

[ee]
o

S
(@]
}

20

i Leche de vaca
i Caseina
Alfa-lactoalbimina

i Beta-lactoglobulina

de IgE especifica a leche por paciente

4.2.2.- Evolucion inmunoldgica inicial: valores de los niveles séricos

Los valores de IgE especifica, histéricamente conocido como RAST por

sus siglas en inglés RadioAllergoSorbent Test, se determinaron tanto para

leche de vaca completa como para sus proteinas individuales en cada revision

semestral en cada uno de los 10 pacientes iniciales. A continuacion se detalla

la evolucion semestral de cada paciente por separado los primeros 3 afos.

* (1:basal, 2:6 meses, 3:12 meses, 4:18meses; 5:24 meses, 6:30 meses; 7:36 meses)

70

60

50

40

30

20

10

Paciente 1

@===RAST leche
@ RAST caseina
@===RAST A-LAlb
e===RAST B-Lglob
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35
Paciente 2
30
25
@==»RAST leche
20
@==»RAST caseina
15 e RAST A-LAIb
10 @ RAST B-LG
5
0
120
Paciente 3
100
80 @em=wRAST leche
60 @m==RAST caseina
@m==RAST A-LAlb
40 @==sRAST B-Lglob
20 '—: ;
0 T T
1 2 3 4 5 6 7
50 Paciente 4
45 \
40 \
35
30 \ \ @==mRAST leche
25 \ @e==»RAST caseina
20 \ @===RAST A-LAIb
15 e===RAST B-Lglob
10
5 -
0 T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7
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0 \ Paciente 5
35
30 - \
25 e===RAST leche
20 @ummRAST caseina
15 @===RAST A-LAlb
10 e===RAST B-Lglob
< \
1 2 3 4 5 6 7
100 Paciente 6
90 A
80
70
60 N \ @===RAST leche
50 @===RAST caseina
40 @===RAST A-LAlb
30 ~ e===RAST B-Lglob
20
T e ———
0 . . . . . . .
1 2 3 4 5 6 7
120
Paciente 7
100 -
80 @===RAST leche
60 @ RAST caseina
== RAST A-LAlb
40 e===RAST B-Lglob
20 -
0 - . : T
1 2 3 4 5 6 7 8




ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE VACA

120
Paciente 8
100 -
80 e RAST leche
60 e RAST caseina
@===RAST A-LAlb
40
@===RAST B-Lglob
20
0 T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
120
Paciente 9
100
80
@ RAST leche
60 @mmmwRAST caseina
@ RAST A-LAIb
40 -
@==wRAST B-Lglob
20
0 T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7
120

100 -
80
60
40

20\

Paciente 10

@ RAST leche
@mmwRAST caseina
@ RAST A-LAlb

@ RAST B-Lglob

75
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4.2.3.- Evolucion a largo plazo: valores de los niveles séricos de IgE

especifica a leche y proteinas de la leche

En las siguientes tablas y graficos se expone como evolucionaron los
niveles de IgE especifica tanto para la leche como para cada una de sus
proteinas a lo largo de los siguientes 5 afios en cada uno de los pacientes

A- IgE especifica a Leche de vaca (kU/L):

Pacientes | Basal | 6 meses | 12 meses | 18 meses | 24 meses | 30 meses | 36 meses | 48 meses | 60 meses
1 57,6 22,8 20,6 24,6 22,3 21 18 15,6 12,3
2 28,8 12,6 4,85 2,26 2,73 1,82 1,8 1,14 0,97
3 100 16,6 11,8 9,04 9,92 9,16 5,32 6,71 3,21
4 44.5 17,9 13,5 6,25 71 5,21 4,46 52 3,62
5 29,8 22,5 18,7 16,8 11,8 8,27 9,11 8,87 6,26
6 63,4 40,9 34,1 36,8 30,6 26,8 22,8 25,65 26,86
7 100 26,6 21,3 18,8 19,01 19,56 16,43 15,6 12,5
8 100 66,8 64,6 38,01 15,88 14,31 12,5 9,8 7.9
9 100 48 36,8 37,6 30 29,56 19,82 24,5 25,3
10 100 100 100 92,7 65,5 53,7 53 39,4 31,8

Leche de vaca

120

100

[og]
o

S
o

Niveles de IgE especifica
(KUA/L)

Basal 6m 12m 18m 24m 30m 36m 48m 60m

=0=Pp1 —@—P2 P3 =>¢=P4 —=P5 P6 P7 P8 P9 P10
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B.- IgE especifica a Caseina (kU/L)

Pacientes | Basal | 6 meses | 12 meses | 18 meses | 24 meses | 30 meses | 36 meses | 48 meses | 60 meses
1 46,4 26,2 28,8 20,4 18 17,4 14,8 11,4 9.8
2 26,4 9,29 3,83 1,66 1,6 1,15 1,05 0,74 0,55
3 100 39,8 24 14,1 19,6 20,3 11,5 12,2 3,73
4 33,3 11,9 7,08 3,83 4,02 2,96 2,32 2,26 1,3
5 37,4 23,4 17 14,9 9,15 6,1 8,9 6,84 4,73
6 90,7 31,8 23,5 25,1 22,6 19,11 15,54 14,34 16,7
7 100 36,5 20,7 221 21,2 23,3 17,23 15,6 11,5
8 100 90,3 74,5 48,5 19,91 15,02 13,6 10,5 8,92
9 100 40,1 31,9 26,9 30,1 38,2 23,1 19,4 20,2
10 100 85,2 90 69,3 51 47 37,2 30,6 25,6
Caselna
120

Niveles de IgE especifica

(kUA/L)

100

[o¢]
o

S
o

N
o

Basal

6m

12m

18m

24m

={=P1 =dr=P2 =¢=P3 ==¥=Pp4 —O—P5
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C.- IgE especifica a Alfa-lactoalbumina (kU/L)

78

Pacientes | Basal | 6 meses | 12 meses | 18 meses | 24 meses | 30 meses | 36 meses | 48 meses | 60 meses
1 10,9 7,11 5,87 3,67 2,63 2,1 1,81 1,45 1,21
2 15 8,52 4,03 2,56 2,12 1,67 1,51 1,11 0,93
3 21 8,66 7,21 3,54 8,13 6,12 3,04 2,76 1,18
4 33,5 10,4 6,62 3,41 4,3 3,45 2,85 3,78 2,34
5 8,77 8,18 6,54 6,58 5,11 3,32 4,02 3,11 2,03
6 33,6 29,9 30,2 29,5 26,2 21,2 24,6 25,2 25,6
7 22,3 24 13,2 13,3 14 14,3 10,2 8,76 7,68
8 28,1 9,62 6,79 7.2 4,22 2,6 2,21 1,98 1,75
9 20,93 | 131 13,6 13,7 14 13 12,4 13,2 13,5
10 33,3 36,9 23,1 18,6 12 11,1 8,31 6,48 5,78
Alfa-Lactoalbumina
40

Niveles de IgE especifica (kUA/L)

w
v

w
(=)

N
wui
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o
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D.- IgE especifica a Beta-lactoglobulina (kU/L)
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Pacientes | Basal | 6 meses | 12 meses | 18 meses | 24 meses | 30 meses | 36 meses | 48 meses | 60 meses
1 2,11 0,71 0,82 2,23 1,74 1,43 1,11 0,92 0,67
2 4,29 2,25 0,93 0,41 0,36 0,28 0,3 0,19 0,17
3 5,36 3,7 2,46 1,52 2,25 1,48 1,01 0,71 0,33
4 7,25 6,68 3,32 1,83 2,23 1,77 1,61 1,7 1,49
5 25 1,98 1,65 1,62 1,39 0,92 1,3 0,94 0,75
6 8,57 8,8 7,71 7,37 8,02 5,82 6,3 6,97 6,22
2,25 4.5 3,28 2,62 2,1 1,25 0,62 0,87 0,81
8 38,2 16,5 13 9,24 4,59 3,85 3,2 2,97 2,13
9 56,6 45 443 42,3 40,2 34,6 27,7 25,4 23,7
10 19,1 16 13,33 9,93 7,27 6,71 4,66 3,81 2,34
Beta-lactoglobulina
60
(1]
i~
G 50
[«5]
o
0 E 40
[£4]
EE
< = 30
17}
2
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4.2.4.- Evolucion de niveles séricos de IgG especifica a leche de vaca y

proteinas de leche

Se exponen los resultados obtenidos de forma semestral para la IgG

especifica tipo 4 para leche y las proteinas de leche durante 5 afos.

*(1:basal, 2:6 meses, 3:12 meses, 4:18meses; 5:24 meses, 6: 30 meses; 7: 36 meses, 8: 48meses, 9:60

meses)
70
KUA/L 60 Paciente 1
50
40
30 - @=(mwRAST leche
20 e=]gG4 Caseina
“welgG4 ALA
10
e=]gG4 BLG
0 -
RAST leche |57,6 | 22,8 |20,6 | 24,6 | 22,3 | 21 18 | 15,6 | 12,3
IgG4 Caseina | 0 30 30 30 30 30 30 30 30
IgG4 ALA 3,7 | 581724104 | 13,2 | 21,1 | 23,5 | 28,9
IgG4 BLG 58 | 7,59 16,3 | 30 30 30 30 30
35
KUA/L .
e Paciente 2
25 ‘\
20
15 \ e=Gme[gE leche
0 \ ={=]gG4 Caseina
wolgGa ALA
5
. e[ 5G4 BLG
0 __a_ N N
IgE leche 28,8 |12,6 1485|2,26|2,73/1,82/1,86|1,14| 0,97
IgG4 Caseina 0,34|0,64 (1,04 /053 0,5 (052| 0,5 |0,62
IgG4 ALA 0,41/0,79 1,15 /0,69 0,58 (0,54 |0,25|0,31
IgG4 BLG o 015, 01 {0,122, 0,1 | 0,12 | 0,1 | 0,15
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120
kUA/L Paciente 3
100 -
80
60
40 e(m[oF leche
@=[5G4 Caseina
20 7 wt=lgG4 ALA
0 - e=]G4 BLG
IgE leche 100 | 16,6 | 11,8 | 9,04 | 992 | 9,16 | 5,32 | 6,71 | 3,21
IgG4 Caseina| 0 30 30 30 30 30 30 30 30
IgG4 ALA 0 30 30 30 30 30 30 30 30
IgG4 BLG 0 30 30 30 30 30 30 30 30
50 ]
KUA/L e ﬁ‘ Paciente 4
40
35
30 A
25
20 - e=(m»]gE leche
15 - e=]gG4 Caseina
10 - “v=lgG4 ALA
: e=]gG4 BLG
O -
IgE leche 445 | 179 | 13,5 | 6,25 | 7,14 | 5,21 | 446 | 52 | 3,62
IgG4 Caseina| O 16,1 | 14,4 | 29,3 | 30 30 30 30 30
IgG4 ALA 0 30 30 30 30 30 30 30 30
IgG4 BLG 0 19,1 | 12,7 | 279 | 30 30 30 30 30
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35
KUA/L .
30 14 Paciente 5
25
20 A
// e=(m[oE leche
15
/ @=[5G4 Caseina
10 @wolgG4 ALA
ee=]gG4 BLG
5 -
0 -
2 3 4 5 6 7 8 9
IgE leche 29,8 |22,5|18,7(16,8 (11,8 | 8,27 | 9,11 | 8,87 | 6,26
IgG4 Caseina 6,72 123,3(288| 30 | 30 |28,7 30 | 30
[gG4 ALA 3,24 8,83 |7,89|20,6 | 13,7 10,08 14,7 | 21
IgG4 BLG 0,73 12,76 ({598 | 22 | 11,8 5,54 (18,6 | 25
70
kUA/L Paciente 6
e=(m[oE leche
@l=[gG4 Caseina
“w=lgG4 ALA
eG4 BLG
IgE leche 63,4409 |34,1|36,8 30,6 | 26,8 |22,8|25,65(26,86
IgG4 Caseina | 0 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30
IgG4 ALA 19,7 30 | 30 | 30 [ 30 | 30 | 30 | 30
IgG4 BLG 182| 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30
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120
KUA/L Paciente 7
100 A
80
60
e=(m[oE leche
@=[5G4 Caseina
40
“welgG4 ALA
e ]gG4 BLG
20 -
0 -
2 3 4 5 6 7 8 9
IgE leche 100 | 26,6 | 21,3 | 18,8 |19,01|19,56(16,43| 15,6 | 12,5
IgG4 Caseina | 0 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30
IgG4 ALA 0 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30
IgG4 BLG 0 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30
120
kUA/L Paciente 8
100 A
80
60
e(m»[gE leche
«{=]gG4 Caseina
40
“welgG4 ALA
R
20 IgG4 BLG
0 -
IgE leche 100 | 66,8 | 64,6 138,01|15,88|14,31|12,51| 9,8 | 7,9
IgG4 Caseina 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30
IgG4 ALA 7,4 16,01/881|223|257| 30 | 30 | 30
IgG4 BLG 0 |225(129|266| 30 | 30 | 30 | 30 | 30
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120
kUA/L
100 - Paciente 9
80
60
e=(m[oF leche
@=[5G4 Caseina
40
@w=lgG4 ALA
L)
20 IgG4 BLG
O -
IgE leche 100 | 48 |36,8 37,6 | 30 |29,56(19,82| 24,5 | 25,3
IgG4 Caseina 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30
IgG4 ALA 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30
IgG4 BLG 30 1 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30
120
KUA/L Paciente 10
100 —ﬁ
80
60
em=]gE leche
40 em==]5(G4 Caseina
@===IgG4 ALA
20 em=]G4 BLG
0 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9
IgE leche 100 | 100 | 100 | 92,7 | 65,5|53,7 | 53 | 394|318
IgG4 Caseina 8,53|10,2 769|201 |897|4,02| 262|245
IgG4 ALA 7241103 | 72 | 965|546 | 357|087 | 1,65
IgG4 BLG 4,17 | 4,49 | 5,79 | 14,7 | 7,36 | 5,75 | 1,33 | 1,14
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4.3.- TERCERA FASE DEL ESTUDIO:

Valoracion de las reacciones adversas registradas durante la desensibilizacion

con leche, cofactores asociados y posibles medidas para controlarlas.

4.3.1- Reacciones adversas:
A.- Fase de Desensibilizacion hospitalaria (ver Tablas)

* Primera fase o rapida, hospitalaria: Los sintomas presentados

recogidos fueron
- sobretodo locales (prurito orofaringeo):
= 4/10 el primer dia y
= 9/10 el segundo dia.
- 3/10 casos de urticaria leve (2° dia) y 1/10 prurito cutaneo
- 1/10 caso de urticaria-broncoespasmo leve (2° dia).

- En todos los casos, controlado con tratamiento segun
protocolo, sélo precisdé oxigenoterapia 1 paciente, sin
necesidad de permanecer ingresado en UCI al final de la
jornada, pudiendo irse de alta al final de la mafiana.

CLINICA | Digestiva | Mucosa Prurito Urticaria | Respiratoria
oral cutaneo difusa

n 0 9 1 3 1

% 0% 90% 10% 30% 10%

Tabla: Reacciones adversas en la 12 fase de Desensibilizacion hospitalaria

e Segunda fase o ambulatoria: realizada en la consulta, en el

domicilio se registraron reacciones adversas objetivables en todos
(100%) los pacientes, recogidas por parte de los progenitores.
Estos fueron por lo general leves en las 6-7 semanas semanas de
esta fase.

En todo momento, estos sintomas fueron informados de modo

inmediato y evaluados por parte del médico responsable.
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Dentro de las reacciones adversas registradas durante esta

etapa, tenemos:

O

O

1 paciente solo disconfort abdominal

5 pacientes: prurito en mucosa orofaringe al principio de
cada semana con la nueva dosis, hasta la tercera semana
1 paciente: prurito cutaneo difuso y eritema facial en 3
ocasiones durante las primeras 2 semanas.

3 pacientes: urticaria difusa leve las primeras 3 semanas
durante el principio de cada semana con la nueva dosis.

1 paciente rinitis y eritema conjuntival en 2 ocasiones al

principio de cada semana.

CLINICA

Digestiva

Mucosa

oral

Prurito

cutaneo

Urticaria

difusa

Rinitis y

conjuntivitis

n

1

5

1

3

1

%

10%

50%

10%

30%

10%

Tabla: Reacciones adversas en la 22 Fase de Desensibilizacion

B.- Fase de Desensibilizacion domiciliaria o mantenimiento (ver Tabla)

Los pacientes tras completar el protocolo de desensibilizacion a leche

acuden a revision mensual durante los primeros 6 meses, y posteriormente

semestralmente.

En cada revision se recogian los datos sobre la incidencia de reacciones

adversas del ultimo semestre, clasificadas segun tipo e intensidad, se

analizaba las cirscunstancias que rodeaban a cada episodios intentando

identificar facotres favorecedores o errores cometidos durante la dosificacion

de la leche.
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Se evaluaba si el tratamiento administrado habia sido el correcto y se

daban las pautas necesarias para evitar nuevos episodios

N° Pacientes Mucosa
Digestiva Cutanea | Respiratoria | Anafilaxia

con clinica oral
6meses

5/10 10/10 4/10 3/10 2/10
1°T

3/10 8/10 2/10 2/10 1/10
2°T
12 meses

2/10 5/10 1/10 2/10 0/10
(1 afo)
18 meses

2/10 2/10 0/10 1/10 0/10
24 meses

2/10 1/10 0/10 1/10 0/10
(2 anos)
30 meses

1/10 1/10 1/10 1/10 0/10
36 meses

1/10 0/10 0/10 0/10 0/10
(3 anos)
48 meses

1/10 0/10 0/10 0/10 0/10
(4 anos)
60 meses

0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
(5 anos)

Tabla: Reacciones adversas durante la Fase de mantenimiento de la

Desensibilizaciéon alimentaria

4.3.2.- Tratamiento de reacciones adversas
En todos los casos aplicaron el protocolo entregado de tratamiento de
las reacciones adversas, siendo excepcional precisar acudir al servicio de

urgencias del centro sanitario mas cercano para su control:
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Sélo durante el primer semestre

Fue necesario en los 2 pacientes que presentaron anafilaxia y los 2
que presentaron urticaria moderada

un total de 4 visitas el primer trimestre y 2 el segundo trimestre.
ninguno preciso ingreso hospitalario o en UCI.

Los tratamientos mas utilizados fueron:

los antihistaminicos: en casi el 90% de las reacciones

los corticoides orales: sélo durante el primer afio en pacientes con
urticaria o broncoespasmo, que suposo menos del 20% de los
casos. Los corticoides sistémicos: en los pacientes que acudieron a
urgencias de centro sanitario (4 pacientes)

Beta2-adrenérgicos inhalados: en los 3 pacientes que presentaron
exacerbacion asmatica, solo en pacientes con asma alérgico ya
conocido.

Adrenalina im (autoinyector): en las 3 episodios registrados fué

administrada por los padres segun pautas indicadas, y luego el
paciente fue trasladado al centro sanitario mas proximo. Sélo
precisaron una dosis y no hubo complicaciones derivadas de su

uso.

Durante los primeros 12 meses el contacto teleféonico era lo mas

habitual, en mas del 80% de las reacciones, pero posteriormente los pacientes

los controlaban de forma auténoma sin problema segun protocolo y los referian

en la siguiente revision en consulta.

En casi el 70% de las llamadas, éstas se producian durante la mafana,

pudiendo contactar con el médico responsable en la consulta de Alergologia,

pero mas de un 30% de las llamadas sucedian por la tarde o durante el fin de

semana, con lo cual fue muy util disponer de un teléfono mévil de contacto las

24 horas donde localizar al médico responsable.
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4 .3.3.- Cofactores asociados:

A.- Fase de Desensibilizacion hospitalaria (hospitalaria)

En los 3 casos de reacciones cutaneas, como prurito y urticaria
generalizada, durante la segunda fase de desensibilizacion o ambulatoria se
detectd la coexistencia de fiebre o febricula por proceso de infeccidn de vias
respiratorias altas o cuadro catarral catarral intercurrente. En el resto de

reacciones adversas no pudo identificarse ningun cofactor influyente.

B.- Fase de Desensibilizacion en domicilio (mantenimiento)

Durante este periodo la frecuencia de reacciones adversas en domicilio
fue menor que en la fase inicial u hospitalaria, pero ha sido mas frecuente
detectar la influencia de diferentes cofactores que influian en el riesgo de
presentar las diferentes manifestaciones clinicas tras la ingesta de la dosis de
leche.

En este periodo se han podido identificar diversos tipos de factores
favorecedores en aproximadamente una tercera parte de los acontecimientos

adversos (35%), sobretodo en los casos de urticaria y exacerbacion asmatica.

La frecuencia relativa de cada uno de ellos aparece reflejado en la
siguiente tabla.

COFACTORES Frecuencia
Anti-inflamatorios 18%
Fiebre 6

35%

Infecciones virales

Factores emocionales
22%
Estres

Ejercicio 25%
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Los tipos de cofactores identificados serian los siguientes:

1. Analgésicos Anti-inflamatorios (AINEs): el mas frecuente ha sido el
Ibuprofeno y un solo caso con Naproxeno. Tanto en su uso como
analgésico en cefaleas o mialgias, como en su uso como anti-

inflamatorio, por inflamacion articular o de mucosa respiratoria, etc.

2. Viriasis yl/o Fiebre: tanto por sindromes febriles con foco respiratorio
como gastrointestinal, una vez descartado el uso de AINEs. No se hall
relacion con uso concomitante de antibioticos, en la mayoria de los

casos no tomaban.

3. Factores emocionales o estrés: de diferentes tipos pero en general
condicionado por la intensidad de éstos, como rabietas o discusiones
intensas, estrés por estudios —dia pre-examen, final de curso-, estrés
familiar -conflictos familiares, separaciones, enfermedades graves-,
estrés por crisis econdmica -ambiente tenso en domicilio-, y por

problemas entre amigos -acoso escolar-.

4. Ejercicio fisico: generalmente en la primera hora después de la ingesta
de leche, aunque excepcionalmente hasta en las 2 primeras horas.

Sobretodo relacionado con atletismo y futbol.
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4.4.- CUARTA FASE DEL ESTUDIO:

Busqueda de posibles biomarcadores utiles en el seqguimiento del procedimiento

de desensibilizacion alimentaria con leche.

Basandonos en los resultados previos se realizd un nuevo ensayo
ampliando la muestra para analizar otros posibles marcadores biolégicos que
nos permitieran evaluar la respuesta inmunoldgica de estos pacientes.

(Comité de Etica CHUNSC: 35/2011, ver Anexo 3).

Los grupos estudiados son:

-Grupo Activo: Pacientes diagnosticados de alergia alimentaria
persistente a proteinas de leche de vaca mediante los criterios clinicos y

serologicos, segun protocolo -ver Métodos-.

-Grupo Control: Se seleccionaron pacientes sin antecedentes de
alergia alimentaria, que acudian a la consulta de Alergologia por un
cuadro de posible alergia a medicamentos.

Se realizaron las determinaciones séricas tanto de forma basal como en
cada una de las revisiones semestrales que seguian habitualmente los
pacientes. Se utilizd en este caso el kit Procarta® Cytokine Assay -ver

Métodos- que era analizado a través del citometro Luminex® -ver Métodos-.

Los resultados obtenidos mas significativos en estos pacientes son

expuestos en las siguientes tablas
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Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 124,8 142,95 135,6 145,9
P2 128 114,58 159,93 124,51 50,94
P3 338,06 238,02 0,00 265,34 *ND
P4 0,00 133,94 30,70 0,00 124,51
P5 175,80 312,44 80,48 175,80 0,00
P6 417,02 455,01 438,39 502,63 408,26
P7 119,61 231,67 80,48 231,5 120,1
P8 190,76 175,80 167,99 268,25 140,1
P9 42,7 452 50,94 65,8 *ND
P10 50,94 225,20 159,93 185,6 167,99
P11 184,7 175,80 104,05 159,93 132,4
P12 *ND 133,94 225,20 86,76 104,05
Media| 129,22 183,03 136,75 151,24 122,25
Desv.std| 151,07 125,95 115,05 151,87 140,95
600,00 -
Beta-NGF
500,00 - ——PAC1
PAC2
PAC3
400,00 PAC4
—*—PAC5
—8—PAC6
300,00 - —+—PAC7
——PAC8
| PAC9
200,00 PAC10
PAC11
100.00 1 PAC12
0,00 —
pg/mL Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
350
Beta-NGF
300 -
250 +
200 ~
150 ~
100 ~
50 A
0
pg/mL Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de B-NGF
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4.4.2.- EOTAXINA

Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 43,33 82,15 152,43 61,33 45,33
P2 209,12 211,80 242,20 169,12 197,75
P3 406,23 284,65 94,89 274,75 110,8
P4 77,47 118,87 59,67 33,68 63,81
P5 206,41 196,44 57,43 151,98 144,88
P6 171,80 165,54 122,21 138,41 152,43
P7 259,59 180,45 179,34 190,77 130,2
P8 262,29 179,34 149,24 171,35 125,5
P9 77,20 42,64 80,34 21,29 75,3
P10 68,43 119,35 112,13 32,72 161,72
P11 196,88 83,45 151,06 142,81 158,6
P12 109,95 45,33 124,58 53,75 116,23
Media 183,63 142,50 127,13 120,16 126,02
Desv.std 107,31 73,16 52,71 78,93 54,70
450,00
400,00 1 Eotaxina
350,00 - _—:Eﬁg;
300,00 - ﬁﬁgi
250,00 1 /.\ _—:—_ ﬁﬁgg
200,00 1 —n
oo =S ||
100,00 > O %‘ PACT1
5000 | “\/?\& — PAC12
0,00
pg/mL Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
350
300 1 Eotaxina
250
200 A
150 -
100 -
50
0 -
pg/mL Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Tabla: Valores medios y desviacion estandar de Eotaxina.
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4.4.3.-1L-12 p40
Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 21,68 30,57 14,47 12,83
P2 23,1 28,08 17,11 15,07 19,16
P3 115,66 109,65 76,59 70,72 *ND
P4 34,65 50,39 27,61 30,11 27,93
P5 66,72 43,87 41,15 55,52 56,50
P6 35,68 26,37 30,11 22,83 21,29
P7 48,86 36,07 54,21 32,77 31,0
P8 113,35 86,77 90,54 87,45 86,67
P9 16,88 12,08 18,10 10,08 *ND
P10 30,26 26,68 24,21 12,68 22,06
P11 69,22 41,39 47,24 38,53 42,33
P12 96,39 49,91 63,07 38,37 39,72
Media 62,77 44,41 43,38 35,72 28,50
Desv.std 35,63 28,06 23,62 24,46 14,92
140,00 -
120,00 -
—&—PAC1
PAC2
100,00 \/\ PAC3
PAC4
80,00 —%—PAC5
—@— PAC6
—+—PAC7
60,00 - ™S~ ——PACs
— >~ <
| PAC10
40,00 0\ N PAC11
= PAC12
20,00 | — o v
e 3
0,00
Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
pg/ml
120
100 IL-12 p40
80
60 I '[
o |
20
0
PgimL  pagy 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de IL-12p40

94
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4.4.4.- IP10
Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 117,82 313,2 69,57 52,22
P2 205 193 170,64 127,78 145,12
P3 370,81 800,88 61,09 255,61 *ND
P4 166 258,69 150,57 78,55 126,37
P5 242,65 778,71 76,13 305,11 225,83
P6 255,31 254,08 160 154,63 204,02
P7 490,04 154,29 274,58 630,13 254,3
P8 459,78 274,58 269,09 280,65 247,2
P9 165,34 74,51 173,6 33,75 *ND
P10 205,94 248,53 138,94 60,22 227,08
P11 896,79 206,57 870,76 99,47 184,1
P12 919,62 278,83 264,2 189,58 146,15
Media 417,23 313,41 243,57 190,42 160,97
Desv.std 282,75 244,87 212,86 165,42 63,15
1000 1
900 - IP-10
800 - —&— PACT
PAC2
700 PAC3
PAC4
600 1 —¥%— PAC5
500 1 , —@— PAC6
—+—PAC7
400 - ——PACS8
PAC9
300 T \, A /74\ PAC10
| % PACT1
200 %* - Z, .//” PAC12
100 - \ .
— e
0
pg/mL Basal 6 meses 12meses 18 meses 24 meses
1600
1400 IP-10
1200
1000
800

ol L

0
pg/mL Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de IP-10
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4.4.5.- MCP-1
Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 4,97 12,94 6,52 31,2
P2 10,5 14,78 30,28 49,26 114,72
P3 11,12 7,94 5,53 6,38 *ND
P4 12,35 31,35 19,68 10,25 14,78
P5 33,04 85,11 43,76 80,46 115,85
P6 16,85 12,43 12,43 9,23 8,01
P7 10,1 7,51 14,5 19,3 21,3
P8 8,09 7,37 5,95 7,37 18,97
P9 4,27 8,01 19,08 15 *ND
P10 3,72 8,66 40,32 78,81 110,21
P11 5,67 11,7 10,83 40,16 47,2
P12 5,67 4,27 5,39 18,63 4,13
Media 11,09 17,01 18,74 28,45 56,99
Desv.std 8,73 22,60 13,70 27,44 53,65
120 +
MCP-1 T
100 -
80
-
£60 |
g
40
20 'l'
0
Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de MCP-1
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4.4.6.- MIP1-alpha

Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 4,85 14,80 6,99 33,79
P2 11,3 16,85 32,88 51,08 111,71
P3 12,69 8,84 5,65 6,80 *ND
P4 14,13 33,94 22,13 11,66 16,85
P5 35,59 84,27 45,88 79,99 112,77
P6 19,11 14,21 14,21 10,44 8,93
P7 11,49 8,29 13,5 21,74 27,5
P8 9,02 8,11 6,23 8,11 9,3
P9 3,82 8,93 21,50 17,10 *ND
P10 2,95 9,74 42 .61 78,47 107,51
P11 5,84 13,37 12,35 42 47 65,7
P12 5,84 3,82 5,45 21,03 3,61
Media 12,05 17,94 34,99 29,66 56,45
Desv.std 9,69 22,33 52,61 27,01 51,58
120
100 - MIP1-alpha
80 -
-
£60 -
[o2]
o
40 -
20
0 |

Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de MIP1-Alfa
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Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 128,88 135,83 85,80 100,47
P2 7945 709,45 775,01 514,00 759,03
P3 2933,06 530,90 256,97 509,77 *ND
P4 1318,73 1118,19 589,42 423,85 1187,58
P5 860,81 988,03 387,30 868,67 1999,93
P6 546,31 210,84 135,83 123,64 218,90
P7 971,28 511,18 675,67 605,99 537,8
P8 1106,79 995,74 839,80 1118,19 824,2
P9 428,21 238,05 318,60 271,01 *ND
P10 407,83 209,22 93,18 25,86 269,46
P11 1965,26 2566,30 1659,52 1347,25 1135,7
P12 168,12 156,35 176,46 120,12 228,50
Media 1070,64 696,93 503,63 501,18 680,55

Desv.std 838,46 688,07 448,67 425,12 698,45

2500
PDGF-BB
2000 -
1500
1000 -
N ﬁ ﬁ
O |
Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de PDGF-BB
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4.4.8.- VEGF-A
Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 28,14 77,77 9,44 23,31
P2 178,4 153,23 164,61 126,96 230,39
P3 953,02 360,78 320,11 328,21 *ND
P4 48,13 462,15 65,41 39,68 34,69
P5 245,15 230,39 110,33 199,19 358,74
P6 136,29 4473 103,01 54,98 4473
P7 110,33 61,92 68,92 12,42 10,5
P8 218,64 114,93 112,17 141,92 136,2
P9 13,94 4.45 23,31 9,44 *ND
P10 48,13 75,99 95,73 115,85 203,06
P11 197,25 246,14 161,76 273,92 189,2
P12 119,55 224,51 298,94 104,84 102,10
Media 209,04 167,28 133,51 118,07 142,43
Desv.std 272,42 141,78 91,14 104,77 125,94
600
VEGF-A
500 _
400
_1
£ 300
[e)]
o
200 [
100 A
0
Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de VEGF-A
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4.4.9.- GM-CSF
Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 12,0 18,0 4,0 5,0
P2 *ND 28,0 19,0 19,0 14,0
P3 47,5 38,0 9,0 87,0 *ND
P4 7,0 17,0 10,5 8,0 12,0
P5 19,0 38,0 8,0 19,5 10,0
P6 73,0 74,0 71,0 65,5 42,0
P7 15,0 37,0 15,0 33,0 16,3
P8 26,0 25,0 27,5 42,0 31,2
P9 5,0 7,0 11,0 6,0 *ND
P10 9,0 24,5 16,5 8,0 19,0
P11 10,0 23,0 15,0 22,0 12,1
P12 8,0 17,0 35,0 16,0 13,0
Media 21,95 28,38 21,29 27,50 16,43
Desv.std 21,98 17,53 17,49 25,76 12,04
60 -
GM-CSF -
50 -
40 -
-
£ 30
g
20 -
10 A
0
Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de GM-CSF
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Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 23,0 26,5 14,0 14,0
P2 221 21,0 20,0 16,0 14,0
P3 45,5 27,0 17,5 31,0 *ND
P4 18,0 19,0 16,0 41,0 30,0
P5 37,0 56,0 20,0 32,0 24,0
P6 47,0 42,0 39,0 33,0 21,0
P7 40,0 36,0 31,0 27,0 241
P8 42,0 35,5 39,0 33,0 29,3
P9 13,0 12,0 17,0 11,0 *ND
P10 18,0 30,0 24,0 16,0 29,0
P11 23,5 22,0 20,0 17,5 16,3
P12 26,0 30,0 32,0 21,0 23,0
Media 31,00 29,46 24,64 24,38 22,14
Desv.std 12,68 11,80 8,48 9,63 6,41
50 1
45 - IL-1 Beta
40 -
35 1
30 [
-l
£ 25 I
g 20
15 -
10 -
5 |
0
Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de IL-1Beta




ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE VACA

102

4.411.-1L-13
Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 6,0 6,0 5,0 8,0
P2 2,0 2,0 4,0 4,0 5,0
P3 11,0 6,0 4,0 9,5 *ND
P4 5,0 6,0 5,5 4,0 4,0
P5 9,0 8,5 4,0 7,0 5,0
P6 16,0 9,0 11,0 12,0 10,0
P7 11,0 10,0 9,0 8,0 8,0
P8 9,0 9,0 9,0 8,0 7.5
P9 4,0 3,0 4.5 3,0 *ND
P10 6,5 8,0 7,0 5,0 7,0
P11 6,0 10,0 8,0 10,5 9,3
P12 4,0 5,0 7,0 4,0 4,0
Media 8,15 6,88 6,58 6,67 6,14
Desv.std 3,82 2,65 2,32 2,94 2,27
14 +
-13
12 1
10 1
o 8 “r
E
g 6
4
2 a
0
Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de I1L-13
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4.412.- IL-4
Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 15,0 15,0 8,0 8,0
P2 14,0 13,0 13,0 12,0 11,0
P3 34,0 27,0 8,0 20,0 *ND
P4 11,0 17,5 11,5 12,5 16,0
P5 24,0 37,0 14,0 19,5 13,0
P6 55,0 33,0 33,5 27,0 22,0
P7 23,0 31,0 32,0 17,0 21,1
P8 27,0 23,0 20,0 21,5 19,4
P9 7,0 9,0 19,0 6,0 *ND
P10 13,5 23,0 18,0 11,0 15,5
P11 15,0 24,0 15,0 15,0 16,2
P12 13,0 17,0 18,5 13,0 13,0
Media 22,25 22,46 18,13 15,21 14,07
Desv.std 14,18 8,53 7,64 6,03 4,42
40
35 - IL-4
30 A
25
20
15 1
10
5 .
0 |
Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de IL-4
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4413.- IL-5
Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 12,0 23,0 8,0 8,0
P2 5,0 55 4,0 6,0 6,0
P3 31,0 18,5 3,0 24,5 *ND
P4 6,0 9,0 6,0 5,0 6,0
P5 22,5 28,5 9,0 8,0 7,0
P6 14,0 6,5 3,0 2,0 2,0
P7 7,0 21,0 9,5 15,5 9,1
P8 21,5 21,0 16,5 22,5 16,4
P9 3,5 6,0 4,0 2,0 *ND
P10 4,0 7,5 9,0 4,5 8,0
P11 8,5 8,0 7,0 14,5 12,2
P12 9,0 12,5 12,5 6,0 7,0
Media 12,70 13,00 8,88 9,88 6,29
Desv.std 9,30 7,50 6,03 7,63 2,06
25 4
_ IL-5
20 -
15 A
E
2
10 A
.|.
5 |
0
Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de IL-5
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Paciente Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 9,0 9,0 6,0 6,0
P2 11,0 11,0 14,0 10,0 10,5
P3 36,5 20,0 8,0 25,5 *ND
P4 9,0 10,0 6,5 6,0 8,0
P5 24,0 30,0 11,0 22,0 11,5
P6 49,0 37,0 33,0 36,0 23,5
P7 15,0 10,0 28,5 10,0 9,2
P8 23,0 13,0 15,0 18,5 13,0
P9 6,5 5,0 8,0 4,0 *ND
P10 9,5 16,0 12,0 6,0 15,0
P11 13,0 14,0 13,0 16,0 13,2
P12 6,0 5,0 8,0 4,0 6,0
Media 19,15 15,00 13,83 13,67 11,50
Desv.std 14,20 9,73 8,39 10,12 6,19
40
35 1
30 A
25 A
-
£ 20 -
<)
o
15 1
10
5 B
0
Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de IL-12p70
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30 A

pg/mL

LLTTT

Pacientes Basal 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
P1 *ND 13,0 21,0 12,0 13,0
P2 12,3 14,0 18,5 17,0 21,0
P3 39,0 31,0 12,0 26,0 *ND
P4 7,0 15,0 10,0 9,0 13,0
P5 24,0 41,5 13,0 24,0 17,0
P6 67,5 38,0 42,0 36,0 30,0
P7 28,0 26,0 22,0 20,0 20,1
P8 26,0 19,5 19,0 27,0 19,2
P9 7,0 7,0 12,0 8,0 *ND
P10 9,0 19,5 16,0 12,0 21,0
P11 12,0 28,5 19,0 19,5 19,0
P12 8,5 15,0 19,0 12,0 10,5
Media 22,8 22,33 18,62 18,54 17,92
Desv.std 19,17 10,67 8,33 8,51 6,69
45
40 + T
35 A

Tabla: Valores medios y desviacion estandar de IFN-gamma.
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Segun los resultados obtenidos en el presente estudio parece no existir

diferencia significativa entre algunas de las citoquinas Th2 analizadas entre el

grupo activo y el grupo control como:

IL-4= 22.3 pg/ml en grupo activo y 31.5 pg/ml en el grupo control
IL-5= 12.7 pg/ml en grupo activo y 15 pg/ml en grupo control
IL-6= 6.9 pg/ml en grupo activo y 3.0 pg/ml en grupo control
IL-8= 21.6 pg/ml en grupo activo y 21.1 pg/ml en grupo control
IL-13= 8.2 pg/ml en grupo activo y 7.0 pg/ml en grupo control

Tampoco se han hallado diferencias significativas en otros grupos de

citoquinas:

IL-2= 20.0 pg/ml en grupo activo group y 17.5 pg/ml en controles
IL-12p40= 381 pg/ml en grupo activo y 305.5 pg/ml en controles
IL-12p70= 19.2 pg/ml en grupo activo y 25.0 pg/ml en controles
IFN-y= 22.3 pg/ml en grupo activo y 31.5 pg/ml en controles
TNF-a= 17.8 pg/ml en grupo activo y 14.7 pg/ml en controles
TGF-B= 3.9 pg/ml en grupo activo y 3.5 pg/ml en controles
IL-10= 8.7 pg/ml en grupo activo y 9.0 pg/ml en controles
IL17=12.5 pg/ml en grupo activo y 13.0 pg/ml en controles.

Durante el seguimiento evolutivo no se han observado diferencias

significativas en estas citoquinas entre los valores basales y las

determinaciones seriadas posteriores. Sin embargo, durante el primer afio de

seguimiento se observan algunas diferencias que estan proximas a

considerarse significativas: IL-5 (p=0.06), IL-6 (p=0.09), eotaxina (p=0.07), IL-
12p40 (p=0.08) y IL-10 (p=0.09).
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En las proteinas de macrofagos MIP-1alfa y MCP-1 si se hallaron
diferencias significativas en los valores basales entre el grupo activo y el grupo
control (p<0,05). Los niveles de MIP-1alfa fueron de 11,4 pg/ml en el grupo
activo frente 26,9 pg/ml en el grupo control.

Los niveles de MCP-1 fueron de 11,9 pg/ml en el grupo activo frente a
28,7 pg/ml en el grupo control (p<0.05). Los valores de estas 2 citoquinas
mostraron tendencia al aumento progresivo durante el periodo de seguimiento
tras la desensibilizacién alimentaria, alcanzando a los 2 afios valores similares

a los del grupo control

Los factores angiogénicos PDGF y VEGF mostraron también
basalmente diferencias significativas con respecto al grupo control (p<0,05),
aunque en esta ocasion con unas cifras que eran superiores,1170 pg/ml y
253pg/ml respectivamente, a las mostradas por los controles, 501pg/ml y 108
pg/ml respectivamente. Durante el seguimiento posterior de estos pacientes se
observo una tendencia al descenso que fue significativo a los 6 meses y a los
12 meses (p<0,05) aproximandose a los valores del grupo control.
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4.5.- QUINTA FASE DEL ESTUDIO:

Busqueda de posibles biomarcadores diferenciadores y Utiles en el diagndstico

diferencial con otras enfermedades inmunoldgicas inducidas por alimento.

4.5.1.- Muestra: se seleccionan 3 grupos muestrales
- Grupo1 (n=19): Pacientes diagnosticados de celiaquia, con clinica
sugerente y confirmado por Ig anti-transglutaminasa e IgA antigliadina
positivos, y marcadores genéticos compatibles.
-Grupo 2 (n=18): Pacientes diagnosticados de alergia alimentaria a

proteinas de leche de vaca mediante los criterios clinicos y serologicos
segun protocolo -ver Métodos-.

-Grupo 3 (n=10): Como grupo control (sano) se seleccionaron 10
pacientes, se descartd enfermedad celiaca y alergia alimentaria.
Acudian a la consulta de Alergia por posible alergia a medicamentos.

Paciente EDAD SEXO TG GLIADINA | SINTOMA INICIAL

1 43 M 126 47,56 dispepsia+dismotilidad
2 5 \% >128 <15 anemia ferropénica

3 42 V >128 <15 diarrea+dolor abdominal
4 6 M 36 194,8 distension abdominal

5 9 \% >128 173,9 anemia ferropénica

6 12 M >128 100,9 molestias abdominales
7 10 V >128 38,28 distension abdominal

8 6 V >128 >200 diarreas+falta medro

9 7 M 60 >200 distension abdominal

10 11 V >128 >200 estrefiimiento+dolor abdominal
11 7 V >128 119 diarrea+dolor abdominal
12 15 V >128 139,5 distension abdominal

13 5 M >128 135,7 diarreas+falta medro

14 48 \ >128 138,4 Molestias abdominales
15 5 V >128 >200 diarreas+falta medro

16 14 V 80 135 diarrea+dolor abdominal
17 8 V >128 137 diarrea+dolor abdominal
18 23 M >128 >200 Anemia ferropénica

19 4 V >128 >200 diarreas+falta medro

Tabla: Caracteristicas de la muestra del grupo 1 (V:varon; M:mujer)
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4.5.2.- Resultados de citoquinas:

Se realiz6 la determinacion sérica con las mismas citoquinas del ensayo
anterior en diferentes grupos, comparando a los pacientes alérgicos a
alimentos como la leche de vaca, en el momento basal antes del tratamiento
desensibilizante, en otro grupo de pacientes que presentan una enfermedad
inflamatoria intestinal de origen inmunologico también desencadenada por la
exposicidon con un alimento, como la celiaquia, y con la cual en muchas

ocasiones es obligatorio realizar diagnostico diferencial.

Las citoquinas analizadas estan incluidas en el Kit comercial Procarta®
Cytokine Assay -Ver Métodos-.

Grupos

n IP-10 IL-8 IL-17 | IL1AIlfa | Eotaxina | IL-12 p40
de Pacientes
Celiacos 19 212 20,8 36,9 22,3 262,1 73
Alérgicos a

18 627 21,6 12,5 59,9 361,3 381
Alimentos
Controles 10 111 13,4 6,1 24 4 68 214.6

Tabla: Resultados obtenidos en los 3 grupos de pacientes (Fase 5)

Los resultados mostraron un aumento significativo de la citoquina 1P-10

en los pacientes diagnosticados de Enfermedad Celiaca comparados con los
pacientes del grupo control que no tenian enfermedad celiaca ni alergia
alimentaria. Sin embargo, en los pacientes con alergia alimentaria se observa
presentan unos valores aun mas elevados que los celiacos, como se observa

en la tabla adjunta, siendo significativa esta diferencia (p<0,05).
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Igualmente se encontré6 que en ambos grupos de pacientes, celiacos y
alérgicos a alimentos, existian unos niveles aumentados de tanto la eotaxina,
como la IL-8 y la IL-17 en comparacion con los del grupo control. Aunque la
diferencia puede parecer marcada, la desviacién estandar tan amplia hizo que

ésta no llegara a alcanzar niveles significativos.

En el caso de la citosina IL-1Alfa s6lo se apreciaron valores superiores
en el grupo de pacientes alérgicos a alimentos en comparacién tanto con los
celiacos como el grupo control, aunque sin alcanzar la significacion estadistica.
También cabe destacar la IL-12p40, la cual muestra unas cifras
destacadamente mas bajas en celiacos comparativamente al grupo control y

también con el grupo de pacientes alérgicos a alimentos.

El resto de citoquinas analizadas en este ensayo con los 3 grupos de
pacientes no mostraron resultados destacables, con pequefas variaciones que
no llegaba a ser significativas. En algunos casos los valores obtenidos eran tan
bajos que posiblemente haya que considerar en futuros estudios intentar su
medicion mediante otras técnicas mas apropiadas.
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5.- DISCUSION

El notable incremento que ha experimentado la alergia alimentaria en las
ultimas décadas®'® y su repercusion global ha ocasionado no sélo un mayor
interés publico general y de las organizaciones sanitarias, que ven cada vez
mas cercana la problematica que ocasiona, sino también de la propia
comunidad cientifica que ha dirigido sus esfuerzos para mejorar el
conocimiento de las bases inmunologicas que originan y sustentan esta
enfermedad,® asi como en la optimizacién de los métodos diagnésticos y el
desarrollo de posibles herramientas terapéuticas.

Aunque se estima que la prevalencia de la alergia a alimentos afecta al
2-4% de la poblacién general, se acepta que ésta es mas frecuente en la
poblacién infantil, pudiendo llegar al 8-10% segun el tramo de edad estudiado y

210 Pero es

resultando generalmente superior en los primeros afos de vida
quizas la velocidad a la que se esta produciendo el incremento en la
prevalencia de la alergia a los alimentos lo que mas alarma ha originado, pues
se calcula que en los ultimos 20 afos la poblacion alérgica se ha duplicado, y
que ademas dicha tendencia persistira en los proximos anos, segun revelan los

tltimos estudios epidemiolégicos.>™

La alergia a alimentos en los nifios se considera que tiene mejor
prondstico que en edad adulta ya que en un porcentaje importante de los casos
puede ser reversible y desaparecer espontaneamente sin requerir ninguna
intervencion terapéutica.>’ Esto ocurre sobretodo en algunos alimentos, como
la leche y el huevo, que presentan un aparente buen prondstico evolutivo
siempre que se realize un diagndstico precoz y una dieta adecuada.>*® Se
acepta que siguiendo una dieta restrictiva del alimento responsable, se alcanza
la tolerancia de forma espontanea en un tiempo que aunque suele oscilar,

puede llegar a casi el 80% de los pacientes a los 4 afios de edad.* "%’

Sin embargo, hay que considerar que en aquellos pacientes que no

superan la alergia a los alimentos a la edad de 4 afios la mayoria de los

53-57

expertos coinciden al afirmar que su prondstico empeora, pues resulta
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menos probable que la sensibilizacion alimentaria mejore de forma
espontanea, de modo que a partir de los 8 afos de edad, dicha probabilidad
quedaria reducida a menos de un 5%.”*° Estos pacientes son diagnosticados
de alergia alimentaria persistente y hasta hace relativamente poco tiempo

carecian de alternativas terapéuticas validas y eficaces.***°

La labor del médico responsable en este caso se limitaba a informar de
las pautas y proponer una dieta de evitacion alimentaria adecuada para evitar
las reacciones adversas que pueden presentarse en estos pacientes ante un
eventual contacto accidental con el alimento implicado. Debido a que la
gravedad de las manifestaciones clinicas puede ser importante, a este grupo
de pacientes se les recomienda que siempre lleven consigo el tratamiento de
urgencia de referencia —autoinyector de adrenalina- a fin de ser administrado
de inmediato ante la presencia de los primeros sintomas de reaccion alérgica

grave a alimentos.*>°"

El presente estudio se ha centrado exclusivamente en pacientes con un
perfil clinico de alergia a leche de vaca persistente, en los que la expectativa de
mejoria espontanea de su sensibilizacion alimentaria era escasa o nula. Se
considera que la seleccion de un grupo homogéneo de pacientes donde todos
presentan formas clinicas graves o anafilaxia permitiria la identificacion de
alguna posible caracteristica diferencial respecto a aquellos pacientes que
presentan formas de sensibilizacion mas leves, con mejor pronodstico y mayores
posibilidades de resolucion espontanea. De igual modo, nos permitiria valorar
de una forma mas adecuada el comportamiento clinico e inmunologico de su
alergia tras iniciar la terapia de desensibilizacion alimentaria, asi como evaluar

si es posible o no modificar la sensibilizacion alérgica de forma definitiva.

Las manifestaciones clinicas que pueden presentar los pacientes con
alergia alimentaria a proteinas de leche de vaca -ver Introduccion- varian
desde las formas mas leves como urticaria local, edema mucosos oral o
dermatitis de contacto, hasta las formas mas graves como urticaria difusa con
angioedema generalizado o anafilaxia, como esta descrito en los diferentes

2-4,36-37

consensos cientificos La frecuencia relativa de cada tipo de
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manifestacion es variable y dificil de determinar debido al amplio rango de
cuadros clinicos que pueden presentarse en cada paciente y para cada
alimento en particular. El preocupante incremento de las formas clinicas mas
graves o anafilaxia en este grupo de pacientes en los ultimos afios, asi como la
existencia de casos fatales registrados en diferentes paises,®® ha llevado a
impulsar el desarrollo de estudios que buscan nuevas alternativas terapéuticas

que ofrecer a este tipo de pacientes.®"°

Las diferentes lineas de investigacion que estan en marcha en la
actualidad sobre desensibilizacion alimentaria e inmunoterapia con alimentos -
ver Introduccidn- ofrecen resultados esperanzadores®®’ que animan a
continuar profundizando mediante la investigacion clinica y experimental, los
mecanismos inmunologicos implicados, asi como la busqueda de las
herramientas necesarias para modular la respuesta inmune del paciente hacia
la tolerancia del alimento. Para ello es fundamental la coordinacion de las
diferentes lineas de investigacion que permitan mejorar las herramientas
diagnodsticas disponibles y los protocolos utilizados para optimizar sus

beneficios terapéuticos.
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5.1.- PRIMERA FASE:

La desensibilizacion alimentaria con leche es un método valido como procedimiento

terapéutico en pacientes con alergia grave a proteinas de leche.

A) Caracteristicas de la muestra

Durante el disefio del estudio se decidid seleccionar como muestra de
pacientes a aquellos que presentaban factores de mal prondstico -ver Material
y Meétodos- como son la presencia de reacciones clinicas graves o la
persistencia de sensibilizacién inmunoldgica a proteinas de leche de vaca a

39,53

partir de los 3-4 afios, especialmente si va dirigida hacia la caseina, ya que

en estos casos las posibilidades de resolucion espontanea son menores.’*®’
Se considero que seleccionar el grupo de pacientes con alergia a proteinas de
leche de vaca con manifestaciones clinicas mas graves —anafilaxia- nos
permitiria identificar de forma mas clara las posibles caracteristicas
diferenciadoras respecto a aquellos otros individuos que presentan formas

sintomaticas mas leves.

Es conocido que los niveles de IgE especifica frente a leche de vaca o
frente a las proteinas de leche de vaca no se correlacionan directamente con la

gravedad de la enfermedad,**®

aunque la presencia de concentraciones
séricas elevadas de IgE especifica frente leche o frente a las proteinas lacteas
se han relacionado con una baja probabilidad de resolucion espontanea de

alergia a dicho alimento.®”"°

En nuestra muestra de pacientes no sélo se
considera a los pacientes como graves por la clinica referida, sino que el grado
de sensibilizacion a proteinas de leche tiene unos niveles marcadamente

elevados, con una media de IgE especifica sérica basal superior a 100kU/I.

Debido a que el tamafo muestral del presente estudio incluia
inicialmente so6lo 10 pacientes, algunos de los datos clinicos obtenidos de
pacientes como la distribucion por sexos —con un 90% nifios- y la edad —con un
amplio rango, de 2 a 15 afios- no resultan extrapolables a muestras

poblacionales mas amplias. Si bien la seleccidon de los nifios se hizo de forma
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sistematica a partir de la base de datos con todos los pacientes que cumplieran
los criterios de inclusion, llama la atencion que la gran mayoria de los casos

fueran ninos.

Aunque no existen datos en la literatura cientifica que permitan asociar
el sexo del paciente a un mayor riesgo de para presentar alergia alimentaria

persistente®® 2

es de destacar que en algunas series publicadas muestran
igualmente un predominio del sexo masculino,?®”® dato que indicaria el posible
predominio de las formas clinicas de alergia a leche persistente en varones.
Por el contrario, diversos autores describen el predominio femenino en la
alergia a proteinas de leche de vaca en el momento del debut, al comienzo de

sus sintomas.”%?

Resulta dificil establecer conclusiones a partir del rango de edad de la
muestra actual de pacientes, dado que fueron incluidos con edades muy
variables. Debido a que existian casos que estaban en seguimiento desde
hacia varios afos en la Unidad de Alergologia fueron incluidos desde el inicio
del proceso. Este motivo justifica que en el momento de su inclusion en el
protocolo de desensibilizacion a proteinas de leche de vaca, las edades de los
pacientes abarcaran edades tan diversas, con pacientes en los que
recientemente se habia confirmado el mal prondstico con 3-4 anos de edad,
hasta puberes que llevaban varios afos de seguimiento, con tiempos de

evolucion variables.

Una vez que este tipo de protocolos estén bien implementados seria
deseable que su inclusién no se demorara tanto en el tiempo, una vez que el
perfil clinico grave persistente haya sido bien establecido, para minimizar el
riesgo de reacciones alérgicas accidentales potencialmente graves.®
Valorando los antecedentes personales de los pacientes seleccionados de la
muestra del presente estudio, se puede considerar como una poblacién sana
en general, sin patologias de base destacables, al no asociar ninguna
‘enfermedad no alérgica” conocida, de forma similar a lo descrito en series

anteriores.?>"*
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Resulta destacable que todos los pacientes presentaban antecedentes
personales de alergia respiratoria en el momento de la inclusién en el
procedimiento de desensibilizacion alimentaria, aunque en la mayoria de los
casos se trataba de rinitis y/o asma de tipo episddica o leve persistente -segun
los criterios de las guias ARIA y GINA-""®"" Sélo 2 de los pacientes
seleccionados presentaban rinitis moderada persistente y 1 paciente asma
moderado persistente, precisando para el control de su enfermedad respiratoria
tratamiento farmacologico de mantenimiento a diario. En el momento de su
inclusion en el protocolo de desensibilizacion alimentaria todos los pacientes se
encontraban bien controlados y no habian presentado exacerbaciones

recientes en los ultimos 3 meses.

Otra caracteristica destacable del grupo de pacientes incluidos en el
presente estudio es la alta tasa de polisensibilizacion alimentaria o alergia
simultanea a multiples alimentos, ya referido en otras series.®®”®> En nuestra
serie la mitad de los pacientes tenian al menos alergia a otro tipo de alimento
ademas de leche de vaca, y un tercio se encontraban polisensibilizados a
varios alimentos, lo cual afiadia una mayor dificultad a la hora de seguir una

dieta adecuada y segura a diario.

También es destacable que casi un tercio de los pacientes
seleccionados asociaban dermatitis atépica -2 leves y 1 moderada- entre sus
comorbilidades, siendo todos menores de 8 afios, sin apreciarse cambios
destacables en su evolucion natural durante el transcurso del procedimiento de
desensibilizacion alimentaria, siguiendo el mismo curso clinico que
previamente habia tenido. Si bien en algunas series el eczema atopico se
considera una contraindicacion o limitacion para incluir al paciente en el
procedimiento de desensibilizacién, algunos autores con Staden® incluyeron
también pacientes con dermatitis atdpica moderada, hallando igualmente que
la evolucion de la dermatitis no se vié aparentemente influenciada ni tampoco
se observd que la inmunoterapia presentara una evolucién diferente con

respecto al resto de pacientes que no presentaban esta condicion cutanea.
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La alta tasa de coexistencia con otras enfermedades alérgicas, ya sean
de tipo respiratorio que aparece en el 100% de los casos, o patologia cutanea
como la dermatitis atdépica en un tercio de los pacientes, e incluso otras
alergias alimentarias detectada en la mitad de la muestra, podria estar
relacionado con un grado de atopia elevado vinculado a la herencia genética
del paciente.”?* En algunos casos ha querido relacionarse esta coexistencia
de otras enfermedades alérgicas con un mayor riesgo de alergia alimentaria

52-57

persistente o de mal prondstico, aunque los resultados no se consideraron

definitivos.

Todos los pacientes seleccionados en el presente estudio tenian
reflejado en sus antecedentes personales episodios previos de reacciones
graves tras contacto accidental con leche de anafilaxia grado II-lll, por lo que
precisaban llevar medicacidén de rescate de emergencia de forma permanente
durante su vida cotidiana -Ver muestra en Material-. En algunos casos —un
30% de pacientes- habian presentado las manifestaciones clinicas por vias de
contacto diferentes a la via oral como seria la inhalacion o por contacto
mucoso-cutaneo, es decir, sin llegar a ingerir el alimento, lo cual apunta hacia

el alto grado de sensibilizacion que mostraba este grupo de pacientes.

