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LISTA DE BREVIATURAS EMPLEADAS

AGB Area grasa del brazo

AGM Acido graso monoinsaturado

AGP Acido graso poliinsaturado

AGS Acido graso saturado

ALT Alanina aminotransferasa

AMB Area muscular del brazo

AMBc Area muscular del brazo corregida

AN Anorexia nerviosa

AST Aspartato aminotransferasa

BN Bulimia nerviosa

CHCM Concentracién de hemoglobina corpuscular media
CMB Circunferencia muscular del brazo

CRH Factor de estimulacion de corticosterona
FA Fosfatasa alcalina

FAD Dinucleotido flavina

fMLP N-formil-MetLeuPhe.

FMN Nucleotido flavina

GGT Gamma glutamil transferasa

GH Hormona de crecimiento

GOT Aspartato aminotransferasa

GPT Alanina aminotransferasa

HCM Hemoglobina corpuscular media

IL Citoquinas

IMC Indice de masa corporal

IR Ingestas recomendadas espafiolas

MG Masa grasa

MLG Masa libre de grasa

MMT Masa muscular total

PB Perimetro del brazo

PBi Pliegue bicipital

PC Peso correcto

Pl Pliegue suprailiaco

PSb Pliegue subescapular

PT Pliegue tricipital

RBP Retinol binding protein

REE Gasto energético en reposo

T3 Triyodotironina

T4 Tiroxina

TBK/TBW Potasio corporal total/ agua corporal total
TCA Trastornos del comportamiento alimentaria
THCR Test de hipersensibilidad retardada cutanea
TIBC Capacidad total de fijacion de hierro
TMB Tasa metabolica basal

TMR Tasa metabolica en reposo

TPP Tiamina pirofosfato

VCM Volumen corpuscular medio
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Objetivo

1.- OBJETIVO

Las enfermedades atopicas entre las que se incluyen el asma, las rinitis alérgicas,
y las alergias alimentarias, afectan a gran grupo de poblacion especialmente en paises
industrializados. Existe evidencia sobre el aumento notable en la prevalencia general de
las enfermedades alérgicas. La alergia alimentaria es de gran importancia dentro de este
tipo de enfermedades. Ademas, al ser los alergenos de los alimentos los primeros a los
que se enfrenta el sistema inmune, la alergia a los alimentos constituye con frecuencia
una de las primeras manifestaciones alérgicas del individuo atdpico. En concreto, son
las proteinas de la leche de vaca las primeras proteinas con las que el sistema inmune se
pone en contacto, desarrollando tolerancia inmunoldgica, o en el menor de los casos,

sensibilizacion. Por ello, es una causa frecuente de consulta pediatrica.

Tan sélo unos pocos alimentos son los responsables de la mayor parte de las
reacciones alérgicas: huevo, leche y pescado en el nifio; y frutos secos, pescados y

mariscos en el adulto.

Por otra parte, hay que considerar a las alergias alimentarias como una de las
principales causas de reacciones anafilacticas. Constituyen la forma mas severa de
presentacion de una reaccion de tipo alérgico. Estas reacciones se dan en pacientes
altamente sensibles a alimentos, afectando mdaltiples 6rganos y sistemas y pudiendo

incluso ocasionar shock, poniéndose en peligro la vida del paciente.

El término alergia alimentaria se ha utilizado de forma indiscriminada,
aplicandolo de manera a veces incorrecta al definirlo como cualquier reaccién adversa
debida a un alimento o aditivo alimentario. Referido a veces como “hipersensibilidad”,
la alergia alimentaria se trata de un tipo de reaccién adversa a los alimentos que hay que
distinguir de las reacciones de intolerancia y de las reacciones toxicas. En la alergia
alimentaria esta implicado el sistema inmune mientras que las causas de la intolerancia
a los alimentos pueden ser muy diversas: factores enzimaticos, idiosincrasia del

individuo, etc, no estando comprobada la intervencion del sistema inmunolégico. En la
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alergia alimentaria las reacciones de tipo | mediadas por inmunoglobulina (Ig) E, son
generalmente la base inmunoldgica. Por ello, este tipo de reacciones han sido las mas
frecuentemente estudiadas. De hecho, la base de los tests de diagnostico de la alergia
alimentaria se basan en la determinacion de IgE. Sin embargo, existe evidencia sobre el
hecho de que otros mecanismos inmunoldgicos juegan un importante papel en la
patogénesis. En los ultimos afios se ha incrementado el interés por los mecanismos

celulares en la patogénesis de la hipersensibilidad alimentaria.

Por otra parte, la intolerancia alimentaria, a la que algunos autores refieren como
alergia no mediada por IgE por falta de mecanismo mediado por IgE demostrable, no
presentan patogenia conocida, sugiriéndose a veces un mecanismo inmunoldgico. De

ahi la necesidad del estudio sobre los mecanismos responsables de estos procesos.

De acuerdo con numerosos estudios, a pesar del alto porcentaje de nifios con
alergia a las proteinas de la leche de vaca que acaban desarrollando tolerancia entre los
2 y 3 afnos de edad, muchos de ellos desarrollan alergia a aeroalergenos u otras
enfermedades alérgicas. Por ello, la puesta en marcha especialmente en nifios de mayor
riesgo atopico, de medidas preventivas frente al desarrollo de estas enfermedades
alérgicas seria de gran interés econémico y de salud publica. Por tanto, la identificacion
de nifios con mayor probabilidad de desarrollar alergia es de gran importancia. Un
mayor conocimiento sobre los mecanismos bioldgicos que tienen lugar en el desarrollo
de los distintos tipos de reacciones de alergia/intolerancia alimentarias seria Gtil para el
estudio de posibles marcadores biolégicos de estas alteraciones en el sistema

inmunitario.

Por este motivo, nos hemos planteado, por un lado evaluar el posible papel de
otros mecanismos en el diagnostico tanto de la alergia como de la intolerancia a las
proteinas de la leche de vaca asi como, estudiar las posibles diferencias entre ambos

grupos de estudio.

Por otra parte, y en relacion a la evolucion de los pacientes, se han tratado de
analizar posibles biomarcadores del desarrollo de tolerancia en ambos grupos de

pacientes.
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2.- SITUACION BIBLIOGRAFICA

2.1.- ALERGIA E INTOLERANCIA ALIMENTARIAS

2.1.1.- ASPECTOS GENERALES

Las enfermedades alérgicas constituyen una de las patologias méas frecuentes,
especialmente en la edad infantil. La mayoria de estas enfermedades se presentan en
edades tempranas en el nifio, siendo mas frecuente la aparicion de sensibilizacion a
alimentos en los dos primeros afios de vida, y en afios posteriores la sensibilizacion a

aeroalergenos (Lorente y col., 2001).

Hace casi 4500 afios, el emperador chino Shen Nung ya describié una forma de
reaccion adversa a alimentos. Sin embargo, el término alergia no fue acufiado hasta 1906
por Clements Von Pirquet. La palabra alergia, viene del griego allos, que significa "otro" y
ergon, que significa "fuerza, trabajo". Asi, defini6 como un estado de "reactividad
alterada” en el cual la presencia de una sustancia determinada producia una reaccién
anormal en el sujeto que sufria este tipo de enfermedad. En los primeros afios del uso de
esta palabra, no se conocia con precision los mecanismos de esta "reactividad alterada” y
en general, tenia una acepcion muy amplia. Hubo que esperar hasta principios del siglo XX
para que se presentaran las primeras pruebas de laboratorio que pudieran explicar estas
reacciones. Praunitz y Kustner (1921) demostraron la existencia de un factor sérico que era
capaz de transferir la alergia al pescado que padecia Kustner a su colaborador no alérgico,
Prausnitz. Poco después de ingerir pescado, Prausnitz desarroll6 una erupcion cutanea en el
lugar donde le habia sido inyectado el suero de su compariero alérgico 24 horas antes. Este
factor sérico fue identificado més tarde como Ig E.

Las enfermedades alérgicas se presentan siguiendo una serie de patrones clinicos
bien establecidos. En la préctica diaria se da unas veces mas importancia al sindrome
(conjunto de signos y sintomas que se presentan asociados), por ejemplo en el asma, y
otras al alergeno que produce la enfermedad cuyas manifestaciones clinicas son variables;

por ejemplo, las alergias alimentarias o a la picadura de insectos.



Situacion bibliogréfica

Alrededor de un 20% de individuos en paises occidentales padece algun tipo de
enfermedad alérgica entre las que se incluyen asma, rinitis, dermatitis atdpica y alergia
alimentaria. Esta prevalencia estd aumentando de manera considerable y parece ser que se
correlaciona con un mejor standard de vida y un mayor control de enfermedades
infecciosas durante la infancia (Geha, 2000). Debido al aumento progresivo de las alergias
alimentarias, la posible gravedad de las reacciones y su cronicidad, representan un
problema de salud pablica importante en cuanto a morbilidad y al gasto sanitario que
conlleva (Samartin y col., 2001).

Aunque la alergia es una patologia conocida desde hace bastante tiempo, debido a
la creciente incidencia, es cada vez mayor el interés para conseguir un mejor conocimiento
de los factores etiopatogénicos implicados en ella con el fin de mejorar el tratamiento y

sobre todo de prevenir su aparicion.