A pesar de seguir una dieta restrictiva sin leche ni derivados lacteos de
forma estricta, todos tenian antecedentes de haber precisado asistencia
urgente en un centro sanitario por estos contactos inadvertidos en al menos 1
ocasion en el ultimo afo, llegando a precisar ingreso hospitalario en 3 de los
pacientes, siendo 1 de ellos en la unidad de cuidados intensivos pediatricos.
Todo ello conlleva ademas periodos posteriores de recuperacion en domicilio,
lo cual supone faltas de asistencia escolares y dias de permiso o baja de
alguno de sus padres, segln ya se ha referido.?*®® Estos datos justifican el
marcado impacto que ocasionaba en la calidad de vida de estos pacientes y

sus familias, como ya han apuntado estudios previos.**°
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B) Resultados del procedimiento de Desensibilizacién alimentaria

A pesar del perfil clinico grave descrito en los pacientes de esta muestra,
hay que destacar que en todos los casos se logré completar el protocolo en el
tiempo estimado, tanto en la primera fase o rush en la unidad de cuidados
intensivos durante solo 2 dias, como en la fase de ascenso de dosis
ambulatoria en consulta de 6-7 semanas, con manifestaciones clinicas
adversas de grado leve en su mayoria y en todos los casos controlables, de

forma similar a lo descrito en series anteriores por otros autores.®®"*

Esto debe ser considerado en el contexto de sus condiciones de vida
habituales, ya que si comparamos las reacciones presentadas durante el
procedimiento con las que habitualmente presentaban en su vida cotidiana
ante contactos inadvertidos, en ningun caso éstas superaron en gravedad a las
reflejadas en sus antecedentes personales de episodios adversos previos.
Aunque los pacientes efectivamente presentaron diversos episodios de
reacciones adversas en el transcurso del procedimiento, en ningun caso
precisaron ingreso hospitalario posterior o permanencia prolongada en la
unidad donde se realizaba el protocolo, siendo dados de alta en todos los
casos al final de la jornada de mafana.

En todos los casos, tal y como se expuso en el protocolo -Ver Métodos-
al completar el proceso de desensibilizacion inicial se les indicaba la dosis de
leche que debian tomar diariamente en su domicilio como mantenimiento y se
les autorizaba determinados cambios en la dieta, permitiéndose la toma de
derivados lacteos asi como alimentos que contienen leche en su composicion.
De esta forma se lograba una normalizacion en su dieta y por tanto de su vida
cotidiana, o al menos parcial en aquellos pacientes polisensibilizados a otros
alimentos, lo cual ya es considerado por algunos autores uno de los mayores

éxitos de la inmunoterapia oral alimentaria por si solo.?®"%"?

La tasa de éxito de este tipo tratamiento, entendido como la finalizacion

del procedimiento con buena tolerancia clinica al alimento, aunque variable
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seguin los grupos, se considera que es para la leche del 75-86%, °®"? aunque
menor si se entiende solo como éxito la tolerancia a dosis completa de 200 ml
de leche, pues se considera que entre un 15 y un 30% de los casos
inicialmente sélo alcanzan la tolerancia de forma parcial, a una dosis menor de

la esperada.

Sin embargo, para otros alimentos la tasa de éxito alcanzada parece

menor como en el caso del huevo™>’®'"8 77.78,101

o los frutos secos,
alcanzando cifras entre el 60 y el 70% de éxito. Esta variabilidad se ha querido
justificar por la falta de homologia entre los diferentes estudios a la hora de
seleccionar la muestra, la gran variabilidad clinica que presentan los pacientes
incluidos en cada estudio o posibles diferencias por caracteristicas intrinsecas
a cada alimento, que hace que los resultados sean dificilmente comparables de
forma completa.

173-5

En nuestro caso la tasa de éxito lograda es del 100% y creemos

que puede estar justificado por diversos motivos:

el alto grado de seguimiento clinico que se les proporciona.

asesoramiento personalizado al paciente y su familia.

facilidad de acceso al médico responsable (en consulta o telefonico).

sensacion de mejora de calidad de vida (acceso a dieta libre)

resultados clinicos visibles en relativamente poco tiempo.

Esto explicaria cdmo a pesar de presentar reacciones adversas durante
el procedimiento la tasa de abandono ha sido del 0%, y el grado de
cumplimiento y adherencia ha sido muy alto durante todo el seguimiento. El
hecho de disminuir rapidamente la gravedad de las reacciones adversas
presentadas por los pacientes en comparacién con las previas al tratamiento, y
el descenso progresivo de su incidencia, podria justificar el alto grado de
adherencia durante todo el tiempo de seguimiento del presente estudio.

De todos modos, aunque algunos autores consideran como éxito solo si
se logra alcanzar el objetivo de la tolerancia completa del alimento, unos 200cc
de leche o un huevo completo, también se puede considerar beneficioso la
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tolerancia parcial, ya que en estos pacientes el protocolo realizado disminuye el
riesgo de reacciones graves con ingestas inadvertidas o contactos accidentales

con pequefias cantidades del alimento.®®"?

En algunos estudios se ha estimado que en pacientes graves la
tolerancia total solo se alcanza en menos de la mitad de los pacientes,®® pero
si se consideran tanto a los pacientes con tolerancia completa, los 200 ml en el
caso de la leche, como a los que alcanzan al menos la tolerancia parcial, el

éxito de la desensibilizacion alcanza a mas del 80% de los pacientes.®’

Actualmente no hay estudios que claramente expongan unos limites de
deteccion de IgE especifica a leche éptimos por debajo de los cuales se
obtenga un rendimiento eficiente para la desensibilizacion con leche. En
pacientes con anafilaxia se han postulado varias cifras, tales como IgE
especifica superior 70 kU/L'® o a 85 kU/L.'®®

En otros estudios con pacientes con alergia a leche se han postulado
diferentes valores de IgE especifica pero la media aritmética de los valores
iniciales de los grupos de pacientes en los grupos activos diferian mucho: 71
KUL,® 27 kUL, 31 kUL & 2 kU/L."™® Una vez mas la falta de
homologia entre las muestras estudiadas en cada serie dificulta la posible
comparacion de los resultados obtenidos que nos permitiria alcanzar
conclusiones definitivas.

Algunos autores opinan'?'122

que los niveles basales elevados de IgE
especifica frente leche previos a la desensibilizacion alimentaria tienen un valor
prondstico y pueden predecir el fracaso para obtener una desensibilizacion
completa. Sin embargo, no se determina un punto de corte preciso de dichos

niveles mediante el cual se pueda prever la evolucion.

En nuestra serie no hemos podido establecer ese punto de corte por las
limitaciones técnicas descritas a la hora de determinar las cifras totales de IgE
especifica a leche -ver métodos y resultados- pero nos parece significativo que
la tasa de éxito obtenida sea del 100% cuando la mayoria de los pacientes
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presentan niveles tan elevados de sensibilizacion: 50% pacientes con mas de
100 kU/l'y 30% pacientes con mas de 40kU/I.

Desde el comienzo del presente estudio se han comunicado en diversas
publicaciones los resultados obtenidos en cada etapa. Los primeros resultados
comunicados por nuestro grupo de trabajo fueron el éxito obtenido en la
aplicacién del presente protocolo de desensibilizacidon a leche en pacientes con
anafilaxia por proteinas de leche, inicialmente con una serie de 6 pacientes -ver

comunicacion a SEAIC 2008 en Anexo 4- que posteriormente fue ampliada’”*

76 confirmando los mismos resultados satisfactorios.

Estos datos aportaron una informacién valiosa en aquel momento, pues
aun entonces se consideraba la anafilaxia por leche de vaca un criterio de
exclusidn en la mayoria de los protocolos por el alto riesgo que se suponia que

conllevaba para estos pacientes.

El éxito referido por nuestra serie'™® asi como por otras

120123 con una tasa de reacciones adversas similares a las

posteriores,
descritas en otras series publicadas, ha conllevado que en los afios siguientes
este tipo de pacientes graves no quedaran excluidos por otros autores.” Sin
embargo, su inclusion en el procedimiento no significa que no deba
considerarse esta condicion de gravedad y alto grado de sensibilizacion
durante el seguimiento, ya que podria condicionar su evolucion a largo

plazo.'®®
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5.2.- SEGUNDA FASE:

Evaluacion los diferentes patrones de respuesta inmunolégica durante el

procedimiento de desensibilizacion alimentaria con leche.

A) Evolucion de la IgE especifica a leche y sus proteinas

Existen publicados diversos estudios realizados con series de pacientes
con alergia a leche de vaca en los que se ha realizado un proceso de
desensibilizacion alimentaria y en los se ha realizado seguimiento clinico
valorando ademas repuesta de la sensibilizacién inmunoldgica. Para ello se
han valorado diferentes posibles marcadores de evolucion o eficacia utilizando
inicialmente los disponibles en la practica clinica habitual de una consulta de
Alergologia. La forma mas habitual y accesible de valorar la sensibilizacion
inmunologica a leche de vaca es a través de la determinacion de los niveles de
IgE especificas frente a leche y las proteinas de la leche: alfa-lactoalbumina,

Beta-lactoglobulina y caseina.®*3*

Durante el seguimiento de estos pacientes ha existido desde el principio

controversia con los resultados obtenidos,®'%

pues si bien tras la
desensibilizacién alimentaria algunas de estas series de pacientes muestran
una tendencia al descenso de los niveles de IgE especifica, con unas cifras

67-70,73,118

posteriores significativamente inferiores a los valores basales, en

otros casos no se hallaron cambios significativos o con tendencia incluso a

aumentar sus niveles de sensibilizacién inmunoldgica basales.’?%21%"

En los poco ensayos clinicos en los que se realizé seguimiento no hay
unanimidad en las conclusiones. En el estudio realizado por Skripak.”’ se
inform6é de un cambio en la mediana de la IgE especifica a leche en los
pacientes del grupo activo de un 8% mientras que en el grupo placebo fue de
un 5%. Esta diferencia de medianas no fue estadisticamente significativa y
tampoco lo fue la diferencia de las medias aritméticas. De un modo similar,

Pajno’®> no encontraron diferencias estadisticamente significativas con una
J
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disminucién de la IgE especifica en el grupo activo de un 13% mientras en el
grupo placebo también hubo una disminucion del 7%.

En la serie publicada por Longo'® habia pacientes con niveles de IgE
especifica mayores de 100 kU/I y hubo ocho pacientes con descensos de al
menos 50 kU/I principalmente en pacientes del grupo activo después de la

I”* si se determiné a los 12 meses

desensibilizacion. En el estudio de Martorel
un descenso estadisticamente significativo de un 60% en los niveles de IgE
especifica a leche completa en el grupo tras ITO frente a un descenso de tan

9

solo un 9% en el grupo placebo. Finalmente, el estudio de Salmivesi'™® obtuvo

una reduccion pero sin diferencias significativas en ambos grupos.

Sin embargo, si analizamos estas series vemos como estos resultados
no significativos provenian de determinaciones séricas realizadas en estadios
muy precoces en los primeros meses tras el procedimiento, lo cual puede
significar que un periodo de observacion tan escaso no permitiera ver la

evolucion del nivel de sensibilizacion alérgica.

Estas diferencias entre los diferentes grupos podrian estar justificadas
por la variabilidad entre los protocolos empleados y la falta de homologia en los
criterios clinicos de inclusion empleados en cada caso, como el tipo de clinica
de alergia alimentaria o gravedad, lo cual implica variabilidad en la poblacién
estudiada, y por tanto dificultades para extrapolar los resultados. Es destacable
como en los estudios en los que no encuentran variacion evolutiva en los
niveles de IgE especifica, son determinaciones realizadas en la fase aun de
induccién de tolerancia inicial en los primeros meses, es decir, tras acabar la
primera fase de Ila desensibilizacion en la que se incrementaban
progresivamente las dosis a los pacientes.’!  Sin embargo, posteriormente
cuando se ha analizado la evolucion de la IgE especifica a leche a mas largo
plazo, en diversas series de pacientes si se ha observado generalmente la
evolucion al descenso de estos anticuerpos y por tanto del nivel de

sensibilizacion alérgica.®®"*
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En la muestra de pacientes del presente estudio la respuesta
inmunolodgica de la IgE especifica a leche y sus proteinas ha sido en forma de
descenso progresivo de los niveles de sensibilizacién respecto a los valores
basales -ver Resultados-. Sin embargo, la intensidad de este descenso y el
momento en que éste se hace evidente es de una gran variabilidad. Se ha
podido comprobar como en algunos casos a pesar de presentar niveles de IgE
especifica iniciales muy elevados, desde la primera revision evolutiva a los 6
meses sus cifras se veian reducidas en mas de la mitad, mientras que en otros
casos la respuesta era mas progresiva y tardia, independientemente de las
cifras basales presentadas -Ver graficas en Resultados-. Esta variabilidad en la
respuesta ha sido corroborada por otros autores, llegando incluso a proponer
una clasificacion segtin el grado de respuesta.®®

Debemos tener en cuenta que existia una limitacion técnica al no
poderse medir en nuestro centro las cifras de IgE especifica superiores a 100
kU/l, por lo que desconocemos la cifra exacta desde la que partian estos
pacientes altamente sensibilizados, e inicialmente desconocemos el grado de
respuesta que mostraban éstos, ya que no se podian medir con exactitud hasta

que los niveles eran inferiores a 100 kU/I.

Actualmente la mayor parte de las series han constatado que los niveles
de IgE especifica a leche en general tienden a descender con el tiempo. Pero
el hecho de que la respuesta sea variable y que en muchos casos la IgE
especifica sérica a leche no desaparece por completo, puede crearnos
dificultades en el seguimiento a la hora de valorar cuando un paciente esta aun
en fase de mejoria progresiva de su grado de sensibilizacion alérgica, o ya ha
alcanzado su mejoria inmunoldgica maxima,'® o existe una falta de respuesta
inmunoldgica por descenso de la IgE especifica, y por tanto el fracaso de la

inmunoterapia.®®

En nuestra serie, si bien el descenso mas significativo se observa en el
primer afo, éste continua en los siguientes afios aunque a una velocidad cada
vez menor.'”>""®> Podemos ver cémo en algunos casos se observa descenso

en las cifras de IgE especifica a leche incluso al final del periodo de
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observacion, en el 4° y 5° afios de seguimiento, por lo que nos resulta dificil
estimar qué duraciéon total debe contemplar este tipo de tratamientos
desensibilizantes para alergia alimentaria -Ver tablas y graficos de Resultados-.
Este seria uno de los puntos mas debatidos en la inmunoterapia oral
alimentaria en la actualidad, el poder definir cuando un paciente ha completado
la desensibilizacion y no precisa seguir ninguna pauta estricta de dosis de
alimento diario sin riesgo de volver a presentar reacciones adversas tras

contacto con el alimento.%%3

La existencia de casos descritos en la literatura cientifica de reaparicion
de la clinica de alergia alimentaria en pacientes que suspendieron la
administracion de su dosis diaria de alimento durante 2 semanas tras realizar la
desensibilizacion,®® hacen pensar que en cada caso haya que valorar el nivel
de tolerancia adquirido antes de interrumpir el tratamiento. Esto ha llevado a
algunos autores de casos a estudiar como se comportan estos pacientes a
largo plazo,®® sometiendo a una dieta de evitacién prolongada para dicho
alimento a los pacientes durante 2 meses y valorar codmo se comportan
posteriormente ante una provocacién oral con dicho alimento. Se pretende
valorar de este modo el grado de mejoria real de la sensibilizacion alérgica y si
la tolerancia obtenida es persistente o transitoria, para conocer si la no
reactividad clinica sigue dependiendo aun del mantenimiento del contacto

diario con la dosis del alimento o no.

Segln Staden,®® en su serie de pacientes el 36% mostraron buena
tolerancia en la provocaciéon tras la dieta restrictiva del alimento, por lo que
podian clasificarse como respondedores completos o definitivos. En el 12% de
los pacientes la tolerancia clinica mostrada seguia dependiendo del
mantenimiento de la dosis diaria, y tras un periodo de evitacion volvian a
manifestar sintomas al reintroducirlo, por lo que serian respondedores
transitorios, y el 16% solo lograron tolerancia parcial al alimento por lo que
serian respondedores parciales.

En nuestra serie, considerando los altos niveles de sensibilizacion

mostrados inicialmente por los pacientes, de momento no se ha realizado
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ninguna prueba de re-exposicion tras dieta restrictiva para valorar el grado de
persistencia de la tolerancia alcanzada, pero si que se ha registrado en
algunos pacientes periodos de 2 6 3 dias sin toma de la dosis diaria de leche
debido a situaciones especiales, como por ejemplo fracturas accidentales,
cirugias no programadas, gastroenteritis grave, etc, las cuales suponian
periodos en los que el mantenimiento de la dosis se veia imposibilitado. En
estos pacientes se ha podido reintroducir el alimento sin reacciones
significativas, aunque empiricamente se les reducia la dosis un 20% con

respecto a la dosis maxima que toleraban hasta entonces.

Un aspecto poco desarrollado en estas series de pacientes de
desensibilizacion a leche, es la determinacion de IgE especifica frente a las
proteinas individuales contenidas en la leche de vaca, tales como caseina, a-
lacto-albumina, B-lacto-globulina, y otras como lacto-ferrina o seroalbumina
bovina. En cuanto a la determinacion de IgE especifica frente leche completa
en comparacion con la de IgE frente a proteinas individuales, no existe
tampoco un perfil claro de qué proteina seria la predominante en la respuesta
mediada por IgE en los diferentes fenotipos de alergia a leche. Generalmente,
en el fenotipo sistémico que asocia clinica cutanea, respiratoria y
cardiovascular por ingestion de leche y mediada por IgE, se considera a la IgE

especifica frente a la caseina como un marcador valido.%*%?

Esta asociacion entre fenotipo clinico de alergia a leche de vaca y perfil
de sensibilizacion parece poder extenderse a otro tipo de cuadros clinicos y no
s6lo a la anafilaxia, segun apuntan algunos estudios que analizan las
caracteristicas clinicas de aquellos pacientes alérgicos a leche que solo
manifiestan clinica digestiva, como dolor abdominal, alteracion de ritmo
intestinal, meteorismo, etc."””” En estos pacientes, una vez descartada la
intolerancia a la lactosa se ha emitido el diagnostico definitivo de alergia a
leche siguiendo el protocolo descrito -Ver Métodos-. En este grupo de
pacientes con un fenotipo tan especifico, con clinica exclusivamente digestiva,
se ha analizado su perfil de sensibilizacion a las diferentes proteinas de la
leche hallandose que en este caso la sensibilizacion a la beta-lactoglobulina es
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la mas frecuente, y postulan que podria ser util como posible marcador de este

fenotipo clinico.””'8!

En la mayoria de ensayos y estudios clinicos de alergia alimentaria solo
se realizan la determinacion de IgE especifica frente leche completa, aunque
algunos autores también han determinado niveles de IgE especifica a proteinas
lacteas individuales. El unico ensayo clinico en el que se determina proteinas
individuales,” refieren que la media de IgE especifica frente a caseina de su
poblacién en el grupo activo era de 27 kU/L. En otros estudios como el de
Gonzalez-Jiménez'?® refieren también los niveles de IgE especifica frente a
caseina y alfa-lactoalbumina como importantes tanto a nivel basal como en su

disminucion tras la ITO.

Es también interesante los niveles obtenidos basalmente de dichas
proteinas individuales en el trabajo de Sanchez-Garcia'?’ en el que describen
unos niveles medios de IgE especifica a cada una de las proteinas de la leche
como los niveles en los que los pacientes estudiados no obtuvieron una
desensibilizacion exitosa: caseina de 43,3 kU/l, alfa-lactoalbumina de 9,44
kU/l 'y beta-lactoglobulina de 5,29 kU/l. De manera similar los estudios de
Zapatero,”® Garcia de Ara'®® y Patriarca® determinan las 3 proteinas
principales de la leche ponderando la importancia del paralelismo entre la
determinacidn de IgE especifica frente a caseina respecto a la leche completa.

La determinacion de tanto la IgE especifica a leche de vaca como a sus
proteinas podria ser de especial interés en el seguimiento de pacientes
sometidos a desensibilizacién alimentaria. En algunos estudios'® se ha
encontrado solo una disminucién estadisticamente significativa tras 12 meses
de desensibilizacion en los niveles de IgE especifica frente a caseina (de 0.5 a
12 mg/ml), pero no en los niveles de IgE especifica a leche completa o al resto
de proteinas de la leche determinadas individualmente . Igualmente Zapatero”™
obtiene descensos en los niveles de IgE especifica frente a caseina pero no
frente a LV o a las otras 2 proteinas de leche de vaca, tanto a los 6 meses
como a los 12 meses. En la serie de Martorel’* encuentran una disminucién

tanto en la IgE especifica frente a leche completa como a la caseina. En
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algunos casos'?®

encontraron que solo existia descenso significativo de la IgE
especifica a leche completa y alfa-lactoalbumina a los 24 meses, y frente a

caseina desde los 6 y 12 meses.

En nuestra serie, si bien también se observa una respuesta mas intensa
en la IgE especifica sérica a leche completa y a la caseina,'’”® siendo en estas
proteinas donde es mas destacado el descenso progresivo, hay que considerar
gue son estos niveles los que se encontraban mas elevados de forma basal. Si
embargo, durante el periodo amplio de observacién de nuestra serie durante
los cinco afios hemos podido confirmar como se objetivan descensos en la IgE

especifica para las 3 proteinas de leche.

Por todas estas observaciones referidas, en los estudios posteriores se
han seguido estudiando todas estas determinaciones de anticuerpos durante el

seguimiento evolutivo,®”'?’

y se analiza la IgE especifica a leche completa y a
las 3 proteinas principales de la leche: caseina, alfa-lactoalbumina y
betalactoglobulina. Quedan por terminar si el tipo de respuesta observado, con
preferencias por una u otra proteina, tiene transcendencia clinica o relevancia

pronostica.
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B) Evolucion de la IgG especifica a leche y sus proteinas

La determinacion de los niveles de IgG especifica han sido
histéricamente cuestionados en los procesos alérgicos, tanto para el
diagnostico inicial como para el seguimiento del tratamiento con
inmunoterapia.?” Sin embargo, la necesidad de poder contar con herramientas
utiles y sencillas de determinar para realizar la valoracion del nivel de eficacia

de los tratamientos en los procesos alérgicos.

Los niveles de IgG especifica frente a leche o frente a las proteinas de la
leche no se correlacionan directamente con la severidad de la enfermedad ni
tienen, como tal, un valor diagndstico. Sin embargo, el cambio observado en
los niveles de estos anticuerpos, sobre todo los de la IgG especifica de tipo 4 o
IgG4, podrian indicarnos la aparicion o el desarrollo de tolerancia inmunolégica
para poder alcanzar la tolerancia completa deseada, como ya se conoce en
otras terapias hiposensibilizantes aIergénicas.88

El conocimiento que existia previamente sobre la utilidad de la 1gG4

especifica como marcador de eficacia en inmunoterapia,®’®

impulsé
inicialmente su uso como método de valoracion evolutiva en el seguimiento de
la desensibilizaciéon alimentaria. En casi todas estas series de pacientes

descritas®® "

se ha valorado cémo se produce el incremento gradual de los
niveles de 1gG4 especifica a leche para alcanzar de esta forma la modulacion
de la respuesta alérgica y lograr la tolerancia inmunoldgica y clinica. Este
cambio en el ratio IgE/IgG4 especificas es variable pero parece que se hace

mas significativo cuanto méas prolongado sea el tiempo de tratamiento.”®">1"

En algunas series de pacientes con alergia a leche de vaca se han
postulado diferentes valores de 1gGs especifica como 6,3 ug/ml’™® 6 4,37
ug/ml72 como posibles puntos de corte por encima de los cuales se podria

considerar que se ha alcanzado la tolerancia.
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Ademas en estudios como el de Skripak™® se encontraron elevaciones
intensas de hasta un 767% de media de la IgG4 especifica a leche en el grupo
activo tras la desensibilizacion alimentaria frente al aumento de tan solo el 14%
en el grupo placebo. Adicionalmente se determiné un aumento en paralelo
también de la 1gG especifica frente a leche e hipotetizan con la posible
implicacion de otras subclases de 1gG.

Igualmente, en la serie de Pajno "? también encontraron cambios en el
grupo activo tras desensibilizacion alimentaria de la 1gG4 especifica a leche,
con un aumento del 472% respecto al 40% del grupo placebo. En el grupo de
Frischmeyer-Guerrerio'®'%  también encontraron elevaciones de los niveles
de 1gG especifica al final del proceso con inmunoterapia oral y sublingual en su
serie, corroborando los hallazgos previos.

La existencia de niveles altos de IgG, 19G+ y IgG4 especificas frente a
caseina y beta-lactoglobulina previos a la desensibilizacion se ha considerado
como de posible valor prondstico para que la inmunoterapia oral resulte
fallida,'®"'?*  aunque los niveles de estos parametros, 19G, 19G; 1gGs4
especificas frente a leche, habitualmente aumentan tras una inmunoterapia oral

exitosa en paralelo a la disminucion de los niveles de IgE especifica.

En nuestra serie de pacientes la respuesta de la 1IgG4 especifica en
general se ha podido comprobar que se comporta igualmente en ascenso

progresivo de forma inversa a la IgE especifica a leche,’”

aunque también se
observan variaciones importantes en algunos casos como ya sucedia con la
IgE especifica a leche, siendo esta respuesta de intensidad y velocidad

variable .

Analizando la evolucién a largo plazo recogida en los pacientes de esta
serie, hemos podido comprobar la existencia de una serie de limitaciones para
el uso de la IgG especifica como marcador evolutivo durante la

desensibilizacion alimentaria:
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- En algunos pacientes aunque disminuyen los niveles de IgE
especifica a leche de vaca y se objetiva la tolerancia clinica, existe
una pobre respuesta de la 1gG4 especifica a leche durante el
seguimiento de 5 afios de tratamiento.

- La respuesta de la 1IgG4 especifica a leche es variable también en
intensidad y velocidad, a veces es inmediata e intensa y otras veces
mas lenta aunque aumentando progresivamente, y alcanzando cifras

elevadas al final del seguimiento.

- La técnica de laboratorio de nuestro laboratorio ofrecia como gran
limitacion el tener un punto de corte superior de deteccion de 30 kU/I,
por lo que una vez alcanzada esa cifra no era posible realizar un
seguimiento evolutivo mas exacto y desconocemos las cifras

maximas o definitivas que alcanzaron los pacientes.

Aunque siendo conscientes de las limitaciones que ofrece extraer
conclusiones de una muestra de pacientes pequefa, y sin pretender establecer
reglas o conclusiones definitivas, creemos que el haber podido realizar el
seguimiento a tan largo plazo durante 5 afos, creemos que le infiere el valor
suficiente como para intentar deducir como se comportan este tipo de
pacientes tan especificos con anafilaxia por leche de vaca durante la

desensibilizacion alimentaria.

En el caso de la IgG especifica a leche hemos podido comprobar que la
respuesta observada es tan variable que incluso en esta muestra de pacientes
se puede observar. Si bien en algunos casos la respuesta es intensa y precoz
—ver resultado- desde las primeras determinaciones, en otros casos la

respuesta es débil, siendo en algunos casos casi nula.
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El hecho de que incluso en pacientes que muestran una respuesta casi
nula de la 1gG4 especifica a leche tras la desensibilizacion alimentaria, la
respuesta de la IgE especifica si ha sido satisfactoria mostrando el descenso

esperado,'>1"®

y clinicamente se ha comprobado la buena evolucion de estos
pacientes con tolerancia adecuada a la dosis de leche diaria, nos hace suponer
que deben existir otros mecanismos de regulacion inmunologica que son
modificados durante la inmunoterapia oral alimentaria, y que por tanto, seria
son necesario encontrar otro tipo de marcadores biolégicos que nos ayuden a

valorar la evolucion del paciente.
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5.3.- TERCERA FASE DEL ESTUDIO:
Valoracion de las reacciones adversas registradas durante la desensibilizacion

alimentaria con leche, cofactores asociados y posibles medidas para

controlarlas.

A) Tipos de reacciones adversas y frecuencia observada

La frecuencia de las reacciones adversas en domicilio durante la fase de
mantenimiento de la desensibilizacién oral alimentaria son variables, aunque
parece haber acuerdo entre los autores -al menos con la leche- en que éstas
se concentran principalmente en los primeros 2 afos del procedimiento, y que
su intensidad y frecuencia se van atenuando a medida que pasan los meses de

tratamiento desensibilizante.®%"*

En las primeras series de pacientes®’®®

los autores ya destacaban que
en la mayoria de los pacientes se registraban reacciones adversas leves
durante la fase de mantenimiento y un porcentaje menor presentaban
reacciones consideradas como moderadas, aunque generalmente para su
control sélo precisaban antihistaminicos y so6lo en algunos casos asociaban

corticoides orales.