2.1.2.- CRITERIOS DIFERENCIALES

Dentro de las enfermedades alérgicas nos centraremos en las alergias alimentarias,
y en concreto en la alergia a las proteinas de la leche de vaca por constituir un tipo de

reaccion adversa a este alimento.

La Academia Europea de Alergia e Intolerancia Clinica ha propuesto definiciones
estandar para las reacciones de origen alimentario basadas Unicamente en el mecanismo
que las produce (Bruijnzeel-Koomen y col., 1995). Se denomina reaccion adversa a un
alimento a cualquier respuesta clinica anormal secundaria a la ingestion de un alimento

(American Academy of Allergy and Immunology/NIAID, 1984).

Las reacciones adversas a los alimentos han sido divididas en reacciones toxicas y
reacciones no toxicas. Las reacciones toxicas son debidas a sustancias que pueden
contaminar un alimento o que se encuentran de forma natural en el mismo. Las reacciones
no toxicas dependen de la susceptibilidad del individuo a determinados alimentos y pueden
ser mediadas (alergia alimentaria) o no (intolerancia alimentaria) por el sistema inmune

(Ortolani y Vighi, 1995; Businco y col., 2001). Deben distinguirse las reacciones de
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intolerancia propiamente dichas de las reacciones denominadas toxicas. Ambos tipos se
caracterizan por ser dependientes de la dosis, es decir, las manifestaciones clinicas que
producen son mas intensas cuanto mayor es la cantidad de alimento o aditivo alimentario
ingerido. Una caracteristica de las reacciones tdxicas es que ocurren en cualquier individuo
que pueda ingerir ese producto en dosis suficientes. En cambio, en las reacciones de
intolerancia - al igual que en las alérgicas - la aparicion de manifestaciones clinicas ante la
ingestion de un producto determinado, a una dosis determinada, estd Unicamente
relacionada con las caracteristicas del individuo, de manera que esa misma dosis es
perfectamente tolerada por cualquier otro individuo sano. Este caréacter diferencial ha
hecho que la Academia Europea de Alergologia e Inmunologia Clinica modificara
ligeramente la clasificacion de las reacciones adversas a alimentos (Figuras 1 y 2). Ambos
términos, intolerancia alimentaria y alergia alimentaria, se han utilizado y, a veces, se
siguen utilizando con un significado similar, lo que ha favorecido la confusion a la hora de
analizar los aspectos patogénicos, clinicos, diagnosticos y terapéuticos de estos procesos
(Martin y Pascual, 2001).

Patogenia inmunolbgica Patogenia no inmunoldgica
comprobada {0 no comprobada)
Alergia .
(hipersensibilidad) Infolerancia
- TOxicas

[—» Mediadas por IgE
—» Farmacologicas

bisap No mediadas por IgE » Metabdlicas

- Ofras

FIGURA 1. Clasificacion de las reacciones adversas a alimentos, segin el Comité

de Alimentos de la Academia Americana de Alergia e Inmunologia (1984).
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Reacciones no toxicas Reacciones toxicas
Alergia :
(hipersensibilidad) Infolerancia
——» Farmacologicas
——3 Mediadas por igE
—P Enzimdticas (metabdlicas)
mefp No mediadas por IgE > Ofras

FIGURA 2. Modificacion de la clasificacion de las reacciones adversas a alimentos,

efectuada por la Academia Europea de Alergologia e Inmunologia Clinica (1995).

De igual forma, las reacciones adversas a las proteinas de la leche pueden dividirse en
alergia y en intolerancia a las proteinas de la leche de vaca. La definicion de intolerancia a
las proteinas de la leche puede llevar a confusion ya que el término se utiliza en los casos
en los que no se puede confirmar un mecanismo inmunologico, por la ausencia de estudio
inmunolégico o por resultados negativos. Alergia e intolerancia a las proteinas de la leche
no pueden ser diferenciadas en base a los sintomas, y no existe ademas, ningun test de
laboratorio para el diagnostico diferencial de alergia y de intolerancia (Bruijnzeel-Koomen
y col., 1995).

Las reacciones de intolerancias alimentarias son debidas principalmente a:
- Aminas vasoactivas presentes en algunos alimentos (p.ej., la teobromina en el

chocolate, o la tiramina en los quesos curados). Estas aminas presentan propiedades

farmacoldgicas causando los sintomas.
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- Trastornos metabolicos como la deficiencia en lactasa: la lactosa no digerida es
responsable de los sintomas gastrointestinales.

- Toxinas presentes de forma natural en los alimentos o como contaminantes
afladidos durante la preparacion o procesamiento.

- Repuestas idiosincrasicas del individuo.

(Cuadro 1) (Kitts y col., 1997; Chandra, 1997; Hosking y col., 2000).

Con objeto de evitar confusiones se definen los siguientes términos:

Alergenicidad es la capacidad de una determinada molécula de desencadenar una reaccion
alérgica en individuos sensibles.

Antigenicidad es la capacidad que tiene una determinada molécula de promover en el
sistema inmune la sintesis de anticuerpos distintos a la IgE, es decir de 1gG, IgA e IgM.
Inmunogenicidad es la capacidad que tiene una determinada molécula de estimular el
sistema IgE.

Epitopo es la parte limitada de la molécula del alergeno a la que se une el anticuerpo (o el
receptor del linfocito).

Determinantes alergénicos son epitopos del sistema IgE.

Determinantes antigénicos son epitopos de los sistemas IgG, IgA e IgM.

Los determinantes antigénicos suelen ser configuracionales y pueden ser destruidos
facilmente, mientras que los determinantes alergénicos son secuenciales y, por tanto, mas
resistentes.

Reactividad cruzada es la que aparece en la posible interaccion entre el lugar de union de
un anticuerpo y el mismo determinante alergénico presente en diferentes moléculas. Todas
las moléculas desencadenan reacciones alérgicas en pacientes sensibles a una de esas

moléculas incluso sin que exista exposicion previa alguna (Businco y col., 2001).
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CUADRO 1. Causas frecuentes de reacciones adversas a los alimentos no mediadas
por el sistema inmune (Intolerancias alimentarias). Adaptado de Chandra (1997); Kitts
y col. (1997).

Compuesto Alimento Sintomas
Lactosa: actividad Leche, yogur, helado Gastrointestinales: diarrea,
lactasa reducida flatulencia, distension

abdominal

Aminas vasoactivas

Histamina Queso curado, vino, sardinas,
espinacas
Tiramina Queso curado, vino, cerveza, | Urticaria, angiodema,
sardinas, levadura, aguacate, |migrafia, respiracion
frambuesas sibilante
Feniletilamina Queso, chocolate, vino Asma, urticaria

Aditivos alimentarios

Conservantes: benzoatos Urticaria
Saborizantes: salicilatos Urticaria
Antioxidantes: sulfitos Urticaria

2.1.3.- EPIDEMIOLOGIA

2.1.3.1.- PREVALENCIA- INCIDENCIA

Las enfermedades alérgicas constituyen una de las patologias méas frecuente en la
consulta pediatrica. En la actualidad, se estima que entre un 4% a un 6% de los nifios son
alérgicos a alimentos, entre un 8% y un 10% padecen asma y casi un 25% sufren de rinitis

0 conjuntivitis (Lasley, 1999).

En concreto, las alergias/intolerancias alimentarias constituyen un problema

frecuente; sin embargo, hay escasez de estudios epidemioldgicos. Las estimaciones en la
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poblacion general basadas en cuestionarios de frecuencia de sintomas oscilan entre un
4,9% (Coheny col., 1985) y un 33% (Bender y Matthews, 1981), siendo mas frecuentes en
edades tempranas. De ahi que los nifios hayan sido mas estudiados que los adultos.

Sin embargo, la prevalencia en la poblacion general, se estima solamente entre un 1,4-
2,4% en estudios que han utilizado pruebas de provocacion oral a doble ciego controladas
por placebo en subgrupos seleccionados de la poblacion de estudio, indicando que en los
estudios anteriores basados en cuestionarios se ha hecho una sobre-estimacién (Young y
col., 1994).

Los alimentos que causan sensibilizacion son distintos en adultos y en nifios (Ring y
Vieluf, 1991). Existen pocos estudios en la poblacion adulta en cuanto a la frecuencia y
caracteristicas de alergias/intolerancias, sensibilizacion, etc. (Sicherer y col., 1999). En un
trabajo reciente en adultos y dentro de un estudio epidemioldgico de tipo caso-control, se
determind la frecuencia de alergia/intolerancia alimentaria y la prevalencia de
sensibilizacion a 10 alergenos alimentarios comunes. Para ello, ademéas de cuestionarios
sobre sintomas, se llevaron a cabo pruebas de determinacién de la IgE especifica en suero
frente a aeroalergenos comunes por CAP-RAST (radioallergosorbent test), asi como
pruebas cutaneas tipo prick frente a Ags (Ags) alimentarios e inhalados (Schafer y col.,
2001). Se indic6 la existencia de alergia/intolerancia alimentaria en un 20,8% de la
poblacion, resultado similar al obtenido en otro estudio en grupos grandes de poblacion en
UK (19,9-20,4%) (Young Yy col., 1994) pero més elevados que en Holanda (12,4%) (Jansen
y col., 1994). Por tanto, extrapolando los resultados a la poblacion en general, se estima
una prevalencia de alergia/intolerancia en la poblacion general de un 15,5%, y que un
16,8% de la poblacién adulta presenta reaccion al test prick cutaneo positiva por lo menos

frente a un alergeno alimentario.