En otras series mas amplias como la de Patriarca®® se vuelven a repetir
estos resultados, confirmando el autor que ninguno de sus pacientes presento
reacciones adversas moderadas o severas que precisaran el uso de adrenalina
0 su ingreso hospitalario. En la serie de Skripak,’® el autor destaca que a pesar
de la severidad de la alergia alimentaria que presentaban los pacientes de
forma basal, durante la desensibilizacion alimentaria so6lo fue necesario el uso

de adrenalina en solo 2 de los 13 pacientes de su grupo.

Posteriormente, en el estudio de Pajno’® de los 13 pacientes del grupo
activo que recibieron el tratamiento desensibilizante, sélo en dos pacientes
manifestaron sintomas sistémicos que precisaron adrenalina y un paciente

urticaria generalizada, siendo leves o escasas en el resto de los casos.
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En el grupo de Zapatero”™ de un total de 18 pacientes sélo en 2 casos
se registraron manifestaciones sistémicas que precisaron del uso de
adrenalina, aunque finalmente completaron el protocolo con éxito. Sin embargo
los autores destacan que en un paciente se suspendio el procedimiento porque
los sintomas mucosos (prurito y edema en mucosa oral y faringea) no eran

controlables con tratamiento farmacoldgico.

En la serie de pacientes de Narisety’' se analizé y cuantifico el nimero
de reacciones adversas que se registran durante el proceso de
desensibilizacion alimentaria a leche. De un total de 2465 dosis de leche
administradas, en 419 se registraron reacciones de tipo leve , en 90 reacciones
digestivas, y en 21 reacciones de tipo respiratorio. En este caso se preciso
administrar adrenalina en 5 ocasiones y no se registraron complicaciones
graves.

En el grupo de Barbi'®

se registraron en casi la mitad de los casos
reacciones menores o leves como prurito oral autolimitado o dolor abdominal
leve, que en general no precisaron tratamiento para su control. En casi un 30%
manifestaron de 1 a 5 reacciones, el 23,5% presentaron de 5 a 15 reacciones,
y en el 10,7% se contabilizaron mas de 15 reacciones. En cuanto al tipo de
manifestacion clinica presentada, en casi la mitad de los casos las reacciones
implicaron al aparato respiratorio, en el 28,8% al aparato digestivo, y en el

23,5% las manifestaciones fueron cutaneas como urticaria, angioedema, etc.

En la serie de pacientes del presente estudio’’®

vemos que durante el
periodo de mantenimiento de la desensibilizacion en domicilio la mayoria de las
reacciones adversas se concentraron en los primeros 12 meses, y fueron
disminuyendo en frecuencia e intensidad progresivamente, siendo ya raras tras
los primeros 18 meses. De todas las reacciones presentadas, las mas
frecuentes serian las reacciones leves de mucosa oral en la practica totalidad
de pacientes durante los primeros meses, sobretodo en la fase de incremento

de dosis, sobretodo en los primeros 12 meses.
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El segundo mas frecuente serian las manifestaciones digestivas, que si
bien son mas leves se muestran mas persistentes en el tiempo, pudiendo
aparecer en algunos pacientes incluso después de 3 afos de seguimiento,
aunque con una intensidad y frecuencia menor, con tendencia a ser

intermitente en su presentacion.

Las manifestaciones cutaneas y respiratorias parecen limitarse mas
claramente al periodo inicial de 12-18 meses, y aparecieron generalmente al
asociarse en algunos pacientes a cofactores tras los primeros 12 meses como
ya apuntaban otros autores.®®*’* Las reacciones graves o anafilaxia igualmente
mostraron la misma tendencia, concentrandose en el periodo inicial de 12
meses y en ningun caso fueron de gravedad importante siendo bien
controladas con las pautas establecidas, lo cual corrobora los resultados de
series previas, en las que a pesar de la severidad inicial mostrada por los
pacientes, la severidad de las reacciones adversas eran inferiores a lo

%871 en la serie

esperado. De forma similar a lo descrito por otros autores,
presentada en este trabajo, vemos como el tratamiento mas utilizado fueron los
antihistaminicos en casi el 90% de los casos, y soélo precisaron utilizar

adrenalina 3 pacientes siguiendo el protocolo establecido — ver Anexo 2-.

En el trabajo de Vazquez-Ortiz'* se asocié la IgE especifica frente a
leche elevada , de clase V y VI de InmunoCAP," con la dificultad en la
resolucidn de reacciones adversas durante la desensibilizacion, asi como la
aparicion de reacciones adversas recurrentes durante el tratamiento de
inmunoterapia oral con leche. Hay que matizar que la clasificaciéon de los
niveles de IgE especifica en clases es en si mismo un método arbitrario
establecido por los fabricantes de los diferentes métodos de
enzimoinmunoensayo disponibles.

En ese sentido, en otro estudio de Barbi'’

se han obtenido unos puntos
de corte que determinan la mayor o menor probabilidad de tener diferentes tipo
de reacciones durante la desensibilizacion alimentaria. Estos niveles de IgE
especifica basal a leche completa por encima de los cuales se tiene una mayor

probabilidad de tener una reaccién serian: de 45,5 kU/l para una reaccion de
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tipo leve -mediana clase IV de InmunoCAP-, 70.8 kU/I para una reaccion
moderada -mediana clase V de InmunoCAP- y finalmente 82,9 kU/I para una

reaccion grave -mediana clase VI de InmunoCAP-."?%™%"

B) Cofactores asociados a las reacciones adversas

Desde las primeras series de pacientes ha aparecido reflejado en la
literatura la posible implicacion de diversos factores como favorecedores de las
reacciones adversas que aparecian en la fase de mantenimiento de la
desensibilizacién alimentaria. Staden® describian la asociacién hallada con
factores como procesos infecciosos intercurrentes, actividad fisica posterior a la
ingesta, exacerbacion de rinitis polinica concomitante, o la ingesta irregular de
la dosis diaria de leche.

En la serie de Barbi,'?°

el autor recoge de forma exhaustiva la frecuencia
de las reacciones adversas y la asociacion o no con factores inductores, y
observa como en casi el 30% de las reacciones presentadas por los pacientes
no fue posible identificar si existia algun factor favorecedor que precipitara la
reaccion. En el resto de casos, en un 27,4% se atribuia al incremento de dosis
que le correspondia ese dia, lo cual solo afectaba a los que se encontraban en

el periodo de induccion inicial de tolerancia.

En la fase de mantenimiento de la desensibilizacion, ya con una dosis
fija diaria de leche, se pudieron registrar diversos factores que parecian estar
implicados y se identificaron como factores favorecedores o precipitantes de la
reaccion adversa: la actividad fisica en el 21,9%, infeccibn concomitante en
17,8%, y ya menos frecuentes con un 4% por la retirada del tratamiento de
mantenimiento como antihistaminicos o broncodilatadores, o durante un
periodo de exacerbacion de su patologia respiratoria alérgica de base como la

rinitis o el asma por polen durante el periodo de polinizacién.'®
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En estudios posteriores algunos autores coinciden en la importancia de

70-72 sobretodo

detectar la coexistencia de este tipo de factores favorecedores,
el ejercicio fisico y los procesos infecciosos, pero no realizan un analisis tan

exhaustivo como Barbi.

En nuestra serie también hemos podido detectar la existencia de estos

¢ corroborando los resultados

cofactores durante el periodo de seguimiento,’
de estudios previos siendo las infecciones respiratorias y el ejercicio fisico los
factores que con mas frecuencia aparecieron relacionados con la aparicion de
estas reacciones adversas. Sin embargo, creemos destacable que como
tercera causa aparecen los factores emocionales o estrés, en casi 1 de cada 5

reacciones adversas.

Creemos relevante considerarlo porque en nuestra experiencia
situaciones cotidianas como examenes importantes, discusiones familiares,
estrés emocional, etc, hemos podido comprobar que en determinados
pacientes condicionan la aparicidon de estos episodios adversos.'® Por ultimo,
la relacion entre estos episodios y el uso concomitante de AINEs ha sido
detectado en el 18% de las reacciones adversas registradas, principalmente

con el ibuprofeno, como ya se ha apuntado en series previas.'®

La deteccién de estos factores favorecedores o precipitantes en los
estudios previos ha sido de especial importancia a la hora de mejorar los
protocolos de desensibilizacion alimentaria actuales y futuros. Con estos datos
se pueden incluir nuevas recomendaciones para el paciente y su familia a la
hora de realizar el mantenimiento en domicilio, como son:

- No realizar ejercicio fisico intenso en las siguientes 2-3 horas tras la

toma de la leche.?

- Evitar la exposicidén solar prologada e intensa en las siguientes 2-3

horas tras la toma de leche.

- Vigilar la aparicion de clinica sospechosa de proceso infeccioso

intercurrente para administrar tratamiento preventivo para las

reacciones adversas o disminuir transitoriamente la dosis diaria de
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leche.
- Evitar el uso concomitante de determinados farmacos en la misma

toma que la leche (AINEs), etc.

La aplicacion de estas medidas se espera que ayude a disminuir la aparicion
de estas reacciones adversas, mejore los resultados esperados con una mayor

tolerancia y calidad de vida.

También aparece como de especial interés el considerar ofrecerle a los
pacientes y su familia una linea de contacto continuada de consulta ya sea por
correo electronico o via telefonica, a ser posible las 24 horas, para poder
resolver de forma precoz las dudas sobre como actuar ante reacciones
adversas o conflictos cotidianos que interfieren en el mantenimiento correcto de
la dosis como apuntan algunos autores,'?® y que hemos podido corroborar en

nuestra serie.

La implantacion de una linea constante de comunicacién entre el médico
responsable y el paciente, consideramos que es uno de los principales motivos
por los cuales en el presente estudio se ha alcanzado esta alta tasa de
adherencia terapéutica.”
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5.4.- CUARTA FASE DEL ESTUDIO:
Busqueda de posibles biomarcadores relevantes en el seguimiento del

procedimiento de desensibilizacion alimentaria con leche.

Tras analizar los resultados obtenidos en la fase previa del estudio y
considerando que el estudio de los marcadores biologicos disponibles que
analizan la respuesta humoral, IgE e IgG especifica, no parecian suficientes
por si solos para explicar y valorar la evolucién de los pacientes que siguen
terapia de desensibilizacion alimentaria, se continu6 con otra linea de
investigacion incluyendo el estudio de otra serie de marcadores que abarcaran
la actividad inmunoldgica celular tipo Th1, Th2, Treg y Th17, junto con otros
factores proinflamatorios.

El procedimiento de desensibilizacidén alérgica alimentaria es un método
especifico dirigido contra un antigeno concreto o alimento en este caso, que
inicialmente modula la respuesta efectora celular y previene la degranulacion
mastocitaria, lo cual protege a los pacientes de reacciones graves como la
anafilaxia ante la exposicion a los alimentos por lo que puede considerarse un
meétodo valido para obtener inmunotolerancia protectora segun han postulado

diversos autores®’ "4

Por otro lado, el mantenimiento de esta terapia durante periodos
prolongados parece demostrado que puede modular a su vez la respuesta
humoral con cambios que conducen hacia la inmunodulacion de una forma

mas definitiva,%7"4

aunque la respuesta celular aun es poco conocida.

Por tanto, el protocolo de desensibilizacion a leche es un método
terapéutico que se ha mostrado efectivo a corto y largo plazo en pacientes con
alergia persistente, incluso en pacientes con formas clinica mas graves o
anafilaxia,178 alcanzando la tolerancia clinica en la mayoria de los casos,

aunque la tolerancia inmunoldgica todavia no esta aclarada.

Dado que la alergia alimentaria es el resultado de una alteracion en el

correcto desarrollo de la tolerancia oral a los alimentos, la eleccion de la via
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oral en la inmunoterapia con alimentos resulta ventajosa para alcanzar al
sistema inmune localizado en la via digestiva y que actua en la induccién de
tolerancia oral. Los mecanismos que pueden estar implicados en la
desensibilizacion alimentaria pueden ser varios, por una parte humorales,
como el aumento de 1gG4 especifica a leche con descenso de los niveles de
IgE especifica como hemos comentado en la Fase 2 del estudio, aunque
existen también otros posibles mecanismos celulares implicados como un
descenso en la activacion de células mastocitarias y los basdfilos, lo cual

abarca a todas sus citoquinas relacionadas.'*®

De todas la citoquinas analizadas -Ver métodos- sélo se obtuvieron

° Entre ellos se

resultados significativos en algunos factores y quimiocinas."’
encuentran diferentes factores asociados a plaquetas proinflamatorios, como el
PDGF y VEGF-A. En nuestro muestra de pacientes hemos encontrado unos
niveles basales mas elevados en el grupo de pacientes con alergia grave
(anafilaxia) a leche de vaca comparados con los niveles del grupo control no
alérgico. Ademas, hemos comprobado como estos niveles posteriormente
disminuian tras la aplicacién del procedimiento de desensibilizacién alimentaria
con leche, mientras que estos cambios no se producian en el grupo control tras

el seguimiento clinico del estudio.

Observamos como a los 6 meses de completar el procedimiento de
desensibilizacion alimentaria, el grupo de pacientes alérgicos a leche
experimentd un descenso significativo (p<0.05) de los niveles de los factores
angiogénicos PDGF y VEGF-A en comparacion con sus niveles basales
previos al procedimiento, y este descenso continudé hasta los 12 meses.

Posteriormente no se obtuvieron variaciones relevantes.'”®

El efecto inmunomodulador observado, con descenso de VEGF vy
PDGF,"® tras la desensibilizacion rapida que bloquea la degranulacion
mastocitaria y protege frente a la anafilaxia por antigenos determinados como
farmacos o alimentos, demuestra la eficacia de este método para alcanzar una
inmunotolerancia temporal. '*®  La vinculacion establecida entre los canales de

calcio voltaje-dependientes de los receptores beta-adrenérgicos de la
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musculatura de la via respiratoria y los cambios en los niveles de PDGF,'*""1%

podrian estar relacionados con el resultado de la degranulacion mastocitaria y
el reclutamiento celular inflamatorio en respuesta a una exposicion antigénica

especifica continua.'®

Otros factores quimiotacticos celulares como MIP-1alfa, en macréfagos,
células dendriticas y linfocitos, y MCP-1, en monocitos y baséfilos, mostraron
inicialmente en estos pacientes alérgicos a alimentos unos valores disminuidos
en comparacion con sujetos sanos, para posteriormente ascender de forma
significativa (p<0,05) tras la desensibilizacion oral alimentaria con leche en los

siguientes dos afios de seguimiento, como hemos descrito previamente.'’”®

MCP-1 esta implicada en la patogénesis de varias enfermedades que
se caracterizan por infiltrados monociticos, tales como la psoriasis, la artritis
reumatoide y la aterosclerosis.'*® Se ha demostrado que la administracién de
anticuerpos anti-CCL2 en un modelo de glomerulonefritis reduce la infiltracion
de macrofagos y células T, reduce la formacion de media luna, asi como la
cicatrizacion y la insuficiencia renal.’® Ademas esta involucrada en procesos
neuroinflamatorios asi como en la fase tardia de las reacciones alérgicas en la
que también se induce la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos y otras
diferentes citocinas por parte de mastocitos y baséfilos activados.'"

En nuestro estudio hemos observado que nifios con alergia a
proteinas de la leche de vaca tenian unos niveles medios de MCP-1 que fueron
significativamente inferiores respecto a los nifios con atopia pero sin alergia a
leche."”® Esta supresién basal de la proteina MCP-1 secretada por los
macréfagos M2 cuyo perfil de secrecion es de tipo antinflamatorio en los nifios
alérgicos a proteinas de leche de vaca podria llegar a indicar que estos
pacientes tendrian suprimida esta respuesta, y seria quizas un pilar defectuoso
en el equilibrio inmunologico que haria a esos pacientes no poder tolerar
inicialmente estas proteinas de leche. Esto hace pensar que tal vez fuera una

diana terapéutica susceptible de ser considerada en el futuro.
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La evidencia posterior en el seguimiento realizado a medio plazo
observandose que MCP-1 se normaliza con un aumento lento pero progresivo
hasta llegar a los niveles de los nifios atdpicos, y con unos niveles que duplican
los basales a los 18 meses tras la tolerancia clinica a la leche de vaca hacen
pensar en la posibilidad de que MCP-1 podria estar implicada en el desarrollo
de la tolerancia clinica en alergia alimentaria."”® El posterior aumento a los 24
meses en hasta 3 veces respecto al basal podria ser considerado como una
explicacion que este disbalance se normalizara en pacientes con un claro

déficit previo.

Los macrofagos M1, producidos en presencia de GM-CSF se ha visto
que producen citoquinas proinflamatorias como IL-23, IL-12, IL-1B3, IL-6, y
TNFa, en respuesta a Mycobacterium y promueven inmunidad de tipo Th1 , es
decir pro-Th1. Por contra, los macrofagos inducidos por M-CSF o M2 secretan
IL-10 en respuesta a estimulos externos, inhiben respuestas Th1, y se han

implicado en la induccion de tolerancia.'?

Los macrofagos M2 actuan como moduladores de autoinmunidad,
induciendo células Treg e inhibiendo la diferenciacién de linfocitos Th1 y
Th17'* 'y por ello considerados como antiinflamatorios, jugando un papel
opuesto a los M1 durante la respuesta inmunitaria. Desde el punto de vista
funcional, ambas poblaciones de macrofagos también se comportan de forma
diferente. Ademas los macrofagos M2 secretan constitutivamente MCP-1 o
CCL2 y altos niveles de IL-10 mientras IL-8 es s6lo secretada por M1. A su vez,
ambos tipos de macréfagos son capaces de secretar CXCL10, CCL3 o MIP-1aq,
CCL4 o MIP-1B, y CCL5 o RANTES tras estimulacion con LPS.

En cuanto al significado de los cambios de la MIP-1alfa, también
llamada CCL3, una proteina capaz de ser secretada por ambos tipos de
macréfagos, M1 y M2, la conclusién es mucho mas oscura.” Su funcién,
fuera de la conocida actividad de inhibir la infeccion del retrovirus VIH en
determinadas células, es la de un importante papel en la inflamacion,’® se
conoce que puede tener una actividad inhibitoria y de que tiene una actividad
pro-inflamatoria, su principal papel es el de inhibidor de células progenitoras de
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la medula 6ésea. Sin embargo, no esta claro ese papel pues ratones con déficit
genético de dicha proteina, no tienen repercusion alguna en su médula 6sea,
probablemente pro su accién redundante con otras citocinas tales como MIP-1
beta, RANTES y TGFB-1. Con estas no solo comparte funcione bioldgicas sino
también su receptor por lo que sugeriria la clara redundancia sustancial que
puede existir entre diferentes quimioquinas y que cada una individualmente no

podria ser imprescindible en la respuesta inflamatoria."*®

MIP-1alfa juega un papel importante en el desarrollo de la lesion
pulmonar en estos modelos dependientes de neutrdéfilos. El papel de MIP-1alfa
parece estar relacionado con la produccion de TNF-alfa, que a su vez regula
las moléculas de adhesion vascular necesarios para la afluencia de

neutrofilos.'®

En nuestro estudio hemos observado que nifios con alergia a proteinas
de la leche de vaca tenian unos niveles medios de MIP1-alfa que fueron
significativamente inferiores respecto a los nifios con atopia pero sin alergia a
leche respecto.'® Esta supresién basal de la proteina MIP1-alfa secretada por
ambos tipos de macréfagos M1 y M2 en los nifios alérgicos a proteinas de
leche de vaca podria llegar a ser un indicador que estos pacientes tendrian
suprimida esta respuesta, pero seria posiblemente compensada por las
proteinas redundantes de este sistema basado en la homeostasis. La
susceptibilidad como diana terapéutica en este caso seria dependiente de
obtener conocimientos sobre su funcién mas alla de las conocidas. El posterior
aumento a medio plazo observandose que los niveles de MIP1-alfa se
normalizan respecto a los niveles de los nifios atdpicos con un aumento
progresivo a los 18 y 24 meses no podemos en este caso enlazarla a la

8 Probablemente otras citocinas hacen

tolerancia clinica a la leche de vaca."’
que los cambios en MIP1-alfa puedan no tener una importancia crucial, pero se
necesitan muchos mas estudios que profundicen en la relacion entre esta

quimioquina y enfermedades alérgicas.

Llama la atencion que no se hallaron cambios significativos en los

niveles séricos de otras citoquinas relacionadas con la respuesta Th1, Th2,



ALERGIA A PROTEINAS DE LECHE DE VACA 145

Th17 o Treg -Ver Introduccién- durante el seguimiento evolutivo realizado.”®
' Aunque los cambios se mostraban préximos a ser significativos (p<0.1) en
algunos mediadores como la IL-4 y IL-5 (p=0,06), IL-1Beta y IL-12 p40 (p=0,08)
o la eotaxina (p=0.07), los resultados no llegaron a alcanzar la significancia
estadistica, pero se observa que mostraban una tendencia hacia el descenso al
igual que con PDGF y VEGF-A. Sin embargo, la escasa variacion cuantitativa y
el amplio rango que mostraban no permiten extraer datos concluyentes. Del
mismo modo, en otros factores como Beta-NGF y GM-CSF tampoco se
encontraron tendencias significativas, con valores similares durante todo el

seguimiento.

En las citoquinas estudiadas en las que no se han hallado diferencias
significativas ni tendencias evidentes, en algunos casos creemos que la técnica
empleada no es la optima para detectar los posibles cambios ya que en las
muestras analizadas vemos que sus valores eran muy bajos. Seria deseable
en futuros ensayos intentar su deteccion por otros métodos que mejoren la

sensibilidad diagnostica.

Todos estos resultados obtenidos analizados de forma global pueden
justificarse como una posible expresion del efecto inmunomodulador obtenido
con la inmunoterapia oral con alimentos. El hallazgo de un descenso precoz de
tanto los niveles de IgE especifica como hemos descrito,'’® asi como la

normalizacién de los factores mastocitarios y proinflamatorios,'”

podrian
apuntar hacia el éxito de la terapia de desensibilizacién oral, incluso en
aquellos pacientes con niveles de sensibilizacion elevados a proteinas de leche

como es el caso de nuestra serie de pacientes.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la desensibilizacion
alimentaria es un complejo proceso que potencialmente puede inducir cambios
inmunoldgicos precoces, no solo en la respuesta humoral sino también en
marcadores de actividad celular mastocitaria, como los factores angiogénicos y
quimiotacticos celulares descritos, y que por tanto que todos estos factores
podrian ser utiles en el seguimiento inmunolégico de pacientes durante la

inmunoterapia oral con alimentos.
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Aunque ésta es la primera descripcion de factores angiogénicos'”® -
PDGF y VEGF- y citoquinas celulares'’® —MIP-1 y MCP-1alfa- estableciendo
una posible vinculacién con la desensibilizacion a alimentos en pacientes
humanos con anafilaxia, los resultados parecen significativos y creemos que
son necesarios encontrar mas marcadores bioldégicos que caractericen la

patogénesis de esta enfermedad.
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5.5.- QUINTA FASE DEL ESTUDIO:

Busqueda de biomarcadores utiles en el diagndstico diferencial  con otras

enfermedades inmunoldgicas inducidas por alimento.

Los resultados obtenidos en esta parte del estudio parecen apuntar el
posible uso de algunas de estas citoquinas como marcadores biologicos que
pueden ayudarnos a discriminar entre individuos sanos, celiacos y alérgicos a

leche.'®°

Podemos observar como la Eotaxina, la IL-8 o la IL-17 mostraron
valores superiores en ambos grupos de pacientes con respecto al grupo
control, aunque estas diferencias no alcanzaran significancia estadistica, a

pesar de que la tendencia era llamativa en un primer momento.

En otros factores se muestran ciertas diferencias entre los valores de las
citoquinas de ambos grupos de pacientes, como la IP-10, marcadamente
superior en el grupo de pacientes alérgicos a leche con respecto a los celiacos
y que alcanzé la diferencia significativa.’®® Por tanto, la IP-10 podria servir de
marcador diferenciador en el caso de precisar un diagnostico diferencial entre

alergia alimentaria y celiaquia en pacientes con clinica digestiva confusa.

La expresion de la Proteina inducible por IFN-gamma o IP-10 o CXCL10,
se ha relacionado con la inflamacién en diferentes patologias. Esta quimioquina
es secretada por diferentes tipos celulares, como por ejemplo monocitos,
células dendriticas, células endoteliales y epiteliales o queratinocitos, en
respuesta al estimulo por IFN-gamma.’ Las quimioquinas tipo CXCL
inicialmente atraen a linfocitos Th1 y neutrofilos, y los receptores de CXC se

encuentran predominantemente en los linfocitos Th1.'®’

La estimulacion con histamina muestra efectos similares tanto en los
monocitos como en las células dendriticas, con regulacién negativa de IP-10
inducida por receptores TLR3 Este podria ser un mecanismo por el cual la

histamina impulsa la respuesta Th2. ¢

Debido al importante papel que la IP-10 juega en la inflamacién y su
papel crucial en el reclutamiento de linfocitos Th1 en los tejidos, se ha
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estudiado la asociaciéon de la IP-10 con enfermedades inflamatorias y
alérgicas, incluyendo dermatitis de contacto, dermatitis atdpica y enfermedades

pulmonares con inflamacién alérgica ."®*'%

Se ha demostrado que tiene un papel relevante en la inflamacion
alérgica cronica siendo detectado en los lavados nasales de pacientes con

5

alergia respiratoria.’®® También se ha demostrado su papel en enfermedades

pulmonares agudas de origen infeccioso, siendo propuesto como marcador en

® en bronquiolitis' o

las exacerbaciones asmaticas inducidas por rinovirus,'®
tuberculosis.'® Recientemente algunos autores han propuesto a la citocina IP-
10 como marcador de inflamacion de caracter mas agresivo en las tiroiditis y

por tanto, con mayor riesgo de producir hipotiroidismo residual.’®®

Debido al importante papel que la IP-10 tiene como citoquina Th1 y su
relevancia en diversas enfermedades inflamatorias, se ha investigado su
posible papel como diana terapéutica.’”® En algunos ensayos se ha valorado
el uso de anticuerpos anti-IP-10 demostrando el descenso de las
manifestaciones histologicas y clinicas en un modelo experimental de
encefalomielitis. Si se bloquea la IP-10 y CXCR3 también se observa que
disminuye la inflamacién en un modelo de colitis en ratones."”' Mas
recientemente se ha propuesto la deteccién de IP-10 como método sensible
para detectar in vitro linfocitos T reactivos al gluten en pacientes celiacos HLA-
DQ2-5.""

Segun los resultados obtenidos, seria posible que la IP-10 fuera
considerada de utilidad en el diagnostico diferencial entre celiaquia y alergia
alimentaria, asi como un factor predictivo de respuesta favorable al tratamiento

con inmunoterapia oral con alimentos.'®
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En el caso de la IL-12p40 destaca como se obtuvieron valores muy
inferiores en el grupo de pacientes celiacos tanto con respecto a los alérgicos a
leche como con los controles.'®® Este hecho nos parece relevante al postularse
la IL-12p40 también como un posible marcador diferenciador entre estas 2
enfermedades. La IL-1Alfa se mostro invariable entre los controles y celiacos,
pero parece mostrar tendencia a ser superior en el grupo de alérgicos a leche,
sin embargo estas diferencia no alcanzaron la significacion estadistica en

nuestra serie.'®

Estas tendencias observadas pueden ser de interés y seria deseable
realizar nuevos ensayos con una mayor tamafio muestral para comprobar si
estas diferencias se mantienen y alcanzan la significancia estadistica que
corroboren los resultados obtenidos en el presente estudio. Si se confirman
estas diferencias en el futuro, estas citoquinas resultarian de utilidad como
biomarcadores diferenciadores para permitir discriminar entre individuos sanos
y enfermos, y en el diagnodstico diferencial entre celiaquia y alergia a proteinas
de leche de vaca.
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6.- CONCLUSIONES

1.- El procedimiento de desensibilizacion alimentaria a leche de vaca
utilizado en este estudio es un método valido y eficaz como método terapéutico
en pacientes con alergia a proteinas de leche de vaca grave persistente,
logrando la tolerancia clinica a corto plazo.

2.- El mantenimiento de forma prolongada de la inmunoterapia oral con
leche de vaca en pacientes con alergia a proteinas de leche grave persistente
inducen cambios inmunolégicos a largo plazo que favorecen la tolerancia de

forma definitiva.

3.- El procedimiento de desensibilizacién alimentaria con leche del
presente estudio ha demostrado ser seguro en pacientes con alergia grave a
proteinas de leche de vaca, manifestando mayoritariamente reacciones

adversas leves y controlables con el protocolo presentado.

4.- Las comorbilidades asociadas del grupo de pacientes con alergia
grave a leche de vaca incluidos en el presente trabajo no han impedido que la

desensibilizacidn alimentaria se completara con éxito.

5.- La desensibilizacion oral con leche realizada logra la normalizacion
en la dieta del paciente alérgico grave a proteinas de leche y por tanto mejora
la calidad de vida del paciente y su entorno familiar en la muestra
seleccionada.

6.- La sensibilizacion a determinadas proteinas de leche sugiere la
existencia de diversos fenotipos clinicos con implicaciones en la presentacion

clinica y el prondstico de la alergia a leche.
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7.- La determinacién de los niveles séricos de IgE especifica a leche de
vaca y proteinas de leche son utiles en el seguimiento evolutivo durante el
procedimiento de desensibilizacion oral con leche, para valorar la respuesta

terapéutica de la sensibilizacion a proteinas de leche.