En otros estudios la prevalencia oscila entre el 4,9% (Cohen y col., 1985) y el 33%
(Bender y Matthews, 1981). Estos resultados son contrapuestos a los obtenidos en estudios
epidemiol6gicos en los que se investiga la alergia/intolerancia alimentaria por pruebas de
provocacion oral a doble ciego, que indican una prevalencia entre un 1,4% y un 2,4%
(Young y col., 1994; Jansen y col., 1994). Como posibles causas de estas grandes
diferencias los autores proponen las limitaciones de estos ultimos estudios debidas al
pequefio tamafio de muestra (n=73 y 93, frente a 1537, respectivamente); los criterios de
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seleccion; el tipo de reacciones estudiadas solo relacionadas de forma leve con las
alergias/intolerancias alimentarias (Schéfer y col., 2001). Los resultados muestran que en
adultos la sensibilizacion mas frecuente es a avellanas y a cacahuetes y, por tanto, distinta
a la de la infancia donde la leche y el huevo son los responsables de la mayor parte de las
reacciones. Se observa también que las mujeres presentan mayor frecuencia de
sensibilizacion que los hombres (Bender y Matthews, 1981; Young y col.,

1994; Jansen y col., 1994).

En otro estudio basado en encuestas epidemioldgicas, se estima que en Francia la
prevalencia de alergia alimentaria es del 3,52%, siendo 4 veces mas frecuente en pacientes

con alergia al latex (Kanny y col., 2001).

Alergia a las proteinas de la leche de vaca

La alergia a las proteinas de leche de vaca, es un trastorno frecuente (Martinez-
Gimeno y col., 2000), y aunque los datos son variables segln el método y las poblaciones
estudiadas, puede decirse que su incidencia es de aproximadamente de un 2-3% en los
lactantes durante el primer o segundo afio de vida (Eggesbo y col., 2001). Host y Halken
en Dinamarca sin previa seleccion de la muestra, reportan unos resultados de un 2,2% en
nifios, siendo mediada por IgE aproximadamente en la mitad de los casos. En el estudio
Melbourne la prevalencia en la infancia de alergia al huevo es de un 3,2%, seguida de la

alergia a la leche de vaca, que es de un 2% a los 2 afios de edad (Hosking y col., 2000).

2.1.3.2.- MORTALIDAD

Las enfermedades atopicas en los paises industrializados son la principal causa de
morbilidad y un factor importante en la mortalidad (Chandra, 2002). Existen pocos datos
sobre la incidencia, caracteristicas clinicas y tratamiento en pacientes con anafilaxia en los
servicios hospitalarios de urgencias. Brown y col. (2001) describen que la incidencia de
anafilaxia de un servicio de urgencias en Brisbane, Australia, durante un afio fue de 1/439.
Del 73% con causa conocida, las mas comunes fueron por medicamentos, veneno por

picaduras de insecto o alimento (Brown y col., 2001). En un reciente estudio retrospectivo
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en UK consideran que si la alergia a alimentos en la poblacion infantil es de un 5% vy el
riesgo de que un nifio con alergia muera por reaccion anafilactica es de 1 entre 800000 al
afio. Los nifios alérgicos que ademas presenten asma tienen mayor riesgo (Macdougall y
col., 2002).

2.14.- SISTEMA INMUNITARIO GASTROINTESTINAL:
TOLERANCIA INMUNOLOGICA

Se puede considerar el tracto gastrointestinal (GI) como el principal o6rgano
inmunolégico del organismo. Estd expuesto a una gran variedad de macromoléculas
provenientes de diversas fuentes incluyendo bacterias residentes, alimentos de la dieta,
virus y bacterias invasores, etc. El tracto Gl y el sistema inmune se enfrentan a una enorme
cantidad de proteinas extrafias y patogenos. Mientras el tracto Gl debe procesar las
proteinas extrafias, el sistema inmune del tracto GI debera diferenciar entre patégenos y

nutrientes (Sorensen y Porch, 2001).

La poblacién celular inmunitaria del tracto GI procede de células pluripotenciales:
las células T se desarrollan en el timo como o6rgano linfoide primario, y las células B en el
higado fetal, y en la médula dsea en los adultos,. El tejido linfoide del Gl es el medio
ambiente en el que los linfocitos interactian entre si y con los Ags, diseminando la
respuesta inmune una vez generada, a otros 6rganos de la economia (Abbas, 2001).

2.1.4.1.- POBLACION INMUNITARIA

Las células linfoides estan organizadas en tres compartimentos: foliculos linfoides

que forman las placas de Peyer; linfocitos intraepiteliales y linfocitos de la ldmina propia.

1) Tejido linfoide organizado formado por las placas de Peyer.

Constituye la parte mas importante del tejido linfoide organizado del sistema inmune
del tracto GI. Es ademas, el sitio inductor de inmunidad de las mucosas. Son permeables a
la entrada de Ags y responsables de la regulacion de la respuesta inmune frente a Ags

alimentarios y bacterianos. El epitelio especializado que cubre las placas Peyer contiene
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células M. La célula M presenta gran nimero de vesiculas endociticas para incorporar y
transportar el contenido del lumen a través del epitelio. Tiene ademas un “bolsillo
intraepitelial” donde llegan las particulas endocitadas. Dicho “bolsillo” contiene linfocitos
y macrofagos que interactdan con las particulas o Ags transportados. Por tanto, las células
M transportan los Ags particulados y solubles por fagocitosis. Estos Ag llegan asi a las
placas de Peyer, y se ponen en contacto con las células inmunocompetentes. Las placas de
Peyer contienen todas las células necesarias para inducir y regular una respuesta inmune y

en ellas hay &reas de células B, rodeadas de células T.

2) Tejido linfoide difuso micronodular de la ldmina propia.
Esta infiltrado por linfocitos T y B y células plasmaticas que segregan
inmunoglobulinas: 90% del total en forma de IgA, y el 10% por el resto de las

inmunoglobulinas.

Los linfocitos T presentes en la lamina propia juegan un importante papel
inmunoregulador, y son, en su mayoria linfocitos T helper (Th). EI marcador definitivo de
los linfocitos T es su receptor antigénico, TCR (T cell receptor). Segun esto se distinguen

linfocitos T, con distintos receptores:

- a}-: que constituyen el 95% de los linfocitos T.

- yo-: que constituyen el 5% de los linfocitos T.

La existencia de las células T con receptor yd fue demostrada a mitad de los afios
80 tras clonacion de los genes que codifican para los receptores TCR. Su descubrimiento
se baso en la semejanza estructural de sus receptores de células T con los de las células T
of} (Toyonaga, 1987).

A pesar del porcentaje tan pequefio que las células yd representan comparando con
las células a3, sus caracteristicas funcionales hacen que sean de gran importancia (Libero,
2000). El principal interrogante es el hecho de que tan sélo alrededor de un 10% de los
linfocitos T periféricos llevan el receptor yd. Las células T yd son principalmente CD4" y

CD8', ocasionalmente CD8" y, rara vez CD4". Estas células suprimen la expansion de las
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células Th2 CD4" que estimulan la formacion de IgE. Por ello, unos niveles disminuidos

de células yd TCR pudiera estimular la sintesis de IgE (Chen y col., 1996).

Macrdéfagos, mastocitos, eosinéfilos y basofilos forman también parte de la
poblacion celular de la lamina propia. La funcidn de estas células es la de amplificar y

modular la respuesta inmunoldgica.

3) Los linfocitos intraepiteliales son células T CD8", linfocitos citotoxicos/supresores.

2.1.4.2.- TIPOS DE RESPUESTA INMUNOLOGICA A
ANTIGENOS ALIMENTARIOS

En una respuesta normal, el sistema inmune intestinal defiende los 6rganos internos
de las agresiones del medio ambiente, actuando frente a agentes infecciosos y es capaz de
diferenciar entre agentes peligrosos e inocuos. En condiciones patoldgicas, dicho sistema
inmune intestinal reacciona frente a estructuras propias dando lugar a enfermedades
autoinmunes o, frente a agentes externos alimentarios inocuos, originando respuestas de

hipersensibilidad alimentaria (Simecka, 1998).

Los tipos de respuesta que se producen frente a Ags alimentarios son:

- Exclusion inmune: Proceso no inflamatorio mediado por factores inespecificos
(moco, peristaltismo) y especificos (IgAs, IgM). Estos factores impiden el paso de

macromoléculas a través del epitelio intestinal.

- Eliminacion inmune: Si las sustancias extrafias han atravesado la barrera, muchas
pueden ser eliminadas de la circulacion por anticuerpos especificos, formando
complejos antigeno-anticuerpo, asi como por mecanismos de defensa innata, tales

como complemento, neutrofilos, macrofagos, etc.

- Regulacién inmune o tolerancia oral: Es el proceso central por el cual el tracto

intestinal mantiene una homeostasis entre proceso peligroso y no peligroso a nivel
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local y sistémico. Es pues, un estado de hiporrespuesta especifica inmunoldgica

inducida.

2.1.4.3.- CAPTACION DE ANTIGENOS Y MACROMOLECULAS

La mayoria de las proteinas alcanzan la circulacién ya degradadas, pero una
pequeria parte lo alcanzan sin degradar. Esto es de gran importancia desde el punto de vista
no solamente nutricional sino también por su capacidad sensibilizante o de inducir

tolerancia.