8.- La determinacién de los niveles séricos de 1gG4 especifica a leche de
vaca y proteinas de leche no ha demostrado ser utii como método de
valoraciéon en la evolucion durante el procedimiento de desensibilizacidon

alimentaria, aunque puede tener relevancia como marcador de exposicion.

9.- Otros marcadores bioldgicos celulares relacionados con la actividad
monocitica y mastocitaria -MIP-1 y MCP-1alfa-, y con la actividad plaquetaria y
proangiogénica -PDGF y VEFG-A-, pueden ser utiles en el seguimiento de los
pacientes durante la desensibilizacion oral con leche para valorar la

inmunomodulaciéon hacia la tolerancia definitiva al alimento.

10.- En el presente estudio no se hallaron cambios significativos en los
niveles seéricos de citoquinas relacionadas con la respuesta Th1, Th2, Th17 o
Treg durante el seguimiento evolutivo realizado que sugieran su posible utilidad
como marcadores biolégicos en pacientes con alergia a leche de vaca.

11.- La citoquina IP-10 o proteina inducible por IFN-gamma 10 resulta de
utilidad en el presente estudio en el diagndstico diferencial entre celiaquia y
alergia alimentaria, asi como un factor predictivo de respuesta favorable al

tratamiento de inmunoterapia oral con leche.
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ANEXO 1: Hoja informativa y Consentimiento Informado
| HOSPITAL DE OFRA-TORAX

| COMPLEJO HOSPITALARIO NTRA. SRA. DE CANDELARIA Dra. Sanchez Machin
. Dr. Matheu Delgado
Dr. Gonzélez Pérez
Dra. Poza Guedes

Unidad de Gestion de Alergologia-Norte

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
para Pruebas de Desensibilizacion a Alimentos

ETIQUETA CON DATOS DEL PACIENTE
DATOS DEL PACIENTE

N© Seguridad Social:
Nombre y Apellidos:
Afo de Nacimiento:

Domicilio Actual:

Teléfono de Contacto:

PARA QUE SIRVE y en QUE CONSISTE: Consiste en la toma de cantidades progresivamente
mayores de un alimento. A veces es necesario hacer antes una prueba en la piel del brazo, con el
alimento que se va a probar. Con esta técnica se intenta lograr que tolere el alimento al que sabemos
es alérgico.

COMO SE REALIZA: Es una técnica poco molesta. Se puede realizar primeramente una prueba
cutdnea con determinados alimentos. A continuacién, se le da una pequefia cantidad del alimento que
se va aumentando cada cierto tiempo, hasta llegar a la cantidad del alimento que usted normalmente
tomard, por ejemplo, un vaso de leche. En todo momento estard controlado por un equipo entrenado y
con experiencia. Dura normalmente toda la mafiana o varias horas, aunque se pueden necesitar dias.

QUé EFECTOS LE PRODUCIRA: Ninguno si no tiene reaccién. No obstante, notard los efectos
propios de la técnica (escozor o dolor por los pinchazos). A veces durante la prueba aparecen los
sintomas alérgicos que usted tuvo (picor, ronchas, pitos en el pecho). Se tratardn hasta que
desaparezcan y luego normalmente se continda.

EN QUE LE BENEFICIARA: Podrd conseguir tomar el alimento al que era alérgico.

OTRAS ALTERNATIVAS DISPONIBLES EN SU CASO: Depende de cada caso particular: puede
continuar evitando el alimento que le produce alergia. En su caso: Anafilaxia.

QUE RIESGOS TIENE: Cualquier actuacién médica tiene riesgos. La mayor parte de las veces los
riesgos no se materializan, y la intervencion no produce dafios o efectos secundarios indeseables. Pero
a veces no es asi. Por eso es importante que usted conozca los riesgos que pueden aparecer en este
proceso o intervencion.

LOS MAS FRECUENTES: Molestias locales. En el lugar de puncién (escozor o picor). Ceden en
pocas horas. * Mareo. Suele darse en algunas personas en ciertas situaciones (andlisis, visién de
sangre, dolor, etc.). Produce sensacién de calor, sudor y desvanecimiento. Debe avisarnos si nota estos
sintomas. No es grave y desaparece con medicacién. No es una reaccién alérgica. *+ Erupciones en la
piel. Picores con enrojecimiento de la piel o ronchas es una complicacién relativamente frecuente que
cede al suspender momentdneamente la prueba y administrarle medicacion para ello.

LOS MAS GRAVES: - En general son problemas poco frecuentes. - Respiratorias. Afonia,
pitos en el pecho y sensacion de asfixia. Se suspenderd la prueba y le administraremos un
tratamiento. « Digestivas. Dolor abdominal, nduseas, vémitos o diarrea. Se suspenderd la prueba y le
administraremos un fratamiento. + Muy rara vez. Puede producirse mareo, bajada de tensidn,
convulsiones e incluso parada cardio-respiratoria. En este caso se tomardn medidas de reanimacién. Es
grave pero generalmente reversible, aunque de forma excepcional puede provocar la muerte.

OTRAS CUESTIONES PARA LAS QUE LE PEDIMOS SU CONSENTIMIENTO: - A veces,
durante la intervencion, se producen hallazgos imprevistos. Pueden obligar a tener que modificar la
forma de hacer la intervencion v utilizar variantes de la misma no contempladas inicialmente.



ANEXO 1:


Hoja informativa y Consentimiento Informado


- A veces es necesario tomar muestras bioldgicas para estudiar mejor su caso. Pueden ser
conservadas y utilizadas posteriormente para realizar investigaciones relacionadas con la enfermedad
que usted padece. No se usaran directamente para fines comerciales. Si fueran a ser utilizadas para
otros fines distintos se le pediria posteriormente el consentimiento expreso para ello. Si no da su
consentimiento para ser utilizadas en investigacion, las muestras se destruirdn una vez dejen de ser
Utiles para documentar su caso, seglin las normas del centro. En cualquier caso, se protegerd
adecuadamente la confidencialidad en tfodo momento. - También puede hacer falta tfomar imdgenes,
como fotos o videos. Sirven para documentar mejor el caso. También pueden usarse para fines
docentes de difusion del conocimiento cientifico. En cualquier caso serdn usadas si usted da su
autorizacion. Su identidad siempre serd preservada de forma confidencial.

CONSENTIMIENTO

(En el caso del MENOR DE EDAD, cuando se considere que carece de madurez suficiente, el consentimiento lo dardn sus
representantes legales, aunque el menor siempre serd informado de acuerdo a su grado de entendimiento y, si tiene mds de 12 afios, se
escuchard su opinién. Si el paciente estd emancipado o tiene 16 afios cumplidos serd él quien otorgue el consentimiento. Sin embargo, en
caso de actuacién de grave riesgo, segtn el criterio del facultativo, los representantes legales también serdn informados y su opinién
serd tenida en cuenta para la decisién.)

Yo, D/Dfia manifiesto que estoy conforme con la
intfervencién que se me ha propuesto. He comprendido las explicaciones, que se me han facilitado en un
lenguaje claro y sencillo. El facultativo que me ha atendido me ha permitido realizar todas las
observaciones y me ha aclarado todas las dudas que le he planteado. He sido informado sobre posibles
alternativas al procedimiento propuesto. También comprendo que, en cualquier momento y sin
necesidad de dar ninguna explicacion, puedo revocar el consentimiento que ahora otorgue. Por ello
manifiesto que estoy satisfecho con la informacion recibida y que comprendo el alcance y los riesgos
del procedimiento. ¥ en tales condiciones:

SI NO Autorizo a que se realicen las actuaciones oportunas, incluyendo modificaciones en la
forma de realizar la intervencion, para evitar los peligros o dafios potenciales para la vida o la salud,
que pudieran surgir en el curso de la intervencidn.

SI NO Autorizo la conservacién y utilizacion posterior de mis muestras bioldgicas para
investigacion relacionada directamente con la enfermedad que padezco.

SI___NO Autorizo que, en caso de que mis muestras bioldgicas vayan a ser utilizadas en otras
investigaciones diferentes, los investigadores se pongan en contacto conmigo para solicitarme
consentimiento.

SI___NO Autorizo la utilizacion de imdgenes con fines docentes o de difusion del conocimiento
cientifico.
(NOTA: Mdrquese con una cruz.)

En (Lugar) , a (fecha)
EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

Fdo.: Fdo.:



RECHAZO DE LA INTERVENCION

Yo, D/Dha. no autorizo a la realizacion de esta
intervencion. Asumo las consecuencias que de ello puedan derivarse para la salud o la vida.

En (Lugar) , a (fecha)
EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

Fdo.: Fdo.:

REVOCACION DE LA INTERVENCION

Yo, D/Dia |, de forma libre y consciente he
decidido retirar el consentimiento para esta intervencion. Asumo las consecuencias que de ello puedan
derivarse para la salud o la vida.

En (Lugar) , a (fecha)
EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

Fdo.: Fdo.:



ANEXO 2: Aceptacion del comité de Etica y de Investigacion HUNSC
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COMPLEJO HOSPITALARIO NTRA. SRA. DE CANDELARIA

{ HOSPITAL DE OFRA-TORAX

Unidad de Gestion de Alergologia-Norte

Dr, Juan Navarro Gonzalez, Director de la Unidad de Investigacion del
Complejo Hospitalario Universitario NS Candelaria, CERTIFICA:

Que el proyecto 'Cinética de citoquinas mediante inmunoensayo multiple de

combinacion de la citometria de flujo con la deteccion por fluorescencia en

el sequimiento de pacientes que han sufrido cuadros anafilacticos” puede

realizarse por la Unidad de Alergologia-Norte del Hospital de Ofra-Torax del Complejo
Hospitalario Universitario NS Candelaria (CHUNSC) tras fa aceptacion por parte def
Comité de Etica y de Investigacion Clinica (CEIC) del CHUNSC y & expensas de
consequir financiacion externa.

Lo que certifico a los efectos oportunos en Santa Cruz de Tenerife a 23 de noviembre

de 2011. AWV
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Juan F. Navarro-Gonzdlez,MD,PhD

Jefe de Servicio, Unidad de Investigacion

Hospital Universitario Nuestra Senora de Candelaria
Santa Cruz de Tenerife
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Informe Dictamen Protocolo Favorable
Pl Biomédica

| ] C.P. MO - C.I PI-24/14

Servicio Canario de la Satud
HOSPITAL UNIVERSITARIO MNTRA. SRA. DE CANDELARIA

25 de junio de 2014
CEIC Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria

Inmaculada Plasencia Garcia
Secretaria del CEIC Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria

CERTIFICA

19, Que el CEIC Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria en su reunién del dia 24/06/2014, acta 6/2014
ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

Titulo: "ESTUDIO COLIVAC: estudio de la validez de la IgE especifica in vivo e in vitro en el fenotipaje de la Alergia
a Proteinas de la leche de vaca"

Cadigo Promotor: Cddigo Interno: Pl-24/14

Promotor:

Investigador principal: VICTOR MANUEL MATHEU DELGADO
Documentos con Versiones:

29, Considera que:

- Se respetan los principios éticos basicos y es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento
informado.
- Se cumple la legislacion aplicable.
39, Por lo que este CEIC emite un Aprobado

Lo que firmo en Santa Cruz de Tenerife, a 25 de junio de 2014

Fdo:

Secretaria del CEIC Hospital Universitario Nues$




ANEXO 3: Protocolo de Desensibilizacion con leche

INDUCCION DE TOLERANCIA A LECHE DE VACA EN PACIENTES
CON ALERGIA MEDIADA POR IgE

PAUTA DE DESENSIBILIZACION ORAL A LECHE DE VACA

Identificacion del paciente (iniciales nombre y apellidos):
N° Historia del Hospital:
N° de entrada en el estudio:

PRIMER DiA:
Fecha:

DOSIS HORA REACCION

1 ml al 1/100

2 ml al 1/100

4 ml al 1/100

8 ml al 1/100

16 ml al 1/100

SEGUNDO DiA:
Fecha:

DOSIS HORA REACCION

1,5 ml al 1/10

3mlal 1/10

6 mlal 1/10

12 mlal 1/10

2 ml sin diluir

4ml sin diluir

-En el apartado de reaccion: si no hay reaccion anotar NR.

-Si no puede hacerse en dos dias consecutivos, continuar administrando dos veces al dia en el domicilio la
dosis maxima bien tolerada en el primer dia e iniciar con esta dosis la siguiente jornada.

-Con la dosis maxima bien tolerada el segundo dia continuar con su administracion dos veces al dia en el
domicilio y citar para continuar con la pauta en una semana.

LECHE SIN DILUIR: AUMENTOS SEMANALES

-Una hora de observacion tras la dosis

-Continuara tomando en el domicilio dos veces al dia la dosis tolerada en la consulta

-Si no puede acudir una semana, continuara con la dosis tolerada en el domicilio y acudira cuando pueda
para aumentar la dosis




ANEXO 3:  Protocolo de Desensibilización con leche 


DESENSIBILIZACION EN UNIDAD:

DOSIS DiA REACCION EN REACCION EN
DOMICILIO CONSULTA

4 ml

8 ml

15ml

30 ml

50 ml

100 ml

150 ml

200 ml

250ml

-Si se presenta reaccion de urticaria, angioedema, rinoconjuntivitis, broncoespasmo, dolor abdominal o
vomitos debe seguir pauta de tratamiento dada.

-Tras su resolucion volver a administrar la dosis anterior y tras comprobar su tolerancia, continuar con
esta dosis e intentar volver a aumentar en la siguiente semana

-Si por alglin motivo se interrumpe su administracion durante tres dias, informara por teléfono para
administrar una toma bajo control en la consulta

RESULTADO DE LA PAUTA DE DESENSIBILIZACION

-Se alcanza la dosis de 200 o 250 ml con buena tolerancia (si /no):

-Si el resultado es negativo
Se alcanza la dosis de  ml

Se abandona por mala tolerancia y continua con la dieta de exclusion de leche (si/no):

INCIDENCIAS Y COMENTARIOS:




ALGORITMO DE SOPORTE VITAL BASICO

COMPROBAR
FALTA DE RESPUESTA

_ABRIR
ViA AEREA

PIDA
AYUDA

l ‘COMPROBAR RESPIRACION

Sacuda al paciente y gritele

Incline la Cabeza,
Levante el menton

Incline la Cabeza,
Levantie el mentén
VER, OIR SENTIR

Si respira, colocarlo en
Posicién de recuperacion

NO |

AVISAR
S/PROCEDIMIENTO

30 COMPRESIONES
TORACICAS

2 VENTILACIONES DE RESCATE
COMPROBAR CIRCULACION

&

2 insuflaciones
Durante 1 segundo
Valorar expansién toracica

Signos de circulacion

CIRCULACION
PRESENTE
Contintie con ventilacién
12 respiraciones / min.

NO CIRCULACION
Compresiones toracicas
~ Junto con ventilacion
Hasta llegada desfibrilador

Compruebe circulacion
Cada minuto

Recomendaciones ILCOR_Octubre_2010

Enviar a alguien o ir a buscar ayuda tan pronto como sea posible g/
de acuerdo con las recomendaciones

Relacion 30:2
100/ min. 3




INDUCCION DE TOLERANCIA A LECHE DE VACA EN PACIENTES CON ALERGIA MEDIADA POR IgE
MEDIANTE PAUTA DE DESENSIBILIZACION ORAL.

SEGUIMIENTO (GRUPO ACTIVO)

Identificacion del paciente (iniciales nombre y apellidos):
Hospital:

N° Historia del Hospital:

N° de entrada en el estudio:

Grupo ACTIVO

TELEFONO DE CONTACTO:

CONTROL POR CONTACTO TELEFONICO

Anotar la fecha de finalizacion de la pauta de desensibilizacion:

DOS SEMANAS TRAS FINALIZAR LA DESENSIBILIZACION
Fecha:
Buena tolerancia de la leche de vaca : SI/NO
Incidencias:

SEIS MESES TRAS FINALIZAR LA DESENSIBILIZACION
Fecha:
Buena tolerancia de la leche de vaca : SI/NO
Incidencias:



CONTROL A LOS DOCE MESES de la prueba de provocacion doble ciego

Fecha:
Buena tolerancia de la leche de vaca: SI/NO
Incidencias:

PRUEBAS CUTANEAS E IgE SERICA ESPECIFICA:

Fecha: Prick (diametro CAP (KU/)
mayor/menor)

Extracto de leche de vaca

o-lactoalbiimina

-lactoglobulina

Caseina

Leche de vaca natural: 1/1

Leche de vaca natural: 1/10

Leche de vaca natural: 1/100

Leche de vaca natural: 1/1.000

Leche de vaca natural: 1/10.000

IGE TOTAL: Ul/ml




HOJA DE INCIDENCIAS




INSTRUCCIONES DURANTE EL PERIODO DE DESENSIBILIZACION

(Como SE PUEDE TOMAR LA LECHE?

La leche de vaca puede tomarla sola o con colacao, nesquick, cereales o kelogs

(Puede tomar LECHE O QUESO DE CABRA o de OVEJA?

No debe tomar leche, ni queso de cabra o de oveja, mientras no se lo indique su especialista.
(COMO RELLENAR EL DIARIO DE SEGUIMIENTO?

Anotar la cantidad en ml de leche que se le da para tomar en la cuadricula “toma de leche en ml”,
en el apartado correspondiente segiin corresponda a “PRIMERA TOMA” o SEGUNDA TOMA DEL DIA”

Si no se lo acaba, medir y anotar lo que se deja en el apartado “ml que se deja”
(QUE HACER ANTE UNA POSIBLE REACCION?

Si tras la toma de leche presenta

Vomitos:
* Acudira al dia siguiente a la Consulta de Alergia del Hospital para administrar la siguiente toma de
leche

*  Poner una cruz (X) en el apartado correspondiente del diario

Rojeces o ronchas solo por la cara, alrededor de la boca:
*  Administrar: ml de ATARAX jarabe.
*  Si se repiten, informar al médico por teléfono.
*  Poner una cruz (X) en el apartado correspondiente del diario

Congestion nasal, de ojos, ronchas por el cuerpo o hinchazén de labios o de parpados:
* Administrar: mlde ATARAX jarabey mlde ESTILSONA
* Acudira al dia siguiente a la Consulta de Alergia del Hospital para administrar la siguiente toma de
leche
*  Poner una cruz (X) en el apartado correspondiente del diario

SI PRESENTA ALGUNA ENFERMEDAD (GRIPE, AMIGDALITIS, LARINGITIS, OTITIS, BRONQUITIS,
GASTROENTERITIS U OTRAS) anotar en el apartado de INCIDENCIAS el dia, enfermedad, tratamiento y
duracion.

(QUE HACER EN CASO DE DUDA?

Llamar a su médico

NOMRE Y TELEFONO DE SU MEDICO PARA CONSULTA



INSTRUCCIONES DURANTE EL PERIODO DE SEGIMIENTO:

{, QUE CANTIDAD DE LECHE DEBE TOMAR CADA DIA?
Debe hacer al menos UNA toma de ....... ml de leche de vaca UNA vez al dia, TODOS los dias
La leche puede tomarla sola o con colacao, nesquick, cereales

Completar el resto de necesidades de leche diarias con leche o derivados: yogurt u otros preparados lacteos

¢QUE HACER SI RECHAZA TOMAR LA CANTIDAD DE LECHE QUE TIENE INDICADA?

Informar al médico por teléfono.

¢QUE HACER SI POR ALGUN MOTIVO DEJA DE TOMAR LECHE?

Si pasan DOS dias sin tomar leche, informar al médico por teléfono.

(QUE HACER ANTE UNA POSIBLE REACCION?
Si tras la toma de leche presenta

Vomitos:
* Acudira al dia siguiente a la Consulta de Alergia del Hospital para administrar la siguiente toma de leche

Rojeces o ronchas solo por la cara, alrededor de la boca:

* Administrar: ml de ATARAX jarabe.
* Si se repiten, informar al médico por teléfono.

Congestion nasal, de ojos, ronchas por el cuerpo o hinchazén de labios o de parpados:
* Administrar: ml de ATARAX jarabe y ml de ESTILSONA
* Acudira al dia siguiente a la Consulta de Alergia del Hospital para administrar la siguiente toma de leche

(QUE HACER EN CASO DE DUDA?

Llamar a su médico

NOMRE Y TELEFONO DE SU MEDICO PARA CONSULTA
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Anexo 4: Listado de Comunicaciones y Publicaciones

A) Listado de Comunicaciones y Publicaciones extraidas de esta tesis

De la elaboracion de esta tesis se han extraido las siguientes
publicaciones indexadas en la base de datos Science Citation Index Expanded
y Web of Science (ISI-Thomson) y Google Scholar valorada por Thomson
Reuters (ISI) mediante el Journal Citation Reports®

1.- Poza P, Gonzalez R, Barrios Y, Franco A, Matheu V.
“MIP-1a, MCP-1, and desensitization in anaphylaxis from cow's milk”.
N Engl J Med. 2012 Jul 19;367(3):282-4. doi: 10.1056/NEJMc1200337
Factor de Impacto: 53.486 1° cuartil

2.- Poza-Guedes P, Barrios Y, Fuentes V, Franco A, Sanchez-Machin |,
Alonso E, Gonzalez Pérez R, Infante S, Zapatero L, Matheu V.
“‘Downregulation of Angiogenesis Factors, VEGF and PDGF, after Rapid IgE
Desensitization and Oral Immunotherapy in Children with Food Allergy.”
Biomed Res Int. 2014;2014:372567. doi:10.1155/2014/372567 .

Factor de Impacto: 01.579 3° cuartil

3.- Barrios Y, Poza-Guedes P, Sanchez-Machin |, Franco A, Armas H,
Gonzalez R, Matheu V.
“IP-10 in pediatric celiac disease and food allergy”.
Am J Gastroenterol 2014;109:1085-86. doi: 10.1038/ajg.2014.127
Factor de Impacto: 10.755 1° cuartil
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4.- Poza-Guedes P, Barrios Y, Gonzalez-Pérez R, Sanchez-Machin |, Franco
A, Matheu Delgado V.
"Role of specific IgE to B-lactoglobulin in the gastrointestinal phenotype of cow's
milk allergy"
Allergy Asthma Clin Immunol (en prensa)

Factor de Impacto: 02.030 2° cuartil

5.-Poza-Guedes P, Gonzalez-Pérez R, Sanchez-Machin |, Matheu V.
‘Long-term follow-up in cow’s milk anaphylaxis after successful rush
immunotherapy’.
J Allergy Clin Immunol 2014; 133 (2):106.

Factor de Impacto: 11.476 1° cuartil

6.- Poza-Guedes P, Gonzalez-Pérez R, Sanchez-Machin |, Matheu V.
“Oral Cow'’s Milk Immunotherapy: Relevant Cofactors during Long-Term
Follow-up”
J Allergy Clin Immunol 2015; 135 (2):257.
Factor de Impacto: 11.476 1° cuartil

7.- Matheu V, Poza-Guedes P, Gonzalez R, Sanchez I.
“Gastrointestinal Phenotype of Cow's Milk Food Allergy: Prevalence”
J Allergy Clin Immunol 2015; 135 (2):253.
Factor de Impacto: 11.476 1° cuartil

8.- Poza-Guedes P, Gonzéalez-Pérez R, Sanchez-Machin I, Matheu V.
“Real-Life Follow-up in Cows Milk Immunotherapy: Clinical and Serological
Data”
J Allergy Clin Immunol 2016; remitido

Factor de Impacto: 11.476 1° cuartil
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9.- Matheu V, Poza-Guedes P, Sanchez |, Barrios Y, Franco A, Gonzalez R.
“IgE casein/IgE B-lactoglobulin in gastrointestinal phenotype of cow’s milk
allergy”
J Allergy Clin Immunol 2016; remitido

Factor de Impacto: 11.476 1° cuartil

10.- Poza Guedes P, Gonzalez Pérez R, Sanchez Machin |, Matheu V.
“Oral Cow'’s milk Immunotherapy: clinical & serological data in Long-Term
Follow up”
Allergy 2010; 65 (Suppl. 92): 370-371.
Factor de Impacto: 06.297 1° cuartil

11.- Poza Guedes P, Gonzalez Pérez R, Sanchez Machin |, Matheu V.

“Oral cow’s milk immunotherapy: clinical and serological data in long-term
follow up”

Clin & Trans Allergy 2015;5(Suppl 3):158.

B) Durante la realizacion de esta Tesis Doctoral he participado en otros

diferentes proyectos que han dado lugar a las siguientes publicaciones:

1.- Gonzalez-Pérez R, Poza-Guedes P, Matheu V, Sanchez-Machin |.
“Oral mite ingestion: expect more than anaphylaxis”.
J Allergy Clin Immunol 2013 Aug; 132 (2): 505-6 IF: 12,047
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2.- Matheu V, Gonzalez-Pérez R, Poza P, Sanchez-Machin I.
“Desensitization against Clinical Tolerance”.
Med Clin (Barc)2013 (Jan 19): IF: 3,486

3.- J Iglesias-Souto, R Gonzalez , P Poza-Guedes, | Sanchez, V Matheu,
“Evaluating the Utility of Retesting for B-lactam Allergy in Children”.
Pediatr Infect Dis J. 2012 Jun 5. IF: 3,064

4.- J Iglesias-Souto, R Gonzalez, P Poza-Guedes, | Sanchez, V Matheu,
“Accuracy in diagnosis of allergy to B-lactams”.
Crit Care. 2012 Mar 9;16(2):414 IF: 4,600

5.- | Sanchez, R Gonzalez, P Poza, J Iglesias-Souto, V Iraola, V Matheu.
“Asthma and Rhinitis by storage mites”.
Allergy. 2011 Dec;66(12):1615-6. IF: 6,297

6.- V Matheu, J Iglesias-Souto, P Poza-Guedes, R Gonzalez, | Sanchez.
“Retest in betalactam allergy in children”.
J Allergy Clin Immunol 2011 2011 Aug;128(2):429; IF: 9,273

7.- | Sanchez-Machin, R Gonzalez, P Poza, J Iglesias, V Iraola, V Matheu.
“Oral mite anaphyalxis”.
Allergy 2010: 65(10):1345-7. IF: 6.297

8.- J Iglesias-Souto, | Sanchez, V Iraola, P Poza, R Gonzalez, V Matheu

“Oral mite anaphylaxis by Thyreophagus entomophagus in a child: a case
report.”

Clinical Mol Allergy 2009, 7:10

9.- Matheu V, Pérez E, Gonzalez R, Poza P, Garcia-Robaina J.

“‘Assessment of a new brand of determinants for skin test in a large group of
patients with a suspect of beta-lactam allergy”.
J Invest Allergol Clin Immunol 2007; 17(4): 257-260 IF:1,254
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could not find studies on the relationship be-
tween a physics requirement and aspects of
performance in medical school or medical prac-
tice. However, the justification for a background
in chemistry or physics is the same as it is for
one in the behavioral and social sciences — it
allows professors to move directly into more
advanced topics. Given the conceptual breadth
and strong clinical relevance of the behavioral
and social sciences, it seems unrealistic to ex-
pect medical schools to adequately train stu-
dents when many schools are unable to address
advanced topics because their curriculum time
must be used to remediate poor preparation by
some students.

Although we appreciate Dienstag’s perspec-
tive, we remain convinced that solid preparatory
training and evaluation in the behavioral and
social sciences is essential for training tomor-
row’s physicians.

Robert M. Kaplan, Ph.D.

National Institutes of Health
Bethesda, MD
robert.kaplan@nih.gov

Jason M. Satterfield, Ph.D.

University of California
San Francisco, CA

Raynard S. Kington, M.D., Ph.D.

Grinnell College
Grinnell, 1A

The views expressed in this letter are those of the authors and
do not necessarily represent those of the National Institutes of
Health.

Since publication of their article, the authors report no fur-
ther potential conflict of interest.

1. Astin JA, Soeken K, Sierpina VS, Clarridge BR. Barriers to
the integration of psychosocial factors in medicine: results of a
national survey of physicians. J Am Board Fam Med 2006;19:557-
65.

2. Institute of Medicine. Improving medical education: en-
hancing the social and behavioral science content of medical
school curricula. Washington, DC: National Academy Press,
2004.

3. Callahan CA, Hojat M, Veloski J, Erdmann JB, Gonnella JS.
The predictive validity of three versions of the MCAT in relation
to performance in medical school, residency, and licensing ex-
aminations: a longitudinal study of 36 classes of Jefferson Med-
ical College. Acad Med 2010;85:980-7.

4. Dixon D. Prediction of osteopathic medical school perfor-
mance on the basis of MCAT score, GPA, sex, undergraduate
major, and undergraduate institution. ] Am Osteopath Assoc
2012;112:175-81.
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OR: Monocyte chemotactic protein 1
(MCP-1), also kn ine (C-C motif)
ligand 2, has chemotactic activity for monocytes
and basophils and causes the degranulation of
basophils and mast cells.* Another chemokine,
macrophage inflammatory protein 1lae (MIP-1c),
also called chemokine (C-C motif) ligand 3, is
produced by macrophages, dendritic cells, and
lymphocytes.2 We have observed that 12 children
with an allergy to cow’s milk protein,? the most
prevalent food allergy in children, have signifi-
cantly lower levels of MCP-1 (mean, 11.1 pg per
milliliter) and MIP-la (12.1 pg per milliliter)
than children with atopy who do not have this
allergy (MCP-1, 28.4 pg per milliliter; and MIP-
la, 29.8 pg per milliliter).