Para que tenga lugar la respuesta inmune frente a un antigeno, éste debe ser
transportando de la luz intestinal a las placas de Peyer. Como se ha indicado anteriormente,
las células M son capaces de llevar a cabo este transporte, constituyendo un paso
importante para el inicio de la respuesta inmune. Tras el paso a través de la mucosa y
procesamiento por el GALT (gut associated lymphoid tissue, tejido linfoide asociado al
intestino), el Ag es presentado a través de las moléculas de clase | y Il. La presentacion
preferente es a través de las moléculas de clase I, lo que da lugar a una activacion de
linfocitos T supresores CD8" e induccion de tolerancia. La presentacion a través de
moléculas clase I1 activa los linfocitos T CD4" con la consiguiente induccion de memoria
inmunoldgica. Existen interacciones reguladoras entre linfocitos CD4" y CDS8". La
activacion CD8" da lugar a una sefial negativa a células autorreactivas. La produccion de
TGF-B (transforming growth factor) por los CD8" es una sefial negativa para las células
CD4". Ademas, en ausencia de sefial coestimuladora (CD28-CD80) se induce tolerancia o

anergia de las células T (Strobel, 1995).

Las células epiteliales intestinales (CEI) pueden también actuar como células
presentadoras del antigeno. Se sabe que las CEI son capaces de procesar y presentar el Ag
via HLA 1l (Hershberg y Mayer, 2000). EI mecanismo no es bien conocido pero parece ser
que esta interaccion CEIl-célula T es de gran importancia en la induccién de respuesta

inmune/tolerancia frente a Ags administrados oralmente.
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2.1.4.4.- TOLERANCIA INMUNOLOGICA

El sistema inmune se encuentra expuesto a multiples Ags tales como bacterias,
virus y parasitos. Ademas, es a nivel GI donde se encuentra gran parte del sistema inmune
(hasta un 70%), estando en contacto con Ags alimentarios frente a los que debe de
desarrollar “tolerancia” y evitar una respuesta frente a los mismos que daria lugar a la

consecuente reaccion alérgica (Lorente y col., 2001).

La tolerancia inmunoldgica se define como la falta de respuesta a un antigeno que
se induce por la exposicion previa a dicho antigeno. Un mismo antigeno en sus diferentes
formas puede inducir una respuesta inmunitaria o tolerancia. La tolerancia frente a los Ags
propios, denominada autotolerancia, es una propiedad fundamental del sistema
inmunitario. Se define como la capacidad del sistema inmunitario normal de reconocer y
responder a los Ags extrafios pero no a los propios. El fracaso de la autotolerancia origina
reacciones inmunitarias contra los Ags propios. Estas reacciones se denominan
autoinmunidad y los trastornos que provocan son las conocidas como enfermedades
autoinmunitarias (Abbas, 2000).

Multiples factores pueden influir en la respuesta inmune tras el primer contacto con
el antigeno (Brandtzaeg, 1997). Los factores genéticos influyen de manera importante,
sobre todo por lo que respecta a los niveles de interleuquina (IL) 4 y sintesis de IgE. Sin
embargo, hay otros factores también importantes como la edad a la que tiene lugar la
primera exposicion al antigeno, naturaleza del mismo, dosis, frecuencia y via de
exposicion. La edad a la que el nifio entra en contacto con el antigeno es importante para el

establecimiento o no de tolerancia.

En principio parece que no se establecera tolerancia inmunoldgica frente a un
aeroalergeno si previamente se ha establecido una respuesta IgE frente al mismo; por el
contrario, este hecho estimulard mas tarde la produccion de IgE. Asi pues, el resultado del
primer contacto es importante para la subsiguiente sensibilizacion o tolerancia. Ademas,
otros factores ambientales como enfermedades concurrentes, pueden también influir en la
respuesta inmune final (Lorente y col., 2001). Estos factores se trataran méas adelante en el
apartado de Patogénesis de la alergia alimentaria.
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Los principales mecanismos de tolerancia linfocitica son:
- la muerte celular, denominada delecion clonal,
- lainactivacion funcional sin muerte celular denominada anergia clonal, y
- la supresién de la activacion de los linfocitos y de las funciones efectoras por los

linfocitos reguladores.

El primer mecanismo, de deleccion clonal, contribuye principalmente a la
tolerancia central frente a Ags propios, mientras que los otros dos mecanismos se dan en la

tolerancia periférica (Roitt, 2000).

Se han estudiado con frecuencia en animales los mecanismos que regulan el
desarrollo de tolerancia, estado de hiporrespuesta inmunolégica, pero escasamente se
encuentran estudios en humanos (Osterlund, 1999). El principal mecanismo de tolerancia
que tiene lugar en humanos frente a la exposicion continua de Ags alimentarios, es la
anergia. Las celulas T especificas frente a un antigeno concreto, contribuyen al

mantenimiento de la homeostasis intestinal (Zivny y col., 2001).

La tolerancia oral se debe al contacto de los Ags alimentarios con la mucosa
gastrointestinal. Los mecanismos inmunoldgicos que determinan el desarrollo de tolerancia
no son del todo conocidos; pudieran estar relacionados con las células Th3 que inhiben la
produccion de citoquinas inflamatorias, al tiempo que promueven la produccion de IgA.
Un defecto en esta regulacién llevaria a la induccion de células Th2 responsables de la
alergia a alimentos, mientras que la induccion de Thl podria inducir un estado de
hipersensibilidad, como se da en la enfermedad celiaca. La tolerancia a nivel de mucosa
respiratoria parece estar inducida de forma similar. La exposicion repetitiva de ovalbdmina
por via inhalatoria en animales de experimentacion, induce tolerancia mediada por
linfocitos CD8", y5-TCR. Es posible que estos mecanismos demostrados en animales,
tengan lugar también en humanos sobre todo en relacién a la tolerancia oral ya que a nivel
digestivo hay muchas mas células CD8" y5-TCR que en la mucosa respiratoria (Lorente y
col., 2001).
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2.1.5.- ALERGENOS

2.1.5.1.- CARACTERISTICAS GENERALES

La mayor parte de los alergenos alimentarios son glicoproteinas hidrosolubles con
pesos moleculares entre 14-40 Kd, pero también moléculas mas pequefias son capaces de

producir sensibilizacion (Chandra, 1997).

Es de esperar que los habitos alimentarios de los distintos paises, dicten los
alimentos que con mas frecuencia causan sensibilizacion en cada uno de ellos. Asi por
ejemplo en Escandinavia, donde el consumo de pescado es elevado, las alergias a este
alimento son frecuentes. En nuestro pais los alimentos implicados en las reacciones
alérgicas son la leche y el huevo, seguidos del pescado (Crespo y col., 1995). De igual
forma, el arroz en Japon, los cacahuetes en USA y en UK (Pumphrey y Stanworth, 1996),
marisco en Italia, son los principales causantes de alergias (Novembre y col., 1998). Por el
contrario, en comunidades donde el cacahuete no es comun, como en Escandinavia, la
alergia a esta leguminosa es rara, 0 las alergias al pescado en zonas de interior frente a
regiones costeras (Chandra, 1997). De igual forma, en paises como Alemania donde el
consumo de pescado y la soja es poco frecuente, las reacciones adversas a estos alimentos
no son comunes (Schéfer y col., 2001). La alergia a crustaceos es frecuente en nifios de
Filipinas y Singapur donde forma parte de la dieta desde la temprana infancia. No es del
todo claro si esta distinta reactividad frente a los alimentos pudiera ser debida a factores
genéticos o culturales pero los resultados sugieren que la susceptibilidad genética a la
alergia alimentaria pudiera tener lugar a nivel de las células T, modulada por el complejo
mayor de histocompatibilidad (Hosking y col., 2000).

Algunas reacciones mediadas por IgE son causadas por agentes “"contaminantes™
presentes en el alimento. Este es el caso de los aeroalergenos presentes en las harinas;
parasitos como el Anisakis spp en el pescado. La ingestion de pescado contaminado con
larva de Anisakis puede inducir respuesta de tipo IgE con sintomas clinicos de distinta

severidad (Pascual y col., 2000).
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2.1.5.2.- REACCIONES CRUZADAS

Como ya se explica anteriormente, la reactividad cruzada es debida a la presencia
de un mismo epitopo en proteinas de distintos alimentos. Asi, determinadas proteinas
presentes en el latex (profilinas y quitinasas) estan también presentes en frutas y vegetales,
siendo responsables de las reacciones cruzadas que tienen lugar entre ambos. Este hecho es
de importancia clinica en la prevencién de posibles reacciones alérgicas a alimentos entre

individuos sensibilizados al latex o a pélenes y viceversa (Kurup y Fink, 2001).

El término sindrome de alergia oral se ha utilizado para describir reacciones que
sufrian algunos pacientes generalmente con fiebre del heno, con sintomas orales tras
ingesta de frutas frescas o verduras (Kelso y col., 1995). La reactividad cruzada entre el
polen y determinados alergenos alimentarios podria explicar la base molecular de los
sintomas alérgicos en pacientes con sindrome de alergia oral, del inglés, oral allergic
syndrome (OAS). Los alimentos de origen vegetal que con mayor frecuencia se encuentran
involucrados en la reaccién cruzada con el latex son: aguacate, platano, castafia, Kiwi,

avellana, melocotdn, papaya, higo, melon, pifia y platano (Kazemi-Shirazi y col., 2000).