Before desensitization was performed, oral
and written informed consent was obtained
from all patients or from their parent or guard-
ian. Compilation of the data was recorded in
accordance with European standards of data
protection, and the study was approved by the
clinical research ethics committee of the Hospi-
tal Universitario N.S. Candelaria. The study pro-

N ENGLJ MED 367;3 NEJM.OR(

The New England Journal of Medi

MIP-1a, MCP-1, and Desensitization in Anaphylaxis
from Cow’s Milk

tocol is available with the full text of thi r
at NEJM.org.

Twelve children (10 boys and 2 girls) who
were 2 to 15 years of age (median, 6 years) with
persistent allergy to cow’s milk protein, severe
recurrent episodes of grade 2 or 3 anaphylaxis,
and multiple visits to the emergency department
after accidental ingestion of cow’s milk protein
despite an appropriate restrictive diet underwent
a 2-day rapid protocol of desensitization in the
pediatric critical care unit of Hospital Universi-
tario N.S. Candelaria. All patients had positive
skin-prick tests and specific IgE antibodies to
cow’s milk protein (mean serum level of specific
IgE to cow’s milk protein, >100 kU per liter;
mean serum level of specific IgE to casein pro-
tein, >100 kU per liter).

Thereafter, a second phase was scheduled in
the outpatient clinic for the children to receive
increasing doses of undiluted milk for a 6-week
period. The goal was for the children to be able
to consume 250 ml every 12 hours after this
6-week period. In less than 10 weeks, all 12
children were able to consume 250 ml of milk.
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Figure 1. Mean Serum Levels of Chemokines and Specific IgE to Both Cow’s Milk Protein and Casein Protein
in 12 Children after Desensitization.
The T bars indicate 95% confidence intervals. MCP-1 denotes monocyte chemotactic protein 1, and MIP-lae macro-
phage inflammatory protein la.

After 2 years, all the children still consumed
a glass of milk every day, and their MCP-1 and
MIP-1a levels measured by means of flow cy-
tometry (Fig. 1A and 1C) were significantly
higher than those in children with persistent al-
lergy to cow’s milk protein (P<0.05 by the
Mann-Whitney U test). However, there were no
significant changes in serum levels of serum
cytokines such as interleukins 2, 4, 5, 6, 8, 10,
13, and 17; interferon-vy; eotaxin; RANTES (reg-
ulated upon activation normal T-cell expressed
and secreted); and tumor necrosis factor a.

Although allergy to cow’s milk protein re-
solves in 70% of affected children by 3 years of
age, its presence still leads to some deaths, life-
threatening anaphylaxis, and many concerns in
parents and guardians. With the therapeutic in-
tervention described here, children with suspect-
ed allergy to cow’s milk protein and anaphylaxis
appeared to have less stress* and to be able to
enjoy an unrestricted diet.

Elevated levels of MCP-1 and MIP-1« could re-
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flect an ongoing subclinical response to food
substances and to mast-cell degranulation and
differential inflammatory-cell recruitment in re-
sponse to the antigen-specific continuous chal-
lenge. We speculate that measurements of levels
of MCP-12 and MIP-1&° might be useful as mark-
ers of a successful protocol for milk protein
desensitization.
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in Patients Who Received Eltrombopag.
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who met the criteria for a platelet response at 12 weeks
or later. Panel B shows hemoglobin responses in 6 pa-
tients who met the criteria for a hemoglobin response
at 12 weeks or later. Panel C shows neutrophil responses
in 9 patients who met the criteria for a neutrophil response
at 12 weeks or later. The dashed portion of the line for
Patient 5 indicates the time after which eltrombopag
was discontinued because of putative cataract forma-
tion. This patient received monthly therapeutic phlebot-
omy to treat iron overload between months 6 and 18.
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Document 1 Copy of the final protocol

Copy of the final Desensitization protocol of
Cow’s Milk

The desensitization for each patient was
conducted in the Paediatric critical care unit (PCCU)
according to the safety guidelines established at the
Hospital. The procedure was explained to parents and
children and an informed consent regarding the
potential risks and benefits was signed by parents or
tutors.

Children were admitted in PCCU at 8.00 a.m. at
Day 1 (Monday) and were supported by parents/tutors
at all time. The procedure was again explained and a
baseline monitoring in medical setting was established.
A secure intravenous route was taken on patient by
nurse and rescue medications, including epinephrine,
antihistamines, bronchodilators, and supplemental
oxygen, were placed by the bedside to warrant a rapid
administration.

One ml of fresh whole milk was diluted in 99 ml
mineral water to get the proper dilution at 1:100 (v/v).
We started the procedure offering orally 1ml of the
dilution and it was ingested by the child. Every 30
minutes, double volume (2, 4 and 8 ml) of the same
dilution were offered.

When a mild systemic reaction appeared, the
same dose was repeated. When a moderate systemic
reaction appeared, proper medication was given and
after 30 minutes the same dose was repeated. After a
child tolerated 8 ml, another fresh dilution was
prepared by adding 1 ml of whole milk in 9 ml of
mineral water (1:10 (v/v)). We offered 1 ml of 1:10
dilution. The procedure finished at Day 1 when child
had no reactions and tolerated 2 ml of 1:10 dilution.

Child and parents were discharged 1 hour after
last volume with the intravenous via (protected and
with heparin) and slept at home. A 2 ml of the same
1/10 diluted milk was given Copy of the final
Desensitization protocol of Cow’s Milk

The desensitization for each patient was
conducted in the Paediatric critical care unit (PCCU)
according to the safety guidelines established at the
Hospital. The procedure was explained to parents and
children and an informed consent regarding the
potential risks and benefits was signed by parents or
tutors.

Children were admitted in PCCU at 8.00 a.m. at
Day 1 (Monday) and were supported by parents/tutors
at all time. The procedure was again explained and a

baseline monitoring in medical setting was established.
A secure intravenous route was taken on patient by
nurse and rescue medications, including epinephrine,
antihistamines, bronchodilators, and supplemental
oxygen, were placed by the bedside to warrant a rapid
administration.

One ml of fresh whole milk was diluted in 99 ml
mineral water to get the proper dilution at 1:100 (v/v).
We started the procedure offering orally 1ml of the
dilution and it was ingested by the child. Every 30
minutes, double volume (2, 4 and 8 ml) of the same
dilution were offered.

When a mild systemic reaction appeared, the
same dose was repeated. When a moderate systemic
reaction appeared, proper medication was given and
after 30 minutes the same dose was repeated. After a
child tolerated 8 ml, another fresh dilution was
prepared by adding 1 ml of whole milk in 9 ml of
mineral water (1:10 (v/v)). We offered 1 ml of 1:10
dilution. The procedure finished at Day 1 when child
had no reactions and tolerated 2 ml of 1:10 dilution.

Child and parents were discharged 1 hour after
last volume with the intravenous via (protected and
with heparin) and slept at home. A 2 ml of the same
1/10 diluted milk was given to parents and offered to
children at home at 8.00 p.m. Medical Staff was
permanently connected with parents/tutors during that
day.

Children were again admitted in PCCU at 8.00
a.m. at Day 2 (Tuesday) and the procedure was again
explained to parents and children. We followed exactly
the same method as the day before. A new fresh
dilution (1:10 (v/v)) was prepared, and a dose of 2 ml
was ingested by the child. Every 30 minutes, double
volume (4 and 8 ml) of the same dilution were offered.
Next, 1, 2 and 4 ml of whole milk were offered to every
child with an interval between them of 30 minutes. Day
2 was finished in PCCU 60 minutes after the child
tolerated 4 ml of whole fresh milk. That Day 2, child
took 4 ml of whole milk at home.

Subsequent days, child took 4 ml of whole milk at
home every 12 hours (at 8:00 a.m. and a 8:00 p.m.)
during the entire week. Parents were educated
regarding the early symptoms and to treat anaphylaxis
with the epinephrine auto injector and antihistamines
at home. They also had permanent contact by phone
with Staff to attend to E.R. in case of necessary. Every
next Monday, a double amount of milk was given in the
Outpatient Allergy Office with a specific Staff (MD and
RN) in one-to-one attendance. The 6-week schedule is
shown below.

Phase 1
Cow Amount
Day milk in ml Place Interval
dilution mm
1
2 Paediatric
1 1/100 4 Critical 30 min
8 Care
1 Unit
1/10 3
2
1/10 4
2 ? P.C.C.U. | 30 min
1/1 2
4

Phase 11
. Interval
qu Amount Locattf " dosing
Week milk . Of I’
ditation | ™| dose o
home
0 4 P.C.C.U.
1 8
2 16 Every
3 Undiluted 32 Outpatient 12h
4 64 Office
5 125
6 250
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1st Day HOUR REACTION
DOSES

Document 2 Copy of the study's initial protocol 1ml 1/100
of Desensitization of Cow’s Milk >ml 17100

The desensitization for each patient should be 4 ml 1/100
conducted in the Paediatric critical care unit (PCCU) 8 ml 1/100
according to the safety guidelines established at the 16ml 110
Hospital. The procedure should be explained to
parents and children and an informed consent 2nd Day: HOUR REACTION
regarding the potential risks and benefits should be DOSES
signed by parents or tutors. 16ml 1/10

Children will be admitted in PCCU at 8.00 a.m. at
Day 1 (Monday) and should be supported by 3.2ml 1/10
parents/tutors at all time. The procedure should be smi 1770
again explained and a baseline monitoring in medical
setting will be established. A secure intravenous route 12ml 1/100
should be taken on patient by nurse and rescue
medications, including epinephrine, antihistamines, 2.5 ml|
bronchodilators, and supplemental oxygen, will be UNDILUTED
placed by the bedside to warrant a rapid administration

3rd Day weekly increases DAY REACTION REACTION
DOSES

4

6

8

12

15

20

25

30

40

50

75

100

125

150

200
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Document 3 A copy of the original statistical
analysis plan, the final statistical analysis plan & a
summary of amendments to statistical analysis
plan (original in Spanish)

Metodologia y plan de trabajo

Se reclutaran sueros de pacientes (casos) con
hipersensibilidad demostrada (mediante historia clinica
compatible y pruebas cutaneas y/o IgE especifica y
cuando proceda provocacion controlada) frente a
diversos alimentos durante el primer semestre del afo
2012. Los participantes o sus tutores firmaran un
consentimiento  especifico. El estudio ha sido
presentado para su aprobacion por el Comité de Etica

Document 4 The Research Unit Approval of
Complejo Hospital Universitario NS Candelaria
(original in Spanish)

] HOSPITAL DE OFRA-TORAX

L] COMPLEJO HOSPITALARIO NTRA. SRA. DE CANDELARIA
Unidad de Gestion de Alergologia-Norte

lez, Director de la Unidad de Investigacion del

/5 Candelaria, CERTIFICA:

Dr. Juan Navaro Gon.

lario Univer

Complejo Hosp:

Que el proyecto 'Cinética de city mediante ir yo multiple de

combinacién de la citometria de flujo con la deteccion por fluorescencia en

por lg Unidad de Alergologfa-Norte ael Hospital de Ofra-Torax del G

io NS G

Haria

o Un HUNSC) tras la aceptacidn por

de Efica y de In igacidn Clinica (CEIC) de

conseguir financiacion externa.

los efectos oportunos en Santa Cru

Juan F. N
Jefe de Servicio, Unidad d
Hospital Universitario Nues
Santa Cruz de Tenerife

Protocol

e Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital. Se
procederda a la extraccion de sangre periférica
mediante  veno-puncibn en el momento del
diagnostico. Se procedera a congelaciéon a -80°C. De
modo similar se obtendran suero en un punto
intermedio y uno final para la determinacién de
citoquinas (IL-1 alfa, IL-1beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IP-10, MCP- -1,
MCP-3, Eotaxina, RANTES, TNF-alfa, TGF-beta, GM-
CESF) mediante sistema de la combinacion de la
citometria de flujo con la deteccién por fluorescencia,
mediante el inmunoensayo de formato «Multiplex:
Multiplexed immunobead-based profiling markers*,
que permite determinar simultdneamente diferentes
parametros con mayor sensibilidad en una cantidad
pequeiia de muestra y en las mismas condiciones.

Document 5 The Ethics Committee Approval by
Complejo Hospital Universitario NS Candelaria
(original in Spanish)

Informe Dictamen Protocolo Favorable
Otros Estudios

cr-c

02 de didembre
CEIC Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria

JAVIER MERING ALONSO

Vicepresidente del CEIC Hospital Unbrersitario Nuestra Sefiora de Candelaria
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detectidn por fluoresa

Cadigo Interma: PI-35,
Investigader principal: Dr.

Victor Matheu Dekiada
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- Se respetan los principics éicos béskcos v es adecusdo el procedimients para cbtener ef consentimiento
informade.

2%, Por bo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE
Lo que firmo en Santa Cruz de Tenerife, 2 02 de dicembre de 2011

Vicepresigente el CETC Hospital Linhefsitario Nuestra Sefiora de Candelaria

Fdo: JAVIER MERsNe ALONSD

This trial protocol has been provided by the authors to give readers additional information about their work.
Protocol for: Glez PP-R, Franco YB-A, Matheu V. MIP-1a, MCP-1, and desensitization in anaphylaxis from cow’s
milk. N Engl J Med 2012;367:282-4. DOI: 10.1056/NEJMc1200337
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Background. Angiogenesis has a key role in several conditions and is regulated by several factors such as the platelet-derived growth
factor (PDGF) or the vascular endothelial growth factor (VEGF). The goal of this study was to investigate the possible role of PDGF
and VEGF in a group of patients with severe food allergy. Methods. We design a prospective longitudinal study (n = 30) with
patients with persistent cow’s milk proteins (CMP) allergy. After achieving a CMP rush desensitization protocol, a clinical followup
including SPT and blood samples to determine sIgE, protein levels, PDGF, and VEGF-A and a panel of the most representative
Th,, Th,, T,.,, and Th,, cytokines were also monitored. Results. Baseline levels of PDGF and VEGF in the CMP allergic patients
(1170 pg/mL and 253 pg/mL) were different compared to those nonallergic CMP control subjects (501 pg/mL and 108 pg/mL). Both
PDGF and VEGF were significantly downregulated (P < 0.05) 6 months after completion of the CMP desensitization process and
remained significantly decreased 12 months later. Conclusion. The present study shows a significant increase of PDGF and VEGF in
anaphylaxis suffering children compared to a control group. Interestingly, both VEGF and PDGF were significantly downregulated

after completing a full CMP rush IgE desensitization.

1. Introduction

Food allergy is a growing problem in developed countries
and a recent meta-analysis in US patients found an increase
of almost 20% in the current prevalence of food allergy
over the past decade [1]. Although food allergy patients
are generally expected to outgrow their condition, it may
take longer than previously believed [2]. Regrettably, despite
strict dietary avoidance, food allergy still continues to be the
leading cause of anaphylaxis [3] among the pediatric patients
with a profound impairment in their quality of life [4].
These are only some of the encouraging reasons that lead
an increasing number of investigators to develop novel

therapeutic approaches (i.e., food desensitization and/or food
immunotherapy) to a better management of this health
condition.

Angiogenesis, the blood vessel formation from already-
existing blood vessel tissue, is regulated by several factors
which have received an increasing interest because of their
role in tumor growth and metastatic spread. One of the
factors, the platelet-derived growth factor (PDGF), has been
linked to several diseases such as malignant diseases and
atherosclerosis or fibrosis [5]. PDGF is synthesized and
released by platelets upon activation and smooth muscle or
endothelial cells. PDGF can also be released by activated
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macrophages [6]. A different angiogenic factor, the vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF), is described as the
most potent proangiogenic factor regulating endothelial cells,
increasing vascular permeability, promoting cell migration,
and inhibiting apoptosis [7]. VEGF has been identified as an
important target of cancer therapy [8]. The block of endothe-
lial cell VEGF activity inhibits tumor angiogenesis, normal-
izes tumor vasculature, facilitates improved chemotherapy
delivery, and prevents the recruitment of progenitor cells
from the bone marrow [8].

However, vascular remodeling is associated with
increased vascular permeability; it is also a key feature in
the pathogenesis of many chronic inflammatory diseases [9]
including lung disorders [10] such asthma [11, 12]. It has been
also shown to have an essential role of nitric oxide in VEGF-
induced, asthma-like angiogenic, physiologic responses in
the lung and some features of phenotype as mucus [10],
and it is even linked with atopic dermatitis [13]. In addition,
in vitro studies have also proved that IgE could induce
the VEGF production in mast cell lines [14].

The goal of this study was to investigate the role of a panel
of the most representative cytokines of the Th;, Thy, T ,, and
Th;, and the angiogenic factors PDGF and VEGF in a group
of patients with severe allergy—that is, anaphylaxis—after the
ingestion of cow’s milk protein (CMP), the most prevalent
food allergy in the early years of life. In addition, we have
monitored the variation in these factors before and after the
fulfillment of a standardized clinical intervention (i.e., CMP
rush desensitization) with a marked clinical outcome in the
course of the persistent disease.

2. Methods

2.1. Study Design and Population. We design a prospective
longitudinal series study of 30 pediatric patients with a diag-
nosis of persistent cow’s milk proteins (CMP) severe allergy.
All children included in the active study group complained
with anaphylaxis episodes [15] after the ingestion of CMP and
frequent nonscheduled visits to the Emergency Room (ER),
despite a correct CMP restrictive diet. These patients have
positive skin prick tests and high levels of specific IgE (sIgE)
antibodies to CMP, with a distinct immunological phenotype
showing low levels of the granule neutral proteases such as
monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) and macrophage
inflammatory protein 1 o (MIP-1), as previous described
[15, 16]. A matched group of 30 pediatric patients with no
food allergy and no dietary restrictions fulfilled the control
group. The informed consent was obtained from parents
or guardians and the CMP protocol has been previously
approved by the Hospital Ethics Committee (PI CHUNSC:
35/11).

2.2. Clinical Intervention. Those patients with CMP anaphy-
laxis underwent a two-step standardized protocol starting
with a rapid CMP desensitization at the Pediatric Crit-
ical Care Unit and followed by a subsequent oral CMP
immunotherapy treatment (OIT) at the Allergy Office to
achieve tolerance to the CMP contained in a glass of milk
(250mL) in 6 weeks as described elsewhere [15]. Allergic
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patients and their tutors were trained and fostered to recog-
nize and treat the early symptoms of allergic reactions (oral
antihistamines or corticosteroids), including anaphylaxis [17]
with epinephrine autoinjector device, while kept in perma-
nent telephone contact with the ER medical staff.

2.3. Serum Sample Collection and Measurement of Protein
and Factors. A clinical followup including sIgE and blood
samples for the measurement of protein levels was collected
and monitored at different timelines (baseline and 6 and 12
months) for every patient. After venopuncture, serum was
obtained after centrifugation and stored at —80C until the
assay experiment was completed. All in vitro experiments
were done at the same assay to avoid any in-house differences.
Specific IgE antibodies against CMP, casein, «-lactalbumin,
and fS-lactoglobulin were determined by using enzimoim-
munoassay (Phadia, Uppsala, Sweden). Along with PDGF
and VEGF-A, a panel of the most representative cytokines
of the Th;, Th,, T,,, and Th;; response was determined in
plates by using a designed immunoassay analysis. Very briefly,
the wells in the plate were soaked and a diluted capture bead
solution was added. Then it was vortex and sonicated. Then,
after washes, an incubation buffer was added to every well and
standards were added into designated wells. Samples were
added with assay diluents. The plate was then covered and
incubated for 2 hours at room temperature on a shaker. Then,
after washes, the prepared biotinylated detector antibody
diluting in biotin diluents was added to every well. The plate
was covered and incubated for 1 hour on a shaker. After new
washes, diluted Streptavidin-RPE was added to each assay
well. Plate was covered and incubated for 30 minutes on a
shaker. Finally, after washing, standards were added into wells
and plate was covered and incubated the plate for 2 hours
at room temperature on a shaker. The plate was read on any
immunofluorescence reader.

2.4. Statistical Analysis. Statistical analysis was performed by
application of Mann-Whitney U test using StatView software.
The differences were considered significant when P was equal
or less than 0.05 P < 0.05.

3. Results

The active study group included 30 children (24:6
male : female ratio; 2-15y.0.: median 77y.0.) with a clinical
diagnosis of persistent CMP allergy expressed as severe
recurrent grade II/III anaphylactic episodes [15]. The
diagnostic workout showed positive skin prick tests and very
high levels of sIgE antibodies to whole CMP (average sIgE
to CMP 189KkU/l) and casein protein (178 kU/l) (Table 1).
Significant low levels of two macrophage (MIP-lalpha) and
monocyte proteins (MCP-1) [15] compared to control group
were also observed. MIP levels were 11.4 pg/mL in the active
group compared to 26.9 pg/mL in control group (P < 0.05);
MCP levels was 11.9 pg/mL in the active group compared to
28.7 pg/mL in control group (P < 0.05).

All patients successfully completed the clinical follow-up
during 12 months with a daily dose of 250 mL of cow’s milk.
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TaBLE 1: Figures of levels of specific IgE against some cow’s milk
protein fractions in the patient group and control group.

Patients group n = 30 Control group

Allergen . n=30
Specific IgE (kU/L)
Average Range Median
Whole cow’s Milk 189  30-586 146 <0.35
Casein 178 26-544 90 <0.35
a-lactalbumin 21 9-34 21 <0.35
B-lactoglobulin 16 2-38 7 <0.35

A significant decrease in the degree of the sensitization was
observed by either in vivo (SPT) or in vitro (sIgE) tests or both
(Table 1). Most of the CMP adverse reactions were recorded
during the first 18 weeks of the protocol. Nonscheduled
assistance in the ER was needed in only two patients while
the rest of the recorded CMP adverse reactions were properly
managed and treated by patients, parents, or guardians at
home.

Baseline levels (i.e., prior to CMP desensitization) of
PDGEF in patients were different compared to the nonallergic
children (1170 pg/mL and 501 pg/mL, resp.). The basal levels
of VEGF were also significantly different in both groups
(253 pg/mL and 108 pg/mL). In both cases, the differences
were statistically significant with a P < 0.05.

Followup of the levels of both PDGF and VEFG factors
were determined and were significantly downregulated (P <
0.05) 6 and 12 months after fulfilling the CMP desensitization
protocol (Figure 1).

There were not any significant differences in the basal
levels of some Th, cytokines between the active and the
control group. IL-4 levels were 22.3 pg/mL in active group
and 31.5 pg/mL in control group, IL-5 levels were 12.7 pg/mL
in active group versus 15 pg/mL in control group, IL-6 levels
were 6.9 pg/mL in active group versus 3.0 pg/mL in control
group, IL-8 levels were 21.6 pg/mL in active group versus
21.1pg/mL in control group, and IL-13 levels were 8.2 pg/mL
in active group versus 7.0 pg/mL in control group.

No significant differences were either observed in other
cytokines tested in both groups (active and control group
at baseline time such as IL-2 (20.0 pg/mL in active group
versus 17.5 pg/mL in control group), IL-12p40 (381 pg/mL in
active group versus 305.5 pg/mL in control group), IL-12p70
(192 pg/mL in active group versus 25.0 pg/mL in control
group), IFN-y (22.3 pg/mL in active group versus 31.5 pg/mL
in control group) and TNF-« (17.8 pg/mL in active group ver-
sus 14.7 pg/mL in control group), TGF- (3.9 pg/mL in active
group versus 3.5 pg/mL in control group), IL-10 (8.7 pg/mL
in active group versus 9.0 pg/mL in control group), and IL17
(12.5pg/mL in active group versus 13.0 pg/mL in control
group).

As shown in Figure 2, no significant differences were
found in IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, or IL-13 levels between the
basal and 12 months after treatment in the active group.
However, differences between basal time and 12 months in
active group were near to be significant with P < 0.1 with

a trend in the case of IL-5 (P = 0.06), IL-6 (P = 0.09), and
eotaxin (P = 0.07) (Figure 2).

Similarly, no significant differences were observed in IL-2,
IL-12p40, IL-12p70, IEN-y and TNF-«, TGF-p, IL-10, and
IL17 (Figure 3). However, again a tendency to observe a
significant difference was observed in IL-12p40 (P = 0.08)
and IL-10 levels (P = 0.09).

Finally, the basal levels of MCP-1 (11.1 pg/ml) and MIP-
la (12.1 pg/ml) in children with anaphylaxis were significantly
lower than children of the control group (MCP-128.4 pg/mL;
and MIP-1x, 29.8 pg/mL). Levels of these downregulated
MCP and MIP-1« did not significantly changed one year after
oral immunotherapy as previously observed [15].

Remarkably, in all cases, It must be noted that all assays of
each of the cytokines were performed under the same condi-
tions and the same plate at the same time, to avoid differences
between assays.

4. Discussion

Anaphylaxis is known as the most severe allergic reaction [3].
Insect sting, drugs, foods, and even mites are able to trigger
human anaphylaxis after activating specific receptors on the
mast cell surface. IgE- and non-IgE-dependent mechanisms
may cause degranulation of mast cells releasing preformed
mediators such as histamine, proteoglycans, or serine pro-
teases and also cytokines and de novo lipid mediators.

In early 70s a platelet-activating factor was first linked
with allergy and IgE response [18]. This factor, so-called PAF,
has been recently defined as an important mediator playing a
pivotal role that correlates with the severity of anaphylaxis [19,
20]. In fact, the key treatment of anaphylaxis, epinephrine,
has also been associated with human smooth muscle cells
after stimulation with PAF [21].

In this study, we were looking for different platelet
associated factors, such as PDGF since it can not only be
synthesized by activated platelets but also be released by
activated macrophages [6]. Interestingly, we have found a
significant increase of PDGF levels in the CMP anaphylactic
children compared to the CMP nonallergic control subjects.
Furthermore, those levels of PDGF were later significantly
downregulated after the implementation of a specific clinical
intervention as a rapid CMP desensitization protocol, while
no changes were found within the control children. This
group of CMP anaphylactic patients also presents high levels
of VEGE another potent proangiogenic factor that specifi-
cally acts on endothelial cells increasing the vascular perme-
ability. In fact, some early findings provided the evidence that
human peripheral blood eosinophils induce angiogenesis
[22], the growth of new vessels from preexisting ones, and
to some extent VEGF could play an important role in
angiogenesis, the subsequent airway remodeling in bronchial
asthma [23] and the different phenotypes of asthma [10].

The CMP anaphylactic patients that underwent the two-
step CMP rush desensitization had significantly lower lev-
els of PDGF and VEGF-A 6 months after completing the
protocol compared to their own baseline determinations. In
contrast, the serum levels of the Th,, Th,, Th,;, and T, key
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FIGURE 1: Levels of Th, cytokines in the active group (mean and standard error of patients—#n = 30—at basal time and 6 and 12 months). In
control group there were no differences at any time.
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cytokines did not significantly change throughout the CMP
desensitization. However, there are several subtle changes
which, although they are not significantly different, have a
clear tendency to be. The nonsignificant changes in IL-5 levels
were unexpected, although the P value showed a trend (P =
0.06). We have highlighted this result as a result that is not
statistically significant, but the trend is clear. This result is
correlated with the decrease of VEGF and with the decrease
of the levels of eotaxin (P = 0.06). Similarly, it has been
seen with peripheral eosinophils as it has been shown before
[24, 25]. However, we did not find any clear tendency in
Eosinophilia in our patients. Eosinophilia, which is a marker
of allergic processes, especially with respiratory allergy, could
increase in cases of occurrence of respiratory sensitization
against mites or could decrease in patients with improvement
in their atopic dermatitis. All these results would support a
cause/effect about the immune-modulatory changes derived
from oral immunotherapy. That is why we decided not to
include such data in the present paper. All these results
would support a cause/effect about the immune-modulatory
changes derived from oral immunotherapy.

In case of other important cytokines, we did not see
differences. In some cases, such as IFN-y, we firmly think that
the assay is not the optimal procedure to detect subtle changes
since the detected levels in our samples were extremely low.
This should be better informed to avoid spending time and
effort in an assay that is better for other molecules.

Downregulation of both VEGF and PDGF [26] after
the rapid IgE desensitization, an antigen-specific method
that prevents mast cell degranulation and protects patients
from food and drug anaphylaxis, [27] has proved as a
valuable method to obtain a temporary immunotolerance.
This issue along with the additional oral antigen-specific

immunotherapy may evidence the a possible mobilization
of calcium through into voltage-dependent calcium channels
in the desensitization of beta-adrenoceptors in the airway
smooth muscle as speculated before [28] and this could be
linked to the changes in the levels of PGDF [29]. It could also
reflect the result of mast cell degranulation and differential
inflammatory cell recruitment, in response to the antigen-
specific continuous challenge [27].

Desensitization protocols with drugs have been well
described but are considered risky procedures [30] although
they may become easier to accomplish when the target cells
are found in their refractory period [31] as recently revised
[32].

After an accurate diagnosis [33, 34], a rush CMP desensi-
tization protocol is an effective therapeutic intervention for
patients with persistent CMP allergy to achieve a clinical
tolerance, although immunological tolerance is still unclear
[15]. As food allergy probably results from a failure of the
correct development of ordinary oral tolerance, the oral route
in OIT takes advantage of the cells and immune pathways
involved in the induction of oral tolerance. The possible
mechanisms of oral food desensitization included increased
milk-specific 1gG4 with decreased levels of specific IgE
followed by decreased activation of mast cells and basophils
with their related cytokines. The early downregulation either
of IgE or mast cell activating factors could address the success
of the oral desensitization therapy, even on those patients
with basal high levels of CMP sIgE.

At this time it is unclear if a permanent clinical tolerance
could be achieved or it is only transient depending on the
maintenance of daily dose [2]. Our data proved that CMP
desensitization is a complex process with the potential to
induce early immunological changes, not only in the humoral
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response, that is, sIgE and IGg4, but also in mast cell activity
markers, that is, angiogenic factors, that may be of use in the
immunological outcome of OIT.

Although this is the first description of the PDGF and
VEGF angiogenic factors related to food desensitization in
human anaphylaxis, more biological markers are needed to
characterize the pathogenesis of this disease.
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Figure 1. To illustrate the biological plausibility of an unexpected biologic process resulting in re
duced specificity of an anti-adhesion therapy, consider the case of abciximab, an anti e B, integrin
monoclonal. In panel a, when patients develop anti-complex antibodies, these stabilize the interaction
hetween the anti-integrin antibody and its target, reducing the specificity of the interaction. Rather
than binding only platelets with activated e 3, integrins, this less-s pecific binding leads to binding
of all platelets and to significant bleeding. Similarly, it is plusible to ervision (b) that a similar anti
complex antibody could bind both vedolizumab and the o integrin molecule. This would strengthen
the binding between veddizumab and the o integrin, potertially leading to less-specific binding of
ad integrins (including odfl integrins on brain-specific lymphocytes). This unlikely but biologically
plausible event could effectively turn vedolizumab into an ad-specific antibody {i.e., natalizumab) in
these rare patients. This type of rare anti-complex antibody might be more frequent in patients with an

autoimmune diathesks.

physicians and pharmaceutical companies
that PML could occur.

This brings us to the topic of the
biological plausibility of the rare event of
PML in associaion with anti-adhesion
therapies. We offer as a cautionary exam-
ple the unexpected immunologic effect
of serum antibodies to Abciximab. This
monoclonal  antibody  therapy was
designed to bind to the activated form
of platelet glycoprotein IIby/Illa (aka
integrin o, B.), and prevent dotting dur-
ing endovascular procedures without
an excess of clinically important bleed-
ing in mosl patients. However, some
patients developed antibodies against
the abciximab/platelet complex, which
reduced the specificity of this interaction
(3). When one of these rare patients is
lrealed with abciximab, severe thrombo-
cylopenia occurs, and rapid bleeding from
all mucosal surfaces ensues. Although
it is unlikely that a similar mechanism
might reduce the specificity of other anti-
integrin monoclonal therapies, it is not
impossible.

‘That this has previously occurred in
patients treated with another anti-integrin
monoclonal antibody, and that patients
with inflammatory bowel disease (IBD)
are prone lo autoimmune reactions, makes
it unlikely but possible that an unforeseen
mechanism in rare patients could reduce

@ 2014 by the American College of Gastroenterology

the specificity of an anti-o4[}7 monoclonal
therapy (Figure 1). Sufficient sample size
can change a very rare event Lo a reason-
ably likely event.

We would like to reiterate that the rule
of 3s provides the upper limit of the 95%
confidence interval, nol the actual esti-
mate of the risk of an event. We agree with
the letter writers that PML cases associ-
ated with vedolizumab, if they occur at
all, will be rare events, and that there are
many factors that could affect an estimate
of the frequency of rare events, including
biological plausibility, latency, and other
risk factors.

We are hopeful thalt anti-adhesion
therapies will prove beneficial Lo mil-
lions of patients with IBD worldwide, but
we should be prepared for the possibility
of rare evenls, induding PML. We hope
that if PML does occur in the future in
association with the newer anti-adhesion
therapies, gastroenterologists, the Food
and Drug Administration, and the gen-
eral public will thoughtfully consider the
frequency of rare events and embrace the
richness of human diversity. To paraphrase
Miranda in Shakespeare’s The Tempest
(V.i), O brave new world, that has such
biologic processes in it!

To dismiss the past (abciximab) and
deny the possibility of rare risks in the
future would make us ill-prepared for an
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important polential complication. As ved-
olizumab leaves the island of clinical tri-
als for the wider world of clinical practice,
rare evenls might occur, but we should
nol panic or overreact to them. Instead,
we should thoughtfully consider the fre-
quency and magnitude of benefits in rela-
tion to the frequency and magnitude of
rare risks.

CONFLICT OF INTEREST

P.D.RH. has participated in clinical trials of
the anti-adhesion therapies vedoltzumab,
AMGIL81, and PE-00547659 as a site inves-
tigator.

REFERENCES

1. Feagan BG, Colombel J-F Hananer SB et al
Comment on ‘Anti-adhesion thermpies and the
rule of 3 for rare events! Am ] Gastroenterol
2014; 109:1083—4 (this issue).

2. Govani SM, Waljee AK, Higgins PDR. Anti-
adbesion therapies and the rule of 3 for e
events. Am | Gastroenterol 2003108 183 1-2.

3 Lajus 8, Clofent-Sanchez G, Jais C et al.
Thrombocytopenia after dbciximab wse results
from different medhanisms. Thromb Haemost
20105103651 -61

!Division of Gastroenterology, L niversity

of Michigan, Ainn Arbor, Michigan, USA.
Corespondence: Peter D.R. Higgins, MD, PhD,
MEc, Division of Gastmenterclogy, University of
Michigan, SPC 5682 1150 West Medical Center
Drive, Ainn Arbor, Michigan 48109, USA,

E-mail: phiggins€umich.edu

IP-10 In Pediatric
Celiac Disease and Food
Allergy

Yvelise Barrios, MD, PhID,

Paloma Pom-CGuedes, MDY,

Inmaculada Sandhez-Machin, MD32
Andres Franco, MDY, Honerio Armas, MD,
Phl?, Ruperto Gonealez, MD, PhI¥ and
Victor Matheu, MDD, PhD*#

doi:10. 1038 f2jg. 2014.127

To the Editor: We have carefully read the

paperrecently publishedin AJG (1), inwhich
the authors have described an approach Lo
differentiate the diagnosis of celiac disease
(CD) from that of non-celiac patients with
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glulen sensitivity. On the other hand, some
other authors have recently also shown the
utility of detection of interferon-y (IFN-y)
and IEN-y-inducible protein-10 (IP-10) by
ELISA or IEN-yELISpot for the detection
of gluten-reactive T cells in HLA-DQ25+
associaled CD (2). With this in mind,
we aimed lo study the importanceol the

detection of [P-10 levels in patients with
a debut confirmed diagnosis of CD and
lo compare lhese with levels in children
alfected with food allergies.

Patients with CD had a wide spectrum of
gastrointestinal symptoms, isolated or not,
including abdominal discomfort, nausea,
vomiling, fallure to thrive, constipation,
or abdominal pain with iron deficiency.
All patients of the CD group were posi-
live for anti-transghitaminase antibodies
(Tgt Abs), which were delected using anli-
IgA fluoroenzymoimmunoanalysis against
human and recombinant Tgt (ElialM
Immunocap 250), and for anti-deaminated
glhiadine antibodies, which were detected
using standard ELISA (Quanta LiteTM
Gliadin IgA II). The allergy group con-
sisted of subjects with food allergies and
hypersensitivity [ symptoms as described
elsewhere (3). A healthy control group
consisted of patients who had assisted in
the study of drug allergies and who were
anlibodies. Informed consenl from palients
and/or controls was obtained. The ethics
commillee approved the study (PI: 35/11
and PI: 12/14).

IP-10 levels measured using Immuno-
assay (Procarta, Affymetrix) and read by
flow cytometry (Luminex) were higher
(statistically significant by the Kruskal-
Wallis nonparamelric method for three
groups) in CD patients (n=19; aver-
age of 212 pgfml) compared with control
patients (n=10; 111pg/ml). However
levels in CD patients were significantly
lower than those in patients with a ood
allergy (n=18; 627 pg/ml). As it has been
reported that duodenal biopsies of pediat-
ric CD patients have shown an inflamma-
lory profile consisting of augmented IL8&
and IL17 {4,5), we also measured these
cylokines. In our sample, IL8 and ILI7
were also clearly elevated, thus confirming
the possibility of an immunotherapeutic
intervention al this poinL

The American Journal of CGAS TROENTEROLOCY

It is known that IP-10 is secreted by
several cell types such as monocyles,
endothelial cells, and fibroblasts in res-
ponse Lo IFN-v. IP-10 has been aliribuled
several roles, such as chemoallraction
for monocylesfmacrophages. IL is possible
that the IP-10 levels before intervention
are predictive of a favorable response
and have a supporting role in differential
diagnosis of CD and food hypersensitivity.
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A Fatal Case of

Diffuse Enteritis After
Colectomy for Ulcerative
Colitis: A Case Report
and Review of the
Literature

Joseph D. Feverstein, MLY, Sveta Shah, MD',
Robert Najarian, MD?, Deborah Nagle, MD?
and Alan C. Moss, MD'

doi: 10,1036 /5g.2014.118

To the Editor: Colectomy is considered
curalive in patients with refractory ulcera-
tive colitis (UC). However, case reports
exist of patients developing de novo jeju-
nitis years after colectomy for UC. We
present a case of a fatal severe enteritis that
developed immediately following colec-
tomy in a patient with UC, and a review of
the literature.

A 56-year-old woman was admitted to
our center with hematemesis, high leos-
tomy output, and lethargy 11 days after a
total proctocolectomy for refractory UC.
She had a 12-year history of left-sided UC,
bul relapsed in the last 6 months despile
mesalamine. During her preceding admis-
sion, enteric infections and cylomegalo-
virus (CMY) were excluded. She failedto
respond to 5 days of IV steroids and sal-
vage therapy with IV cyclosporine. She
underwent a proctocolectomy with ileal
j-pouch formation, and a diverting loop
ileostomy, with a normal-appearing small
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Abstract:

Rationale The prevalence of many phenotypes of food allergy is increasing. Specific
gastrointestinal (Gl) phenotype of food allergy (Gl allergy) is also increasing but it is
difficult to know the prevalence because of many entities.

Methods: A 1 year retrospective study of pediatric patients complaining exclusively
gastrointestinal symptoms after cow’s milk consumption and at least one positive specific
IgE (sIgE) to cow’s milk (CM) proteins (CMP) was done (n=39). The most prevalent
symptom was abdominal cramps in 35 patients (90%), discomfort or abdominal distention
in 30 patients (75%), diarrhea in 10 patients (25%) and constipation in 5 patients (12%).

IgA anti-transglutaminase antibodies were absent and lactose intolerance was
ruled out in all patients. Average of total IgE on this group was 288 Ul/ml. sIgE against B-
lactoglobulin was the dominant with an average of 4.14 kU/I. sIgE to casein, which is the
dominant protein in systemic anaphylaxis was 1.74 kU/I; sIgkE to a-lactoalbumin, the other
whey protein, was 0.83 kU/I and sIgE levels to CM were 0.78 kU/I. The quotient sIgE
CAS/sIge BLG in these patients was always lower than 1. Patients experienced an
improvement of their symptoms after a cow’s milk free diet. An open oral challenge with
cow’s milk did mimic their initial symptoms in all patients. However, the open oral
challenge with dairy products was well tolerated.

Conclusions: Patients with a specific phenotype of Gl allergy with cow’s milk have
specific IgE against betalactoglobulin, as a dominant sIgk. These patients could beneficiate

of a diet with dairy products.

Keyword:
cow’s milk allergy; food allergy; gastrointestinal allergy; specific IgE,

betalactoglobulin; casein; anaphylaxis; IgE-mediated allergy.
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Food allergy is currently recognized as a rising problem worldwide. Specific
gastrointestinal (Gl) food allergy (Gl allergy) is also increasing ! although it is difficult to
know the real prevalence because some entities may overlap and many unclear
mechanisms are probably involved?! 2 3. GI Allergy could be classified into three types
according to the implication of immunoglobulin E (IgE) in their pathogenesis, i.e. classical
"IgE-mediated entity"; a "combined IgE- and cell-mediated" type and finally,, a "cell-
mediated/non-IgE-mediated", consistent with several conditions such as food intolerance
or food protein-induced enterocolitis syndrome. Interestingly, those patients afflicted with
the GI allergy phenotype develop selective gastrointestinal symptoms exclusively -in
contrast to systemic anaphylaxis- hours after the ingestion of offending foods ! 4; they
probably belong to the cell-mediated/non-IgE-mediated or combined IgE- and cell-
mediated food allergy types which are generally diagnosed on the basis of the clinical
manifestations ' 4 >, The final pathogenic mechanisms of Gl allergy have not been
elucidated yet since the diagnostic approaches are not clear and no consensus has been
reached either.

We performed a 1-year observational retrospective study of patients with selective
Gl symptoms —i.e. discomfort, abdominal distention, abdominal cramps, flatu-
lence, nausea, vomiting, constipation or intermittent diarrhea only over 30 minutes after
the intake of a glass of cow’s milk. The inclusion criteria also comprise a positive (>0.1
ku/1) serum specific IgE (sIgE) to cow’s milk proteins (CMP) such as casein (CAS), and the
main whey proteins such as a-lactoalbumin (ALA) and B-lactoglobulin (BLG). Those
patients with confirmed extra-intestinal -cutaneous, ocular, respiratory and/or
cardiovascular- symptoms immediately (less than 30 minutes) occurring after a glass of
cow’s milk were excluded of the study group. A diagnosis of celiac disease and a diagnosis
of lactose intolerance were also considered as exclusion criteria. Two different groups of
subjects were used as control groups, both with markedly different clinical features (CM

tolerant and CM and anaphylactic) were compared to the study group.
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Skin prick tests (SPT) with commercial extracts of cow’s milk proteins (CMP) were
performed (IPl; Stallergenes, Spain). Measurement of the total concentration of IgE (tIgE) in
each serum was obtained by enzime-immunoassay (ImmunoCAP, Phadia AB, Uppsala,
Sweden). Specific IgE (sIgE) against whole cow’s milk (CM), casein (CAS), a-lactoalbumin
(ALA) and B-lactoglobulin (BLG) were also measured by the (ImmunoCAP) with a detection
limit of 0.1 kIU/L. All patients experienced an open challenge test with cow’s milk. Celiac
disease and lactose intolerance was ruled out by absence of IgA anti-transglutaminase
antibodies ® by enzyme-linked immunoassay (EliA Celikey IgA, Phadia AB, Uppsala,
Sweden) and lactose intolerance test, respectively. The protocol was approved by the
Regional Ethics Committee. Statistical analysis considered significant differences when p<
0.05 (Mann-Whitney U test and Kruskall-Wallis test).

A total of 336 subjects referring food reactions, out of 1344 pediatric patients were
seen in the Outpatient Office during the 12-months study period. Thirty nine subjects
(11%) referred gastrointestinal symptoms exclusively -no other complain at least 30
minutes after cow’s milk consumption- and showed at least a positive sIgE to CMP. Median
of age was 5 y-o and 55% were girls. The most prevalent symptom was abdominal cramps
in 35 patients (90%), followed by discomfort or abdominal distention in 30 patients (75%),
diarrhea in 10 patients (25%) and constipation in 5 patients (12%).

SPT with commercial extracts to CMP were positive in only 40% (16 patients). IgA
anti-transglutaminase antibodies were absent in all patients ©. Average of tgE on this
group was 288 Ul/ml (median: 144Ul1/ml), while sIgE against B-lactoglobulin was dominant
among the CMP slgE profile with an average of 4.14 kU/I (median: 1.67kU/I; range 0,21-
33). The other 2 proteins detected were casein, which is the dominant protein in systemic
anaphylaxis 7 with an average of 1.74 kU/I (median: 0.18kU/I) and another whey protein,
a-lactoalbumin, with average of 0.83 kU/I (median: 0.23kU/I). Average of sIgE levels to CM
were 0.78 kU/I (median: 0.27kU/I). The quotient sIgE casein/sIgE B-lactoglobulin in this
selected population was always lower than 1 (average 0.3).

All patients experienced a clinical improvement of their symptoms after the

implementation of CM free diet. A new open challenge with a glass of CM reproduced the
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initial symptoms in all patients. A subsequent open oral challenge with dairy products
(yogurt) was well tolerated in all patients. Additionally these patients maintained taking
dairy products on a daily basis diet (fermented such as yogurt or cheese, and baked such
as custard).

Bovine B-Lactoglobulin, the major whey protein of cow's milk (~3 g/l), is a small
protein, with an 18.4 kDa molecular weight. Unlike the other main whey protein, no clear
function has been identified to a-lactalbumin, although a role in the transport of some
hydrophobic molecules & has been suggested. Among bovine whey proteins, BLG is also a
known prevalent allergen, as listed in Annex llla of Directive 2000/13/EC and
demonstrated by both SPT and oral challenges °.

The patients with the phenotype of Gl allergy have shown low, but positive levels
of slgE against BLG. Patients with this specific phenotype are not susceptible to follow
regular CMP desensitization protocols 1° 7, which it has been a hot topic in recent years.
The current CMP desensitization protocols have been specifically designed for those
patients with the classical anaphylaxis phenotype of IgE-mediated reactions 7, although no
guidelines have been developed to determine whose patients may benefit. Interestingly,
the quotient sIgé CAS/sIgE BLG in the patients with the Gl allergy phenotype was always
lower than 1 (average 0.3) compared to those subjects with anaphylaxis, with a quotient
higher than 17, given that their dominant allergenic CP is casein.

Remarkably 10 patients had levels of sIgE against CM lower than 0.1 kU/I and
additionally 12 more subjects showed levels between 0.1 and 0.35 kU/I, which has been
the traditional cutoff of many immunoassays of specific IgE. This data is interesting, since
many of these patients, with sIgE to CM lower than 0.35 kU/l may be under-diagnosed in
the past. The current limit of detection, as low as 0.1 kU/I, for slgE might help to

11 of allergy. Similarly, ten patients with

discriminate among different clinical profiles
levels of sIgkE against CM lower than 0.1 kU/I, had levels of sIgE to BLG higher than 0.1
kU/l. With these findings, we believe that the determination of several proteins including
CAS, ALA and BLG, in addition to specific IgE to CM, should be mandatory. The new

detection limits of 0.1 kU/I should always be also recommended. It was only noticed that
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in these subjects with this phenotype of patients, the sensitivity of sIgE quite higher than
the SPT with commercial CM extracts, detecting only 40% of patients with a positive SPT.
A diet including dairy products but free of cow’s milk has been useful with strong
positive consequences in their nutrition. Just as it has been shown that heat diminishes
the reactivity of milk'%%3 or egg'4, fermentation some dairy may help to decrease some
proteins. In the yogurts it has been shown BLG detection greatly diminished compared to
fresh milk > . Even many yogurts have shown an absence of BLG; while other proteins
such as CAS and ALA remain present in these yogurts. It is not known the cause why this
happens. This could be argued because processing of dairy products could stimulate
polymerization of BLG, which is the major whey protein of cow's milk, in tetramers that
probably changes spatial distribution of allergen epitopes ? and decreasing allergenicity in
children and adults with an IgE-mediated cow’s milk allergy 6. Since there are differences
between different products ', it would also be necessary that manufacturers prove the
presence or absence of BLG in natural form to unsure their labeling convinces the
requirements to identify BLG in food products. Further studies should be performed to
delineate this Gl allergy phenotype and if it is suitable to maintain dairy products in these

patients. More studies are necessary in defining all possible different phenotypes.
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Table 1: Figures of levels of specific IgE against some cow’s milk protein fractions in the G-I group and

Anaphylaxis group.

B- lactoglobulin

Gl allergy n=39 Anaphylaxis n=20 Significance
Average Range | Median | Average Range | Median p
total IgE (1U/ml) 288 16-2360 144 457 295-2500 360 <0.01
Allergen specific IgE (kU/1)
Whole Cow’s Milk 0.74 0-2.48 0.26 189 30- 586 146 <0.01
Casein 1.74 0-4.8 0.18 178 26- 544 90 <0.01
a- lactoalbumin 0.83 0-3.7 0.23 21 9-34 21 <0.01
B- lactoglobulin 4.14 0.10-334 1.67 16.2 2.1-38 7.25 <0.01
RATIO Casein/ 0.30 0.08-0.99 0.22 20 2.1-99 9.5 <0.01
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Factors involved in the efficacy of the
oral induction of tolerance in patients
with cow’s milk allergy

Reche, M'; Valbuena, T'; Fiandor, A% Padial, M";
Martin-Esteban, M?; Pascual, C'

"Allergy, Hospital Infanta Sofia, Madrid, Spain; 2Allergy,
Hospital La Paz, Madrid, Spain

Background: The aim of this study was to
evaluate predictors factors in the efficacy
of an induction oral tolerance (OTI) proto-
col in children with severe cow’s milk
allergy (CMA).

Method: A group of patients with diagno-
sis of CMA, were selected for a double-
blind, placebo-controlled food challenge.
Oral desensitization was performed with
increasing doses starting with 0.01 mg of
cow’s milk (CM) proteins until 200 ml of
CM daily. The initial duration of OTI was
performed in 4 months. Several variables
were measured to predict the efficacy of his
protocol of OTI.

Result: Forty-two children older than
3 years, (mean 3.5 years), 19 females, 23
males, and a diagnosis of CMA were
included. All the challenges performed
were positive; 17 patients developed ana-
phylaxis. In 18 patients, OTI were done
without adverse side effects and completed
the protocol in the time programmed. In
21 patients OTI were complicated because
adverse side effects moderate, and/or chil-
dren need more time to complete the pro-
tocol. In two patients OTI protocol was
failed because severe and repeated side-
effects. Specific IgE to casein (P < 0.001),
positive  family  history of  atopy
(P < 0.002) and persistent atopic dermati-
tis (P < 0.001) are associated with more
adverse side reactions and less possibility
of success of this OTI protocol.

Conclusion: Several factors could predict a
better clinical response to a OTI protocol
in patients with milk allergy.
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Milk oral immunotherapy in school-aged
children with immunoglobulin E-
mediated cow’s milk allergy

Paassilta, M"; Salmivesi, S'; Korppi, M"; Makela, M?
'Pediatric Research Center, University of Tampere and
Tampere University Hospital, Pediatric Department,
Tampere, Finland; 2Helsinki University Hospital, Skin
and Allergy Hospital, Helsinki, Finland

Background: Cow’s milk (CM) allergy
(CMA) is common in young children.
Though spontaneous recovery often takes
place before school age, especially in the
case of delayed reactions, IgE-mediated
CMA may continue until adolescence and
even until adulthood. Currently, the stan-
dard care of food allergy is strict allergen
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avoidance, restricting the every-day life of
allergic persons. OIT (Oral immunother-
apy) seems to be a promising treatment in
children with severe and persistent food
allergy.

Methods: We enrolled 28 children 6-
14 years of age, with CMA (cow's milk
allergy) diagnosed by an oral challenge
test, into a randomized, double-blind, pla-
cebo-controlled OIT study. Patients were
randomized by using a 2:1 ratio into
active or placebo treatment arms. In the
treatment group, the amount of milk pro-
tein increased daily, being doubled every
week, from 0.06 to 6400 mg. The first dose
(0.06 mg) and eight later doses were given
in the outpatient clinic. All other dose
increases were done at home. In the active
treatment, the amount of CM protein was
increased during 23 weeks from 0.06 mg to
a maximum of 6400 mg (200 ml of milk).
Results: Twenty-four (86%) patients com-
pleted the protocol: 16/18 children in the
active treatment group and 8/10 in the pla-
cebo group. In the active group, two chil-
dren dropped out because of abdominal
complaints. In the placebo group, one
child discontinued the study due to motiva-
tion problems and one due to an accidental
CM anaphylaxis. The children were con-
tacted by phone 12 months after the last
visit, and 13 (81%) used daily CM or milk
products corresponding 6400 mg of milk
protein. After double-blind OIT, all 10
children in the placebo group attended and
completed successfully an open-label OIT
by an identical protocol. Six months later,
all of them used daily milk at least 200 ml.
Conclusion: The desensitization succeeded
in 89% of the patients. Thus, OIT is effica-
cious in desensitizing children with CMA,
and the achieved desensitization continues
at least 12 months after OIT. When data
of the two groups were combined, 92% of
all children tolerated daily milk or milk
products. Thus, the placebo-controlled,
double-blind study confirmed that OIT is
effective in desensitizing children with
CMA, and the 12-month open-label milk
consumption evidenced that an achieved
desensitization continues when milk or
milk products are in daily use.

982

Oral immunotherapy for cow’s milk
allergy with a weekly updosing regimen:
a randomised double blind controlled
study

Pajno, G'; Caminiti, L'; Ruggeri, P% de Luca, R%;

Vita, D; La Rosa, M®; Passalacqua, G®

"Department of Pediatric, Allergy Unit, Messina Univer-
sity, Messina, Italy; 2Department of Resp. Diseases,
Messina University, Messina, Italy; 3Department of
Emergency Medicine, Messina University, Messina,
Italy; “Department of Pediatrics, Messina University,
Messina, Italy; 5Department of Pediatrics, Catania Uni-
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versity, Catania, Italy; ®Department of Internal Medicine,
Genoa University, Genoa, Italy

Background: Cow milk allergy in children
is a relevant problem in medical practice.
Oral desensitisation was proposed as a
suitable therapeutic approach, but current
protocols are time-consuming and imprac-
tical.

Objective: We  established a  patient-
friendly desensitisation, with a weekly-up-
dosing regimen, and evaluated it in a
randomised controlled trial.

Methods: Thirty children with IgE-medi-
ated cow milk allergy, confirmed by dou-
ble-blind placebo-controlled food
challenge, were equally randomised to de-
sensitisation with cow milk or soy milk as
control. The desensitisation with weekly
up-dosing lasted 18 weeks. The occurrence
and severity of reactions after each dose
was evaluated and the desensitisation was
stopped if severe reactions occurred. Spe-
cific IgE and IgG4 to cow milk were mea-
sured at baseline, after 8 weeks and at the
end. The double blind food challenge was
repeated once the desensitisation was com-
pleted or after premature discontinuation.
Results: Two and one patients from the
active and control group, respectively,
dropped out. Full tolerance to cow milk
(200 ml) was achieved in 10 active patients,
and partial tolerance in one. Two active
patients discontinued the desensitisation
for severe reactions, whereas no reaction
occurred in controls, who maintained
unchanged their sensitivity to milk. A sig-
nificant increase of specific [gG4 was found
only in the active group.

Conclusion: The weekly-updosing desensiti-
sation protocol for cow milk allergy per-
formed under medical supervision is
effective and reasonably safe and induces
consistent immunological changes.

983

Rush desensitisation in children with
milk induced anaphylaxis

Poza-Guedes, P; Gonzalez-Pérez, R; Iglesias-Souto, J;
Matheu-Delgado, V; Pérez-Rodriguez, E;
Sanchez-Machin, |

Allergy Department, HUNS La Candelaria, Santa Cruz,
Tenerife, Spain

Background: Cow’s milk proteins allergy
has a self-resolution outcome of 60-70%
by 3 year-old children. The most frequent
clinical intervention is complete avoidance
of such proteins. The aim of the present
work is to induce clinical tolerance in chil-
dren with severe and persistent milk
allergy.

Methods: We selected patients older than
2 years old with persistent milk protein
allergy and severe recurrent clinical reac-

© 2010 The Authors
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tions by accidental ingestion despite correct
restrictive diet. We performed a 2-day
desensitization procedure in the pediatric
critical care unit of our hospital. Starting
from 1/100 milk dilution the patients were
exposed to increasing doses up to 4 ml of
undiluted milk. The second phase of the
present study was scheduled in the outpa-
tient clinic to reach in a 6-week period a
final cumulative dose of 250 ml of undi-
luted milk (i.e. a glass of milk).

Results: Ten children (Range: 2-15 y.o.:

median 6 y.o.) with milk-induced anaphy-
lactic reactions were selected. Persistent
rhinitis and/or asthma was identified as a
common comorbility condition to all
patients. Only one patient did not reach
the 4 ml dose during the initial rush proto-
col phase although all children were able
to tolerate 250 ml of undiluted milk in less
than 10 weeks.
Conclusion: A newly developed rush desen-
sitization protocol for children with persis-
tent cow’s milk allergy may be an effective
therapeutic intervention to achieve an
unrestricted diet.

984

Specific oral tolerance induction (SOTI)
as an usefull treatment to cow milk
proteins (CMPs) allergy

Martorell, A'; de la Hoz, B?; Ibafiez, M®; Bone, J*;
Michavila, AS; Plaza, A®; Alonso, E’; Garde, J&

Nevot, S°; Echevarria, L'% Santana, C'"; Cerda, J'%
Escudero, C'%; Guallar, I'*; Piquer, M"®; Zapatero, L'S;
Ferré, L'7; Felix, R'®; Terrados, S'°; Bracamonte, T?°;
Muriel, A%"; Martinez, T??