Se ha propuesto un mecanismo por el que el polen podria inducir en el tracto
respiratorio la respuesta de IgE de reactividad cruzada, la cual seria responsable también de
la alergia alimentaria en el sindrome de alergia oral (Kazemi-Shirazi y col., 2000). Se ha
observado también la resolucién de sintomas en fiebre del heno y sintomas relacionados
con determinados alimentos, tras inmunoterapia en pacientes con rinitis alérgica y sintomas

orales graves tras ingerir frutas o verduras (Kelso y col., 1995).

Diez-Gomez y col. (1999) han estudiado la implicacién de las profilinas (Bet v1y
v2) en el sindrome de alergia a frutas-pélen-latex. Estos resultados abren nuevas vias de
investigacion en el desarrollo de nuevos métodos de diagndéstico y tratamiento en el OAS y
otras alergias alimentarias, basados en alergenos recombinantes de polen responsables de
la reactividad cruzada.

2.1.5.3.- PROTEINAS DE LA LECHE DE VACA
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La leche de vaca contiene alrededor de un 30 a 35 g de proteina por litro. La accion

de la enzima renina o la acidificacion del pH a 4,6 permiten la obtencion de dos fracciones:

- lactosuero, que contiene un 20% de las proteinas de la leche de vaca y,
- el coagulo, con un 80% de las proteinas.

El suero contiene principalmente proteinas globulares. Las principales, B-
lactoglobulina (BLG) y a-lactalbimina (ALA), son sintetizadas en la glandula mamaria,
mientras que otras como la albumina serica bovina (BSA), provienen de la sangre. En el
coagulo, la fraccion de caseina (CAS) estd constituida por cuatro proteinas codificadas
por diferentes genes de un mismo cromosoma: caseinas asi-, as-, B-, Y k. Parece ser que
ninguna proteina por si sola puede ser la principal responsable de la alergenicidad de las
proteinas de la leche de vaca (Wal, 2001).

1. Estructuray funcion de las proteinas de la leche de vaca (Cuadro 2):

Proteinas de suero:

La BLG se presenta en su estado natural como un dimero de 36 kd. Cada subunidad
corresponde a un polipéptido de 162 residuos. La molécula presenta 2 puentes disulfuro y
una cisteina libre (Fox, 1982). La resistencia de la BLG a hidrdlisis &cida y a proteasas
permite que la proteina se mantenga inalterada tras la digestion, sea absorbida a través de
la mucosa intestinal y presentada a las células inmunocompetentes (Wal, 2001).

La ALA es una proteina globular monomérica de 123 aminoacidos con un PM de
14,4 kd y 4 puentes disulfuro. La secuencia completa de aminoacidos de la ALA bovina
muestra una gran homologia con la ALA humana con un 74% de residuos idénticos y un
6% de residuos similares. Sin embargo, a pesar de esta gran similitud, ha sido identificada
como alergeno en la leche de vaca (Wal, 1998). La ALA es un componente regulador del
sistema enzimatico de la galactosil tranferasa responsable de la sintesis de lactosa (Fox,
1982).

Fraccion de caseina:

La fraccion de CAS esta constituida por 4 proteinas fosforiladas (asl-, as2-, B-, k-)

que forman agregados, micelas, en suspension en el lactosuero (Fox, 1982). Difieren en sus
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propiedades funcionales ya que a- y - son sensibles al calcio mientras que la k-caseina no
lo es. Dichas proteinas presentan caracteristicas comunes no presentes en otras proteinas de
la leche. Las caseinas no se ven afectadas de manera importante en el tratamiento con calor
pero son susceptibles a la accion de todas las endopeptidasas y exopeptidasas (Fox, 1982;
Wal, 1998).

CUADRO 2.

% del total de

Fraccion Proteica Peso molecular

proteina
Caseinas 80%
ag-caseina 34 23,612-25,228
ap-caseina 8 23,612-25,228
B-caseina 25 23,980
K-caseina 9 19,005
Suero 20%
o-Lactalbimina 4 14,174
B-Lactoglobulina 9 36,000 (dimero)
Seroalbimina 1 69,000

(Bernhisel-Broadbent, 1995)

2. La caracterizacion molecular de las estructuras alergénicas de las proteinas de la
leche:

Para una mejor comprension de la relacion entre estructura y reactividad
inmunolégica y el establecimiento de unos criterios en el desarrollo de férmulas
hipoalergénicas, es necesario la caracterizaciéon de “epitopos alergénicos” o por lo menos
la identificacion en las proteinas de fragmentos con capacidad de union a IgE. Sin

embargo, pocos estudios han utilizado el suero de pacientes alérgicos (Wal, 2001).

Se ha demostrado en estudios realizados en grandes grupos de pacientes alérgicos
que la mayoria de los pacientes se sensibilizan a varias proteinas, incluyendo BLG, CAS,
ALA, BSA, lactoferrina e inmunoglobulinas. Ademas de la proteina ALA, la CAS y la
BLG constituyen los principales alergenos (Wal, 1998).
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Dentro de las proteinas de la leche de vaca, ninguna en particular, ha sido
identificada como su principal alergeno. Igualmente, ninguna de sus fracciones ha sido

considerada con mayor capacidad alergénica (Savilahti y Kuitunen, 1992).

En algunos estudios se ha observado que los nifios con alergia a las proteinas de la
leche de vaca presentan mayores niveles de IgE especifica frente a las proteinas de la
fraccion del suero (Hoffman, 1975) mientras que en nifios mayores y en adultos alérgicos,
la IgE especifica es mayoritaria frente a la fraccion de caseina (Docena y col., 1996; Tabar
y col., 1996).

En una reciente revision llevada a cabo por Wal (2001) se concluye que ninguna
caracteristica estructural o funcional presente en todas las proteinas de la leche puede ser
asociada a alergenicidad, aunque algunas regiones homdlogas pueden explicar la
reactividad cruzada de tipo IgE. Los epitopos son numerosos Yy estan distribuidos a lo largo
de las moléculas de proteinas. Pueden estar localizados en partes hidrofobicas a las que los
anticuerpos IgE son inaccesibles en la estructura nativa de las proteinas, pero estan
disponibles tras el proceso de digestion. La estructura tridimensional de las proteinas es un
factor importante en su alergenicidad. Sin embargo, los estudios sobre la union de IgE de
pacientes alérgicos, muestran ademas de la presencia de epitopos conformacionales, la
existencia de epitopos lineales. El hecho también de que los residuos de entre 12 y 14
amino&cidos presenten alergenicidad, evidencia la importancia del cuidado en el uso de
péptidos para la hiposensibilizacion, y de hidrolizados a partir de proteinas de suero en la

dieta de nifios altamente sensibilizados.

2.1.6.- PATOGENESIS

2.1.6.1.- FACTORES GENETICOS

La alergia a los alimentos, como las demas enfermedades alérgicas, tiene un origen
multifactorial que incluye factores genéticos, perinatales, endocrinoldgicos, inmunolégicos
y factores ambientales. El factor hereditario constituye el principal factor predisponente
para sufrir algin tipo de alergia alimentaria ya que los nifios con historial familiar

presentan mayor riesgo de padecer algun tipo de manifestacion atdpica mas adelante. En
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distintos estudios se ha observado una baja incidencia de enfermedades alérgicas en
individuos que no presentan antecedentes familiares, mientras que si uno de los
progenitores es alérgico, el riesgo es alrededor de un 20-30% Yy se duplica cuando ambos
progenitores estan afectados (Chandra, 1997; Roitt, 2000). Si ademas, ambos padres estan
afectados por la misma enfermedad la incidencia puede llegar hasta un 50-80% (Businco y
col., 2001).

Gracias a la aplicacion de técnicas actuales de genética y de biologia molecular en
el estudio de las enfermedades alérgicas, se ha puesto en evidencia cierta relacion entre la
atopia y el cromosoma 11g13. De igual forma se han visto implicados genes localizados en
los cromosomas 4, 5, 6, 7, 11, 12, 14 y 16 en los mecanismos inmunoldgicos de la
respuesta alérgica, produccion de interleuquinas reguladoras y receptores especificos de la
respuesta inmune (Lorente y col., 1998).

2.1.6.1.1.- Equilibrio entre linfocitos T helper 1-T helper 2.

Las células Th, en funcion del patron de citoquinas que producen, pueden
representar a uno de los 2 tipos de células Th: células Thl, relacionadas principalmente
con la inmunidad celular y que producen IL-2, IFN-y y, células Th2 que estan relacionadas
con la inmunidad humoral y que producen IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (Figura 3). Las
citoquinas tipo Thl inhiben la produccion de citoquinas tipo Th2 y viceversa. La IL-4
desempefia un importante papel en la regulacién de la IgE, promoviendo su sintesis a partir
de los linfocitos B; mientras que el interferon gamma, IFN-y, al inhibir la proliferacion de
las células Th2 ejerce efecto inhibidor sobre esta citoquina (Umetsu y DeKruiff, 1997,
Geha, 2000). En concreto, el principal efecto de la IL-4 y también de la IL-13 es inducir el
cambio de inmunoglobulina hacia la sintesis de IgE. ElI mecanismo molecular de este
cambio, revisado recientemente por Oettgen (2000) se basa en que la union de IL-4 y
también de IL-13 a sus receptores origina una sefial de activacion que lleva a inducir

transcripcion del gen correspondiente.

La heterogenicidad entre las células CD4" permite explicar la relacion inversa entre

inmunidad humoral y celular.
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Precursor comun

Tho

Diferenciacion de la
subpoblacién CD4+ Th
durante la evolucion

de la respuesta inmunitaria

IL-2 IFN«y TNF-§ IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 IL-13

e Antagonizan la producciéon de IgE ¢+ Promueven la produccion de IgE
* Inhiben la respuesta alérgica « Favorecen la respuesta alérgica

FIGURA 3. Subpoblaciones de linfocitos T y su relacion con la alergia. Las células T

helper inician una respuesta inmune con mecanismos efectores diferentes (Buttriss, 2002).

Dentro de las células Th2 la variabilidad en cuanto a la produccion de citoquinas
pudiera explicar la produccion preferente de un isotipo u otro de respuesta inmune
humoral: por ejemplo, elevada produccion de 1gG4 o de IgE en algunas respuestas y de IgA
o0 de 1gG,, en otras. Ademas, existe evidencia de que al menos algunas células Th2 pueden
actuar como células reguladoras/inhibidoras suprimiendo la respuesta inmune (p.e. de
respuestas inflamatorias autoinmunes como la encefalitis o Diabetes Mellitus). Algunas
citoquinas tipo Th2, como el TGF-p, tienen propiedades inhibitorias. Por ello, es posible
que algunas células Th2 difieran de las células Th2 convencionales ya que estas otras
producirian grandes cantidades de TGF-B, que inhibe la inmunidad tanto humoral como
celular (Umetsu y DeKruiff, 1997). Por ello, otros autores hacen referencia a 3 grupos de
subpoblaciones de células Th en funcion del patrén de citoquinas: Thl involucradas
principalmente en la inflamacion y activacion de células T citotoxicas, Th2 que producen
activacion de linfocitos B y las células Th3, que se originan en el GALT que forma parte
del MALT (tejido linfoide asociado a mucosas), e inhiben la funcion de células efectoras

mediante la citoquina inhibidora TGF-B. Esta citoquina inhibe la inflamacion Th2 y
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promueve la secrecion de IgA secretora a nivel intestinal (Erickson, 2000; Lorente y col.,
2001) (Esquema 1).

Thl — IL-2, IFN-y (Proteccion contra gérmenes
/ intracelulares, hipersensibilidad retardada)

ThO — 5 Th2 —» IL-4: 4 IgE
IL-3, IL-4: 4 mastocitos
IL-5: diferenciacién eosinoéfilos
\ IL-10: Inhibicion Thl

Th3 —* (en GALT): TGFp
{ Inflamacion Th2'y 4 secrecion IgAs

ESQUEMA 1. Subpoblaciones de linfocitos T helper.

2.1.6.1.2.- Sistema inmunitario del neonato.

El desarrollo del feto esta determinado, en principio, por factores genéticos, pero
puede ser modificado por el estado inmunoldgico y de nutricién de la madre. Parece ser
que durante el embarazo, la supervivencia del feto depende de un cambio en el balance
Th1/Th2 hacia un predominio Th2 (Samartin y col., 2002). De acuerdo con esto, el
ambiente durante la gestacion es altamente inhibidor de las funciones ligadas a los
linfocitos Thl como la presencia de progesterona, prostaglandina E, (PGE,), e
interleuquinas 4 y 10 (Blanco-Quirds, 1998). A su vez, la concentracion de progesterona
presente favorece el desarrollo de células T productoras de IL-4 (Piccini y col., 1995). Asi,
disminuye la reactividad del sistema inmune de la madre hacia un rechazo del feto
(Wegmann y col., 1993; Prescott y col., 1998). En ausencia de este estado y con
predominio pues, de células Thl, podria tener lugar un aborto. Ademas, en abortos
espontaneos se ha observado una concentracion significativamente menor de IL-4, IL-10,
que en abortos voluntarios y, por tanto, tras una gestacion normal (Piccini y col., 1998).
Los recién nacidos tienen por ello, un patron de células Th2. La maduracion del sistema

inmune durante la infancia puede entonces entenderse como un cambio gradual en el feto y
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recién nacido hacia un patron de citoquinas Thl. La exposicion antigenica a la que se
encuentre sometido el nifio en los primeros meses de embarazo, podra condicionar la
aparicion posterior de enfermedades alérgicas (Blanco-Quirds, 1998). En presencia de un
antigeno, tendré lugar una respuesta Thl o Th2 a partir de células ThO, en funcion de la
presencia de un tipo u otro de citoquinas en el medio (Sorensen y Porch, 2001).

El primer afio de vida es el periodo mas vulnerable para la sensibilizacion (Wahn y
col., 1997). El primer contacto del sistema inmune del feto con alergenos tiene lugar ya en
el atero (Devereux y col., 2001); pequefias cantidades de alergeno atraviesan la placenta e
inducen una respuesta especifica. En los estudios sobre la proliferacion de linfocitos en
sangre de corddn y sangre fetal frente a Ags alimentarios y aeroalergenos se ha indicado
que el primer contacto de las células T con Ags se inicia ya en el utero (Prescott y col.,
1998; Businco y col., 2001). Con este primer contacto, debido al ambiente inhibidor de
linfocitos Thl, se generan linfocitos Th2, que responderan de forma especifica a alergenos
y por tanto, presentaran memoria inmunoldgica (Blanco-Quiros, 1998). Tras el nacimiento,
en contacto con diferentes alergenos, se dan 3 posibilidades: la mas comin es la aparicion
de anergia y como consecuencia, de un estado de tolerancia 0 de no respuesta
inmunoldgica; puede tener lugar también una desviacion inmunologica de linfocitos Th2
hacia Thl; y por ultimo, puede tener lugar un incremento de linfocitos Th2 previamente
capacitados y sensibilizados frente a los alergenos via transplancentaria, y con el
consiguiente desarrollo de enfermedad alérgica. Por tanto, la resistencia o sensibilidad
hacia una enfermedad alérgica parece estar determinada por el balance entre aumento de
los linfocitos Th2 y/o desviacion hacia otros tipos de linfocitos Th durante los primeros

meses de vida (Lorente y col., 2001)

La falta de maduracion del sistema inmune puede verse también reflejada en la
produccion de citoquinas. Se ha observado que tanto en nifios atopicos como no atopicos la
produccion de IL-4, IL-5 e IFN-y esta relacionada con la edad. En nifios no atdpicos,
menores de 2 afios se ha observado la presencia de niveles de citoquinas Th2 inferiores en

comparacién con nifios mayores también no atépicos (Smart y Kemp, 2001).

2.1.6.2.- FACTORES AMBIENTALES
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Aunque el componente genético juega un papel principal en las enfermedades
alérgicas, la falta de concordancia de los valores de IgE y la aparicion de enfermedades
atopicas en gemelos idénticos de alto riesgo, implican la contribucion de los factores
ambientales como importantes determinantes de las enfermedades atopicas (Wuhthrich y
col. 1981; Warner y col., 2000). En efecto, a partir de un nivel de predisposicion genética,
existen maltiples factores que son responsables de la expresion final del fenotipo alérgico
(Figura 4).

EXPOSICION
Edad de la primera exposicién
FACTORES Duracion e intensidad de la PREDISPOSICION
exposicién -
AMBIENTALES Habitos alimentarios GEAIXEJ;CA

Polucién atmosférica,
Alergenos domésticos, SALUD
Infecciones Enfermedad

INMUNOCOMPETENCIA

gastrointestinal

Inmunidadvs tolerancia
Calidad y cantidad de respuesta

SENSIBILIZACION ALERGICA

'

ALERGIA ALIMENTARIA

FIGURA 4. Factores condicionantes en el desarrollo de la enfermedad alérgica.

Como se ha visto anteriormente, hay distintas barreras fisiologicas que previenen de
la absorcion de proteinas potencialmente alergénicas. Si estas barreras sufren un deterioro,
el riesgo de sensibilizacion aumenta. Por ello, en un individuo susceptible, la probabilidad
de sensibilizacion dependera de mdaltiples factores: permeabilidad intestinal, alergias a

otros alimentos o sustancias inhaladas, inmunodeficiencias, episodios previos de
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gastroenteritis viral, etc. Se ha comprobado que los individuos que presentan
inmunodeficiencia tanto transitoria como prolongada, en la que se afectan IgG, IgA,
células CD8", y células T con receptor v5, presentan mayor riesgo de desarrollar alergias
alimentarias (Chandra, 1997).

2.1.6.2.1.- Exposicion al antigeno.

Como ya se ha indicado anteriormente en relacion con el desarrollo de la tolerancia
oral o de un proceso alérgico hay multiples factores, que ademas de los genéticos, pueden
influir en la respuesta inmune tras el primer contacto con el antigeno. Por ejemplo, la edad
a la que se produce la primera exposicion al antigeno, naturaleza del mismo, dosis,
frecuencia y via de exposicion (Lorente y col., 2001). Asi, una exposicion temprana a la
leche de vaca se ha asociado a un mayor indice de sensibilizacion a alergenos (Businco y
col., 2001).

2.1.6.2.2.- Infecciones.