1Hos;pi‘[al General Universitario., Allergy Unit, Valencia,
Spain; 2Hospital Ramén y Cajal, Allergy, Madrid, Spain;
3Hospital Universitario Nino Jesus., Allergy, Madrid,
Spain; *Hospital Miguel Servet, Allergy, Zaragoza,
Spain; *Hospital General, Allergy, Castelldn, Spain;
SHospital San Joan de Déu., Allergy Department, Barce-
lona, Spain; "Hospital Gregorio Maraién, Allergy
Department, Madrid, Spain; ®Hospital General Universi-
tario., Allergy Unit, Elche, Spain; *Hospital Sant Joan
de Deu., Allergy Department, Manresa, Spain; "%Hospi-
tal Severo Ochoa, Allergy, Leganés, Spain; ""Hospital
General, Allergy Department, Segovia, Spain; '?Hospital
General, Allergy Department, Valencia, Spain; "*Hospi-
tal Nifo Jesus, Madrid, Spain; "*Hospital Miguel Servet,
Zaragoz, Spain; "®Hospital San Joan de Déu, Barcelona,
Spain; "®Hospital Gregorio Marafén, Madrid, Spain;
""Hospital Sant Joan de Deu, Barcelona, Spain; "®Hospi-
tal General, Valencia, Spain; '*Hospital Ramén y Cajal,
Madrid, Spain; 2°Hospital Severo Ochoa, Madrid, Spain;
2'Hospital Ramon y Cajal, Biostatistical Unit, Madrid,
Spain; 2Fundacion Hospital General, Valencia, Spain

Background: The current options for the
management of food allergy are based on
strict antigen avoidance, and waiting for
the development of tolerance. Limited pub-
lished evidence shows specific oral toler-
ance induction (SOTI) to be a potential
intervention option. Our hypothesis is that
SOTI should be started early in order to
improve its efficacy and to prevent CMPs
persistent allergy. The aim of this study
was to evaluate the safety and efficacy of

© 2010 The Authors

SOTI in 2-year-old children with CMP
allergy, as an alternative treatment to elim-
ination diet.

Methods: We carried out a multicentre
study. Children diagnosed with IgE-medi-
ated allergy to CMPs, with clinical mani-
festations of immediate hypersensitivity
reaction to cow’s milk and a double-blind
placebo-controlled challenge (DBPCFC) to
cow’s milk were included and randomly
assigned into two different groups SOTI or
control group.

Results: A total of 60 children aged two
years (range 24-36 months) were recruited,
30 children (group A: treatment group)
began SOTI immediately, whereas the
remaining 30 (group B: control group)
were kept on a milk-free diet and followed-
up on for 1 year. After this 1-year period,
90% of the children in group A had
become completely tolerant versus 10% of
the children in group B, desensitization
protocol achieved efficacy with a relative
risk (RR) of 3.86. In group A, following
variables decreased significantly from the
initial to the last assessment timepoint:
cow’s milk cutaneous threshold concentra-
tion (median 3 pg/ml to 3 mg/ml,
P < 0.0001) serum specific IgE to milk
(mean 27.45 £ SD 28.49 kU/l to mean
11.54 £ SD 13.84 kU/l, P < 0.0001) and
casein (mean 22.58 £ SD  26.62 kU/1
t07.89 = SD 12.21, P < 0.0001). Group B
showed no significant change in same vari-
ables after 1 year of follow-up. Twenty-
four patients (80%) developed some reac-
tion during the treatment period: 14 chil-
dren developed mild reactions (48%) and
10 moderate reactions (35%). The most
common manifestations were rash, fol-
lowed by digestive symptoms and cough.
Conclusion: In this study, SOTI was found
to be effective in a significant percentage of
2-year-old children with cow’s milk allergy.

985

Shrimps’ food allergy improves in the
course of sublingual immunotherapy for
mites in an allergic patient. Case report
Cortellini, G; Santucci, A"; Spadolini, I%; Corvetta, A';
Passalacqua, G®

Internal Medicine, Rimini Hospital, Rimini, Italy;
2Anallergo spa Immunotherapy Research, Florence,
Italy; *Allergy and Respiratory Disease, Genoa Hospital,
Genoa, ltaly

Many studies demonstrate that immuno-
therapy for respiratory allergy for birch
pollen can improve food allergy for apple
by means of common allergen bet v1, simi-
lar to Mal D1. Curiously we find opposite
symptoms in patients with respiratory
allergy for house dust mites associated to
food allergy for shrimps, througt the com-
mon allergen tropomyosin. In effect it’s

Journal Compilation © 2010 Blackwell Publishing Ltd A/lergy 65 (Suppl. 92): 209-682

described the incidence of anaphylactic
reactions to shrimps in the course of mites
immunotherapy. An hypotetic explanation
is that the dosage of tropomiosyn in mites
immunotherapy is to low for desensitiza-
tion, but enough to sensitization. It’s possi-
ble to find an optimal dosage of
tropomyosin in mites ITS to treat schrimps
food allergy?

Clinical case: A 15 years old mites allergic
male, with mild persitent asthma and rini-
this and associated food allergy for
shrimps and seafood with anaphylactic
symptoms: urticaria, glottis angioedema,
asthma and enteritidis. Three years ago in
November after the informed consense of
parents the patient started the Sublingual
immnotherapy (SLIT) for house dust
mites. Immunoblotting confermed the pres-
ence of IgE for tropomiosyn in the
patient’s serum as to as in the SLIT exc-
tract for mites. Biological data before
SLIT. Skin prick test average diameter:in
dermatophagoides pteronyssinus 12 mm, in
dermatophagoides farinae 13 mm, in sch-
rimp 9 mm. Specific IgE to Tropomyosin
:52 Ku; specific IgE to schrimp 63 Ku. The
patient tooke mites standardized SLIT
without adverse events; the maintenance’s
dose was of five drops a day (double of
raccomanded dosage, to achieve enough
cumulative dosage of tropomyosin), for
12 months. Symptoms were controlled at
the end of the study, after 12 months. The
score of symptom/drug for asthma and ri-
hinitis were significantly decreased; drugs
intake decreased of 40%. After 12 months
oral challenge with scrhimps caused in the
patient an oral allergic syndrome without
systemic symptoms. Prick test average
diameter: in schrimps 5 mm; in dermato-
phagoides pteronyssinus 10 mm; in derma-
tophagoides farinae 6 mm. IgE for
tropomyosin were 45. Finally the improve-
ment of clinical and biological data for this
patient suggests the hypotesis that side
effects in the course of mites immunother-
apy in patients with food allergy for
shrimps depend by a low dosage of tropo-
myosin in these extracts. On the other
hand high tropomyosin dosage can pro-
mote food desensitization.

986

Oral desensitisation in children with
immunoglobulin E-mediated cow’s milk
proteins allergy

Cardenas Contreras, R'; Alonso-Llamazares, A';
Beitia Mazuecos, J'; Vega Castro, A'; Moreno, A%
Benito Jimenez, J°

'H.U.Guadalajara, Allergy, Guadalajara, Spain;
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36 Rate Of Anaphylaxis Caused By Oral Immunotherapy In
Children With Cow's Milk Allergy
Prof. Giovanni B. Pajno, MD, FAAAAI', Dr. Giuseppe Crisafulli'?,
Dr. Giuseppina Salzanol‘z, Dr. Roberta Vadalill'z, Dr. Stefania Arasil'z,
Dr. Salvatore Barberi® , Dr. Lucia Caminiti"z; ]University of Messina,
Messina, Italy, 2Dept of Pediatrics, Allergy Unit, University of Messina,
3Pediatric Clinic, San Paolo Hospital, University of Milan, Milan, Italy.
RATIONALE: The safety represents the major concern for the treatment
of IgE mediated food allergy with oral immunotherapy (OIT). The aim of
the survey was the detection of the rate of Anaphylaxis during immuno-
therapy with cow’s milk (CM — OIT).
METHODS: Since 2006 we have treated 48 patients with CM — OIT.
Children of both sexes aged 4 to 14 years (median 9 yrs) with demonstrated
IgE mediated cow’s milk allergy (CMA) underwent OIT with a weekly up-
dosing protocol. Reactions severity, during updosing regimen(s) was
assessed through the ‘Grading of Food Induced Anaphylaxis according
to Severity of Clinical Symptoms’ which could be summarized from grade
1 to 5. Grade 3 to 5 were considered as severe or life threatening events.
RESULTS: One patient had symptoms of grade 3 and two patients had
symptoms of grade 4, none had symptoms of grade 5. Therefore, among
children who underwent OIT a rate of 6% of severe or life-threatening side
effects was detected. These children had been successfully treated with
i.m. Adrenaline, plus other rescue medications, and desensitization was
stopped. Of note, the appearance of mild to moderate adverse effects was
quite frequent in the remaining children.
CONCLUSIONS: Among 48 children treated with CM-OIT , 3 (6%) had
anaphylactic reactions which were well controlled with i.m. Adrenaline.
Therefore, CM —OIT could be considered rather safe in the majority of
patients. However, in our opinion, immunotherapy with cow’s milk or
other foods could be performed only in selected medical centers and under
strict medical supervision.

369 Long-Term Follow Up In Cow's Milk Anaphylaxis After
Successful Rush Oral Inmunotherapy

Mrs. Paloma Poza-Guedes, Dr. Ruperto Gonzalez-Pérez, Dr. Inmaculada
Sanchez-Machin, MD, Dr. Victor Matheu, MD; Hospital del Térax-Ofra,
Sta Cruz de Tenerife, Spain.

RATIONALE: Oral food desensitization is a promising therapeutic
aproach in patients with persistent cow’s milk allergy (CMA). Although
it seems that these protocols show a better outcome in those afflicted with
“milder” symptoms (i.e. non anaphylactic reactions) there are controver-
sial results in highly sensitised subjects.

METHODS: Patients with persistent CMA and severe uncontrolled
anaphylactic symptoms despite a correct restrictive diet. We performed a
two-day desensitization procedure at the Pediatric Critical Care Unit in our
Institution. Starting from a 1/100 milk dilution, the patients were progres-
sively exposed to incresing doses ut to 4 ml of undiluted milk. The second
phase of the current study was weekly scheduled in the Outpatient clinic to
reach a final cumulative dose of 250 ml of undiluted milk. Clinical and
serological date were collected every six month for a five-year period.
RESULTS: Ten children (2-15 y.o.) were included. All children reached
the final dose of 250 ml of undiluted milk in less than ten weeks. Significant
clinical and serological changes were obtained not only in the first six
months but during the subsequent five years.

CONCLUSIONS: Highly sensitised CMA patients may benefit from rush
oral Cow’s Milk immunotherapy. Clinical and serological changes have
been found both at early and long-term stages of the follow-up.

J ALLERGY CLIN IMMUNOL
FEBRUARY 2014

37 Milk Oral Immunotherapy. Standard Versus Personalized
Protocols: Efficiency and Safety
Alberto Alvarez-Perea, MD, Dr. Elena Alonso-Lebrero, PhD, Fernanda
Freire, MD, Dr. Sonsoles Infante, MD, Victoria Fuentes-Aparicio, MD,
Lydia Zapatero, MD; Hospital Materno Infantil Gregorio Maranon, Pedi-
atric Allergy Department, Madrid, Spain.
RATIONALE: To determine the security, efficacy and efficiency of
personalized oral immunotherapy (OIT) protocols based on the results of
the challenge test in children with cow’s milk allergy.
METHODS: A retrospective, observational study was led in our pediatric
allergy unit. Patients with persistent milk allergy that had undergone OIT
treatment were included. Anaphylactic patients were excluded. Patients
were divided into groups, depending on the OIT protocol. Group 1:
personalized protocol based on the tolerance threshold demonstrated in
challenge test. Group 2 (control): selected patients that had undergone
conventional 14 weeks protocol, starting at 0.1 ml. Data stored and
analyzed with SPSS 20. Quantitative variables were expressed as median
and range, qualitative variables were expressed as frequencies.
Associations were determined through Mann-Whitney test and Fisher’s
exact test.
RESULTS: Group 1: 42 patients (26 boys, 16 girls), age 5 years (1-7),
starting dose 15 ml (5-100). Group 2: 58 patients (38 boys, 20 girls), age 4
years (1-10). No significant differences were found for sex, age, athma,
AD, other food allergy, sIgE to milk, casein, beta-lactoglobulin, alpha-
lactalbumin and severity of symptoms. Duration of treatment was shorter
in group 1 (11, 4-35 weeks) than group 2 (14, 6-56 weeks) (p=0,009),
number of adverse episodes was smaller in group 1 (1, 0-7) than group 2 (3,
1-15) (p<0,0001). There were no differences for success rate (group 1:
100%; group 2: 94,8%).
CONCLUSIONS: The determination of tolerance threshold has proven
useful to design personalized OIT protocols. Custom milk OIT allowed an
increase in efficiency and security, while maintaining efficacy.
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Oral cow’s milk immunotherapy: clinical and
serological data in long-term follow up
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(CMA). Although it seems that these protocols show a

better outcome in patients with “milder” symptoms (i.e.

non anaphylactic reactions) there are controversial

results in highly sensitized subjects.

Methods

We select patients with persistent CMA and severe
uncontrolled anaphylactic symptoms despite a correct
restrictive diet. We performed a two-day desensitization
procedure at the Pediatric Critical Care Unit in our
Institution. The second phase was weekly scheduled in
the Outpatient clinic to reach a final cumulative dose of
250 ml of undiluted milk. Clinical and serological date
were collected every six month for a five-year period.

Results

Fifteen children (2-16 y.o.) were included. All children
reached the final dose of 250 ml of undiluted milk in
less than ten weeks. Clinical follow-up every 6 months
remained during 5 years to register all adverse reactions
and possible factors involved. Serological changes were
obtained every six months during the subsequent five - ~
years, including specific IgE and IgG4.
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Conclusion and take full advantage of:

Anaphylactic CMA patients may benefit from rush oral
Cow’s Milk immunotherapy. Clinical and serological
changes have been found both at early and long-term
follow-up. Several factors were involved in reactions for
temporary loss of tolerance.
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82 Clinical Characteristics of Peanut Allergic Patients in a
Midwest, Suburban-Based, Private Allergy Practice
John A. Eckman, MD, FAAAAL', Tiffany Fordez, Lawrence J.
Newman, MD, FAAAAT', Steven A. Sutton, MD, FAAAAI'"; 'Allergy
and Asthma Associates, Inc., Cincinnati, OH, ’TriHealth Hatton Research
Institute.
RATIONALE: Clinical characteristics of peanut allergic patients may
vary based on the population studied; they are understudied in private,
community-based practices.
METHODS: Records of possible peanut allergic patients (clear reaction
history or sensitization without a reaction history) undergoing challenges
were reviewed.
RESULTS: Of 39 patients (27 male; median age 79 months) undergoing a
peanut open oral challenge (pOC), 14 had a prior clinical reaction (11 skin,
2 GI, 1 skin and lower respiratory) while 25 were avoiding peanut based on
sensitization alone. The mean peanut skin prick test wheal (pSPT) was 7
mm; the mean peanut IgE (pIgE) was 7.05 kU/L. Eight patients failed the
pOC; 4 with a previous clinical history. Median pSPT/pIgE in those
patients who passed were 5 mm / 0.72 kU/L versus those who failed 10/1.6.
pSPT > 9 mm was more likely to occur in patients who failed (n=4) versus
passed (n=3) pOC (p=0.0099) Logistic regression revealed increasing
wheal size was a predictor of oral peanut challenge outcome (p=0.024).
Five patients who passed the pOC had pIgE >5 kU/L but no previous
reaction history. Correlation between pSPT and pIgE was 0.087 (p=0.597).
CONCLUSIONS: The predictive values of pSPT and pIgE for clinical
peanut allergy in a community based practice likely differ from those
published by academic medical centers. pSPT > 9 mm is associated with a

failed challenge.
82 Peanut Allergy: An Epidemiologic Analysis of a Large
Database
Frederick E. Leickly, MD, MPH, FAAAAII‘Z, Girish V. Vitalpur, MD,
FAAAAIZ, Kirsten Kloepfer, MD MS3 H ]Riley Hospital for Children at
Indiana University Health North, Carmel, IN, *Riley Hospital for Children
at Indiana University Health, Indianapolis, IN, Indiana University,
Indianapolis, IN.
RATIONALE: With the focus of peanut allergy leaning towards therapy,
we started a patient database to prospectively follow children with peanut
allergy (PA) or peanut sensitization (PS) in order to better characterize our
population.
METHODS: Children seen in our clinic with newly diagnosed or
established PA/PS were enrolled in our IRB approved database.
RESULTS: Over 3 years (2011-2014), 700 PA/PS children were
registered. 64% were male, 80% were white and 10% were African-
American. 17% had public insurance. Concomitant diagnoses included:
61% had atopic dermatitis, 45% had asthma. 14% had a sibling with PA/PS.
71.4% had a second food sensitivity/allergy: 20% milk, 43% egg and 39%
tree nuts. 463 (66%) had a history of reacting to peanut, 34% avoided
peanut due to a positive test without reaction history. The average age at
exposure in those with PA was 2 years. Reactions included anaphylaxis
(37%), contact urticaria (28%), and diffuse urticaria (18.1%). Peanut
specific-IgE (ImmunoCap) was similar between those with no history of
reacting (15 kU/L) and both those with diffuse urticaria (17 kU/L) and
contact urticaria (13 kU/L). Anaphylaxis was associated with a higher
value of 25 kU/L. 11 children reported a history of multiple reactions to
peanut, with 6 reactions being more severe, anaphylaxis. Peanut challenges
were successful in 41/62. Component testing was performed in 42.
CONCLUSIONS: Our large population of PA/PS children have under-
gone an extensive evaluation and continue to be followed in our clinic. As
we begin analyzing the data we hope to see associations between reaction
history, lab values and tolerance/desensitization.
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82 Gastrointestinal Phenotype of Cow's Milk Food Allergy:
Prevalence
Victor Matheu, MD, PhD!, Paloma Poza-Guedes, MDZ, Ruperto
Gonzalez, MD, PhD?, Inmaculada Sénchez-Machin, MD?>; lHospital
Quiron Tenerife, Santa Cruz de Tenerife, Spain, 2Alergomn, Santa Cruz
de Tenerife, Spain, 3Clinica Tecnosana Tenerife, El Rosario, Spain.
RATIONALE: The phenotypes of IgE-mediated food allergy are hetero-
geneous. Patients with a phenotype exclusively gastrointestinal (g-i) are
increasing but the prevalence is still unknown.
METHODS: We designed a multicenter 1-y retrospective study of
pediatric patients with a diagnosis of food reaction to cow’s milk (CM)
and g-i symptoms (COLIVAC study) such as discomfort, abdominal
cramps, constipation or intermittent diarrhea more than 1 h after intake of a
CM glass. A non-matched group with anaphylactic symptoms (<1 h after
intake) was taken as control. Skin prick test (SPT) with commercial
extracts of CM proteins (CMP) (Stallergenes,France) and in vitro IgE
(limit detection of 0.1 kU/L, Phadia, Termofisher, IL) were determined.
Protocol was approved by Regional Ethics Committee (CHUNSC:24/14).
RESULTS: From 1344 pediatric patients seen in 1-y, 306 were seen
because of food reactions’. Thirty nine out of 306 (12.75%) were
complaining exclusively g-i symptoms. Median age was 5 y-o (n=39:
range 2-10 y-0) compared to anaphylaxis group (3 y-o; n=30). SPT were
positive in only 20 patients (at least one positive CMP >3mm). Median of
total IgE was 146 Ul/ml compared to 595 Ul/ml in anaphylaxis group.
Median of specific IgE against whole CM was 0.43 kU/L compared to 38
kU/I in anaphylaxis group.
CONCLUSIONS: Gastrointestinal phenotype of food allergy with cow’s
milk has prevalence 12.7% in our region. This specific phenotype has a
different profile with less total IgE, less specific IgE to CM and lower SPT
diameter compared to anaphylaxis phenotype. Another biomarker would

be necessary.
82 A Novel Description of Polyarthralgia with Alpha-Gal Allergy
Aaron K. Pinion, DOI, Selina A. Gierer, DOZ; 1University of
Kansas Medical Center, 2University of Kansas, Kansas City, KS.
RATIONALE: Southern tick-associated rash illness (STARI) is a disease
characterized by erythema migrans and flu-like symptoms that is
temporally associated with a bite from Amblyomma americanum (Lone
Star tick). Preliminary polymerase chain reaction studies have suggested
that STARI is caused by Borrelia lonestari, a spirochete closely related
to Borrelia burgdorferi. Delayed anaphylaxis to red meat with an elevated
serum IgE to galactose-alpha-1,3-galactose occurring with STARI has not
been reported.
METHODS: IgE to Galactose-Alpha-1,3-Galactose was performed at
ViraCor-IBT Laboratories Incorporated.
RESULTS: Patient is a 38 year old male with recurrent episodes of
anaphylaxis manifested by urticaria, angioedema, shortness of breath,
wheezing, diarrhea and hypotension. Episodes occurred 6-8 hours after
ingesting red meat. IgE to alpha-gal was elevated at 12.10kU/L. He
complained of a rash, polyarthralgia, and fatigue with a recent tick bite.
Given his clinical presentation, the fact that Lyme Disease is uncommon in
this area, and his elevated IgE to alpha-gal, the patient was suspected of
having STARI caused by a bite from the Lone Star tick. He was empirically
treated with doxycycline 100mg by mouth twice daily for 10 days and had
complete resolution of polyarthralgia and fatigue. He avoided red meat and
had no further episodes of anaphylaxis.
CONCLUSIONS: We believe this is the first reported case of STARI in a
patient with delayed anaphylaxis to red meat as a result of a Lone Star tick
bite. Clinicians should be aware of STARI as a potential diagnosis in
patients with alpha-gal allergy who have concurrent flu-like symptoms,
polyarthralgia, and a characteristic rash.
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83 Assessing the Risk Reduction Achieved By Lowering the
Regulatory Threshold for Sulfite Labeling in Foods to
Asthmatics
Ernest K. Kwegyir-Afful, PhD, Lauren Brookmire, MS, Romina
Shah, PhD, Stefano Luccioli, MD; Center for Food Safety and Applied
Nutrition, Food and Drug Administration, College Park, MD.
RATIONALE: There is need to understand if reducing the regulatory limit
of 10 ppm for declaring sulfites in food products benefits sulfite-sensitive
asthmatics.
METHODS: We evaluated the risk to sulfite-sensitive asthmatics
presented by 12 foods/drinks suspected to contain sulfites at concentrations
below 10 ppm. The risk to this group was assessed because they are more
likely to suffer an allergic-type reaction to sulfiting agents. Sulfite
concentrations in foods were obtained from data generated by FDA field
laboratories using the Optimized Monier-Williams method. Exposure to
sulfites from consuming each of these foods was estimated using
consumption data extracted from the 2007-2010 NHANES database.
Data from published oral sulfite challenge studies in asthmatics were fit to a
Weibull distribution (k=0.95; A=38.71) to generate a dose-response
model, and quantitative risk assessment methods were used to assess
comparative risk reduction if the sulfite threshold for labeling exemption
was reduced to 5 ppm.
RESULTS: At the current threshold (10 ppm), we found, with 88% and
75% confidence respectively, that estimated reaction rates to fruit juices
and cola drinks, would be 1 in 10,000 exposures or less. This confidence
increased for fruit juice and cola drinks (93% and 82% respectively) if the
threshold were reduced to Sppm. Ten other foods did not show increases in
confidence indicating no benefit in decreasing the threshold for these foods.
CONCLUSIONS: The current risk assessment suggests that reducing the
threshold limits for sulfites to 5 ppm will result in minimal reductions in
reaction risk to sulfite-sensitive asthmatics for a few select foods.
83 (1) Childhood Food Allergy and the Hygiene Hypothesis
Ashley Dyer, MPH', Ruchi Gupta, MD, MPH?, Anne Marie
Singh, MD*, Bridget Smith, PhD’, Xiaobin Wang, MD, MPH, ScD°,
Jacqueline A. Pongracic, MD, FAAAAT”; 'Ann and Robert H. Lurie
Children’s Hospital, Chicago, *Northwestern University Feinberg School
of Medicine, Chicago, IL, 3Northwestern Feinberg School of Medicine,
Chicago, IL, *Division of Allergy-Immunology, Department of Pediatrics,
Ann & Robert H. Lurie Children’s Hospital of Chicago, Chicago, IL,
5Ann, Chicago, IL, %Johns Hopkins University School of Public Health,
Baltimore, MD, 7Ann & Robert H. Lurie Children’s Hospital of Chicago,
Chicago, IL.
RATIONALE: Childhood food allergy and related atopic diseases are
increasing. Although the exact mechanism of this increase is not known, it
has been hypothesized that changes in overall hygiene and infection risk
play an important role. The hygiene hypothesis suggests that early
exposure to infections decreases the risk for atopic disease by altering
Th-2 immune response to a more balanced response.
METHODS: 1,359 children from families with at least one food-allergic
child, aged 0-21, were included from a family-based cohort. Parents were
asked questions about various measures of microbial exposure. Multiple
logistic regression models were constructed to identify characteristics
significantly associated with the development of food allergy or asthma.
RESULTS: No significant associations were identified between food
allergy status and hygiene exposures including: c-section birth, early
infections, antibiotic use, pet ownership, childcare, and breastfeeding for
children with food allergy. Children had higher odds of developing asthma
if they had a cold (OR 1.38; 1.86 — 3.85) or RSV (OR 2.68; 1.86 — 3.85)
during their first year; or if they spent time in a childcare center (OR 1.23;
0.90 — 1.68). Children with cats had lower odds of developing asthma than
children without cats (OR 0.53; 0.36-0.79).
CONCLUSIONS: There are differential associations between early
microbial exposures and food allergy versus asthma. For food allergy, no
hygiene measures were significant. Further research is needed to better
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understand the common versus specific mechanism underlying the

development of food allergy and asthma.
83 The Effect of Pediatric Food Allergy on Caregiver Quality of
Life: A Study in Asian Population
Pantipa Chatchatee, MD, Thipaporn Furangseroj, MD, Narissara
Suratannon, MD, Jarungchit Ngamphaiboon, MD; Division of Allergy
and Immunology, Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, Chula-
longkorn University, Bangkok, Thailand.
RATIONALE: Food allergy is associated with decreased caregiver
quality of life (QoL). While incidence of food allergy has been increasing
worldwide, studies of caregiver QoL are limited in Asian population. We
aimed to evaluate the effect of pediatric food allergy on caregiver QoL in a
population treated in a tertiary care center in Thailand.
METHODS: Fifty caregivers of children with food allergy were enrolled.
The Food Allergy Quality of Life —Parental Burden (FAQL-PB) form was
used to measure the effect of pediatric food allergy on caregiver QoL.
Generalized linear model was used to identify the factors associated with
QoL.
RESULTS: Over all mean QoL score in the population was 3.56. The
mean question score for families whose children had 3 or more food
allergies compared with those with 2 or fewer was 4.18 vs 3.21; P< 0.05.
The factors which were significantly associated with the QoL were parental
highest education level (p < 0.01), allergic to more than 3 foods (p < 0.05),
and soy allergy (p < 0.05).
CONCLUSIONS: Caregivers of food-allergic children had significantly
impaired QoL. Type of food allergens, having multiple food allergies and
level of parental education can significantly affect caregiver QoL. In our
population, soy allergy was associated with worse caregiver QoL Type of
food allergens that affect QoL may vary among populations with different

dietary tradition.
83 Oral Cowxs Milk Immunotherapy: Relevant Cofactors during
Long-Term Follow-up
Paloma Poza-Guedes', Ruperto Gonzélez, MD, PhD2, Inmaculada San-
chez-Machin, MD? , Victor Matheu, MD, Pth; 1Hospital del Térax-Ofra,
Sta Cruz de Tenerife, Spain, 2Hospital Ofra-Térax, S/C de Tenerife, Spain,
3Hospital del Torax-Ofra, SC Tenerife, Spain.
RATIONALE: Oral food immunotherapy is a novel therapeutic aproach
in patients with persistent cow’s milk allergy (CMA). Several clinical and
individual factors have been considered critical to achieve a succesfull and
long-lasting CMA desensitization.
METHODS: We select patients with persistent CMA and severe uncon-
trolled anaphylactic symptoms under food immunotherapy for at least two
years. Desensitization procedure was performed in the Pediatric Critical
Care Unit in the initial phase. The second phase was weekly scheduled in
the Outpatient clinic to reach a final cumulative dose of 250 ml of undiluted
milk. Clinical and serological date were collected every six month in long-
term follow-up.
RESULTS: Twenty-seven children (2-17 y.o.) were included. All children
reached the final dose of 250 ml of undiluted milk in less than ten weeks.
Clinical follow-up every 6 months remained during 3-5 years to register all
adverse reactions and possible factors involved. Serological changes were
obtained every six months during the subsequent five years. Clinical,
physical and psicological factors were recorded.
CONCLUSIONS: Anaphylactic CMA patients may benefit from rush oral
Cow’s Milk immunotherapy. Clinical and serological changes have been
found both at early and long-term follow-up. We record several factors
involved in reactions that induce temporary loss of tolerance.
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