Es bien conocido el hecho de que algunas infecciones y enfermedades parasitarias
predisponen a la sensibilizacion alérgica y favorecen la aparicion de reaccion alérgica. Asi
por ejemplo, la diarrea por rotavirus, aumenta la permeabilidad intestinal, observandose,
un aumento de IgE especifica a determinados alimentos tras uno de estos episodios
infecciosos (Chandra, 2002). Los conocimientos en este sentido, sobre la relacién entre

alergia e infeccion estan actualmente sufriendo cambios.

A pesar de la importancia de los factores ambientales como la polucion, el tabaco,
etc. que se ha sugerido en el notable aumento de enfermedades alérgicas acontecido en las
ultimas décadas, también puede estar implicado una disminucion en la incidencia de
infecciones. Algunos autores han propuesto que debido a una mayor higiene en la
alimentacion y a programas de vacunacion, hay una falta de exposicion a microorganismos
dietéticos y ambientales, con lo que se ha reducido la frecuencia de infecciones en los
paises occidentales, contribuyendo por otra parte este hecho, al incremento de
enfermedades atdpicas. Esto constituye lo que se ha denominado "hipétesis de higiene"
(Helm y Burks, 2000). Esta hipétesis afirma pues, que un mejor estandar de vida
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contribuye al aumento de las enfermedades alérgicas. Y por tanto, que la proteccion frente

al desarrollo de la atopia es mediada por las infecciones (Geha, 2000).

En este contexto, parece existir cierta relacion entre el nimero de hermanos y la
incidencia de enfermedades alérgicas. Se ha puesto de manifiesto que la prevalencia de
atopia es de un 25% en sujetos sin hermanos, comparado con el 9% entre aquellos con 5 0
mas hermanos (Rasanen y col., 1997). La explicacion vendria dada por el hecho de que los
niflos de familias mas numerosas estan en contacto con microorganismos infecciosos,
especialmente bacterias, en épocas tempranas dirigiendo el equilibrio hacia Thi,
probablemente inhibiendo la respuesta alérgica Th2 mediante la activacion de macrofagos
y células natural killer (NK) a la produccion de 1L-12 (Geha, 2000). De igual forma, se ha
observado un menor nimero de alergopatias en poblaciones con pruebas tuberculinicas
positivas (Shirakawa y col., 1997), vacunadas con BCG (Gruber y col., 1997) o después de
sufrir epidemias de sarampion (Shaheen y col., 1996). Shirakawa y col. (1997) indican que
la respuesta a Micobacterium tuberculosis presenta una correlacion negativa con la
presencia de enfermedad at6pica en Japon. Debido a que la respuesta a la tuberculina se
debe principalmente a la vacunacion con BCG, estos autores pensaron en el posible efecto
protector de ésta. Para ello, se hizo un seguimiento en 1314 recién nacidos hasta los 5 afios
analizando la IgE especifica y la IgE total. Se observd una menor prevalencia de
enfermedad alérgica en el grupo vacunado. Estas diferencias en la prevalencia van

disminuyendo con el tiempo, no siendo ya significativas a los 60 meses de edad.

Por otra parte, el uso de antibidticos durante la infancia se ha correlacionado con un
aumento del riesgo de asma (Geha, 2000). Debido a que la exposicion a antibidticos
produce una mayor alteracion en la flora intestinal, el uso de antibidticos en la primera
infancia pudiera ser un factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades alérgicas. En
efecto, el uso de antibioticos en las sociedades occidentales ha aumentado paralelamente
con la incidencia de enfermedad alérgica (McKeever y col., 2002). El interés se centra por
ello, en el efecto protector de las infecciones tempranas en el desarrollo de alergia,
posiblemente a traves de un efecto inhibidor de las citoquinas Thl, generadas durante la
respuesta inmune en defensa frente a estas infecciones. Parece sin embargo improbable,
gue un estimulo potencialmente dafiino tenga que ser necesario para la maduracién

postnatal del sistema inmune. Por lo que se ha sugerido que la primera sefial para esta
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maduracion en la infancia temprana se deba no a microorganismos patdgenos, sino a la

estimulacion de la propia flora microbiana (Bjorksten, 1999).

En este sentido, es importante recordar el papel que juega la flora intestinal en el
control de la respuesta inmune en el desarrollo del sistema inmune, y por tanto, frente a la
exposicion a alergenos. Por otra parte, es interesante comprobar que la microflora intestinal
de los nifios con alergopatias es distinta durante el primer afio de vida respecto a la de
nifios que no las sufren. Asi, los primeros presentan menos bifidobacterias, lactobacilos y
mas Staphylococcus aureus y enterobacterias que los nifios no alérgicos. Mas aun, estas
diferencias en la composicion de la microflora se pueden comprobar en edades muy
tempranas, antes de que tenga lugar la aparicion de sintomas clinicos de atopia (Sepp y
col., 1997; Bjorksten y col., 2001).

Por otro lado, existe evidencia de que algunas infecciones y enfermedades
parasitarias predisponen a la sensibilizacion alérgica. A su vez, la inflamacion alérgica
puede desencadenar infecciones en piel y mucosas cuando contribuye al dafio en la barrera
0 a la disminucion en los mecanismos de eliminacion bacteriana. Asi por ejemplo, la rinitis
alérgica es causa de infeccion secundaria al producir sinusitis y otitis; las infecciones en la
piel por Staphylococcus son una causa frecuente de complicacion de la dermatitis atopica.
La disminucion de la IgA secretora en algunos pacientes alérgicos constituye un factor
adicional (Sorensen y Porch, 2001). En mdltiples ocasiones, las reinfecciones se han
relacionado con la modulacién de la produccion de IgE y por tanto, con la sensibilizacion
alérgica. Este hecho se debe a que la infeccion potencialmente estimula la produccion de
IgE por diferentes mecanismos: disminucion de linfocitos T supresores; bloqueo beta-
adrenérgico temporal; o lesion de células de la mucosa del &rbol bronquial permitiendo una
mayor penetracion de Ags. Por el contrario, otros virus como el virus del herpes simple,

influenza A y adenovirus estimulan la produccion de IFN (Lorente y col., 2001).

Los estudios especificos para confirmar la “hipGtesis de higiene” no son
concluyentes (Strachan, 2000). Algunos resultados indican que las infecciones por
sarampion (Lewis y Britton, 1998), hepatitis A (Matricardi y col., 2000) y micobacteria

que reducen el riesgo de alergias, mientras que otros estudios no observan un efecto
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protector en infecciones tempranas (Alm y col., 1999) o incluso muestran una correlacion

positiva (Vonmutius y col., 1999).

En un reciente estudio de cohorte McKeever y col. (2002) cuantifican la relacion
entre la exposicion a infecciones de los pacientes, infecciones de sus hermanos, el uso de
antibidticos y la incidencia de enfermedades alérgicas (asma, eczema y fiebre del heno).
Este mismo grupo de investigacion, en un estudio anterior observa un importante efecto
protector en el nimero de hermanos mayores en el desarrollo de eczema, fiebre del heno y
asma (McKeever y col., 2001). Los autores concluyen que los nifios con asma son mas
propensos a padecer infecciones respiratorias. Resultados parecidos han mostrado que las
infecciones respiratorias, principalmente por el virus respiratorio sincitial, aumentan el
riesgo de padecer asma (Stein y col., 1999; Sigurs y col., 2000). No esta claro si la
infeccion respiratoria es realmente un factor de riesgo de asma o es simplemente una
manifestacion temprana de la enfermedad. Por otra parte, el uso de antibioticos en edades
tempranas si que podria estar relacionado con la incidencia de enfermedad alérgica. Sin
embargo, no se han encontrado resultados consistentes para indicar un efecto protector de
las infecciones en el nifio o sus hermanos en la incidencia de enfermedad atdpica
(McKeever y col., 2002).

2.1.7.- MECANISMOS DE LA ALERGIA ALIMENTARIA

En las reacciones alérgicas, a diferencia de las infecciosas, en un primer contacto
con el antigeno no aparecen alteraciones ni sintomas. Es necesario un periodo de
sensibilizacion, para que posteriormente, tras un segundo contacto con el alergeno, se

desencadene la respuesta inmunitaria con la aparicion de los sintomas caracteristicos.

Se han definido cuatro tipos de reacciones de hipersensibilidad en funcion de los
mecanismos efectores que las desencadenan (Cuadro 3). Se consideran tres tipos de
reacciones de hipersensibilidad mediadas por anticuerpos y un cuarto tipo, mediado

principalmente por linfocitos T y macréfagos.
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CUADRO 3. Clasificacion de las enfermedades inmunologicas (Abbas, 2000)

Tipo de Hipersensibilidad Mecanismo inmunitario Mecanismo de la lesién

Mastocitos y sus
mediadores (aminas
vasoactivas, citoquinas,
mediadores lipidicos)

Tipo I: hipersensibilidad

inmediata Anticuerpos IgE

Anticuerpos IgM e 1gG
contra Ags de la superficie
celular o matriz extracelular

Tipo 1l: mediada por
anticuerpos

Opsonizacion y fagocitosis.
Activacién de leucocitos

Inmunocomplejos IgM e 1gG
Tipo I1l: mediada por contra Ags de la superficie
inmunocomplejos celular o de la matriz
extracelular

1. Células T CD4"
Tipo 1V: mediada por (hipersensibilidad retardada)
células 2. CTL CD8" (citolisis
mediada por células T)

CTL = Linfocito T citotdxico

Activacion de leucocitos

Activacion de macréfagos,
inflamacién mediada por
células

a) Hipersensibilidad Tipo | o inmediata, mediada por IgE y mastocitos. Es el tipo
de reaccion mas estudiada en las alergias alimentarias. El proceso que tiene lugar es
el siguiente:

En una primera exposicion al antigeno, los linfocitos B sintetizan anticuerpos IgM
especificos frente al alergeno. Este anticuerpo capta, internaliza y procesa al alergeno. Los
péptidos procesados son presentados a los linfocitos Th (CD4") por medio de las moléculas
de histocompatibilidad (MHC) tipo Il. EI cambio de IgM a IgE necesita de la interaccion
entre linfocitos B sensibilizados frente al antigeno especifico y los linfocitos T. Las células
T activadas secretan IL-4, y expresan ligando CD40, que actta sobre los linfocitos B a
inducir el cambio de isotipo IgM a IgE. Estas IgE se fijan sobre los receptores de alta
afinidad (Fcel) de la superficie de mastocitos y basofilos localizados en esa zona,
guedando asi sensibilizados. Parte de la IgE pasa a circulacion y se une a los receptores
especificos de los basofilos circulantes y de los mastocitos tisulares que se encuentran
distribuidos en distintas localizaciones como la piel, tracto gastrointestinal o pulmonar,
quedando éstos también sensibilizados. Ademas, se generan células plasmaticas y células
B memoria (Figura 5) (Terr, 1997).
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(A) FASE DE SENSIBILIZACION: 1a. exposicién

Alergeno ® 5 APC
o® oy .

CélulaT
efectora

Anticuerpos

FIGURA 5. Mecanismo alérgico: primera fase

En una segunda exposicion al mismo antigeno, las células plasmaticas secretan IgE
especifica frente al alergeno. Al ponerse en contacto el alergeno con los mastocitos
sensibilizados se produce un entrecruzamiento de las IgE unidas a su superficie, lo que
induce un aumento de la concentracién de calcio intracelular que desencadena la liberacion
de los mediadores preformados como la histamina, enzimas y factores quimiotacticos.
Ademas se induce la sintesis de nuevos mediadores derivados del &cido araquiddnico,
concretamente, prostaglandinas y leucotrienos (Figura 6). La reaccion inmediata se inicia
pues, por entrecruzamiento de las IgE mediante los alergenos. Estos mediadores son los
responsables de los sintomas de la reaccion alérgica de tipo inmediato. La histamina,
prostaglandinas y leucotrienos desencadenan la vasodilatacion, permeabilidad vascular y la
contraccion de la musculatura lisa. Los factores quimiotacticos atraen eosindéfilos,
neutréfilos y células mononucleares que liberan otros mediadores, prolongandose asi la
respuesta alérgica. Esto constituiria la reaccion de tipo retardado, que en la mayoria de los

casos sigue a la respuesta inmediata (Fuleihan, 1998; Abbas, 2001).
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FASE EFECTORA: reexposicion’

L L Y !
Alergeno Alergeno Alergeno
© v ®e

CélulaT
efectora

ek

Complejo inmunitario
con anticuerpo IgG

|

Liberacién de  Activacion de complemento

mediadores l
Contraccién de musculo liso Linfocinas
Dilatacidn arteriolar Analfilotoxinas
Permeabilidad vascular Factores qUimiatécticos

FIGURA 6. Mecanismo alérgico: segunda fase.

b) Hipersensibilidad de Tipo |1, dependiente de anticuerpos.

En estas reacciones intervienen otros anticuerpos distintos a la IgE, tales como IgM e
IgG. Algunos de estos anticuerpos son especificos de los Ags de determinadas células o de
la matriz extracelular y se encuentran fijados a dichas células o tejidos, o en forma libre en
la circulacidn. Estos anticuerpos opsonizan las células y pueden activar el complemento,
conduciendo a la fagocitosis de las células. Ademas, pueden reclutar leucocitos
(neutrofilos, macréfagos) uniéndose al receptor de Fc o activando el complemento y de
esta forma liberando subproductos que son quimiotéacticos para los leucocitos. Como
consecuencia tiene lugar inflamacion y lesion tisular. Este tipo de reaccion tiene lugar, por

ejemplo, en la enfermedad hemolitica del recién nacido (Abbas, 2001; Roitt, 2000).

c) Hipersensibilidad de Tipo I11, inducida por inmunocomplejos.

Los anticuerpos pueden ademas, formar complejos inmunitarios solubles antigeno-
anticuerpo. Estos son los responsables de las reacciones de hipersensibilidad de tipo I1I.
Los inmunocomplejos de gran tamafio son eliminados por el sistema reticuloendotelial del

35



Situacion bibliogréfica

higado, el bazo y el pulmon, mientras que los mas pequefios persisten en la circulacion y
pueden depositarse en la membrana basal del glomérulo u otros organos diana. Este
depdsito tisular puede verse favorecido por la liberacién de aminas vasoactivas por parte
de mastocitos y basofilos, tras la interaccion simultanea de IgE y antigeno. Ademas, la
activacion del complemento por los inmunocomplejos va a estimular la quimiotaxis, la
fagocitosis y la liberacion de proteasas. Ejemplos clinicos en que tienen lugar estas

reacciones son la enfermedad del suero y las reacciones locales de Arthus (Roitt, 2001).

Los complejos antigeno-anticuerpo se generan durante las respuestas inmunitarias
normales, pero solo causan enfermedad cuando se producen en cantidades muy elevadas,

no se eliminan de forma eficiente o se depositan en los tejidos.

d) Hipersensibilidad de Tipo 1V, de tipo celular.

Las reacciones tipo IV estdn mediadas por células T con especificidad antigénica y
macrofagos. La reaccion tiene lugar entre 24 y 72 horas después de la exposicion al
antigeno. Las lesiones tisulares pueden deberse a que estos linfocitos T activan los
mecanismos efectores de la hipersensibilidad retardada o a que lisan directamente las
células dianas.

En las reacciones de hipersensibilidad retardada, las células T CD4" (y, en ocasiones,
las CD8") responden a los Ags tisulares secretando citoquinas. Estas citoquinas ejercen
funciones como activacién de macréfagos, regulacion linfocitaria e induccion de la
inflamacién, produciendo asi, dafio tisular.

En ciertas enfermedades, los linfocitos T citoliticos CD8" destruyen las células
huésped, provocando lesion tisular.

Como ejemplos clinicos de este tipo de reacciones se encuentran la dermatitis de

contacto y la respuesta injerto contra huésped.

No obstante, hay que tener en cuenta que las enfermedades inmunoldgicas a
menudo son complejas y se deben a combinaciones de respuestas humorales y celulares y a
multiples mecanismos efectores. De hecho, en condiciones normales, un Unico antigeno

puede estimular la respuesta inmune tanto humoral como celular.
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2.1.8.- MANIFESTACIONES DE LA ALERGIA ALIMENTARIA

Los sintomas de la alergia/intolerancia alimentaria a las proteinas de la leche
pueden aparecer entre unos pocos minutos y 1 hora tras la exposicion a la leche (reacciones
inmediatas principalmente mediadas por IgE) o después de 1 hora (reacciones de tipo
retardado), presentandose en algunos casos sintomas incluso después de dias. En la
mayoria de los casos, estas Ultimas son reacciones no mediadas por IgE (Host, 1994). Los
sintomas aparecen con mayor frecuencia a los 3-4 meses de edad (Sprikkelman y col.,
2000). La mayoria de los nifios experimentan dos 0 mas sintomas y sintomas en mas de 2
organos. Entre un 50-70% de nifios presentan sintomas cutaneos, un 50-60% sintomas
digestivos y un 20-30% de tipo respiratorio (Host, 1994; Verwimp y col., 1995; Hattevig y
col., 1996).

Las manifestaciones clinicas de la alergia alimentaria pueden ser consecuencia de
reacciones mediadas o no por IgE (Eigenmann y col., 1999). Por ello, se pueden clasificar
en funcién del mecanismo inmunitario subyacente o en funcién del 6rgano afectado
(Yunginger, 1998). Las manifestaciones clinicas de la alergia/intolerancia a la leche de

vaca se muestran en la siguiente tabla (Cuadro 4) (Host, 1998).

CUADRO 4. Manifestaciones clinicas de la alergia alimentaria.

Reacciones Mediadas por IgE No mediadas por IgE
Prurito bucal (OAS) .
. : s Enterocolitis
Gastrointestinal Nausea, vomitos o
P Colitis
Gastroenteritis alérgica
. Urticaria/Angioedema
Cutanea L 2
Dermatitis atopica
Respiratorio Asma Otitis media
P Rinoconjuntivitis Sindrome de Heiner
Sistémico Anafilaxia
Migrafia
Otros Irritabilidad
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2.1.8.1.- CUTANEAS

Mediadas por IgE:

La Urticaria se caracteriza por lesiones eritematosas elevadas y pruriginosas de
bordes serpiginosos y centros blanquecinos. Son evanescentes y de tamafio y distribucion
variables. La urticaria que persiste mas de seis semanas se considera cronica.

El Angioedema es un proceso similar a la urticaria, que aparece en niveles mas
profundos de la dermis y tejido subcutaneo. Suele estar asociado a la urticaria, aunque en
un 10% de los casos se presenta aislado. Afecta al area perioral, labios, lengua, cuero
cabelludo, escroto y dorso de manos y pies. Cuando participan las vias respiratorias, surge
estridor, ronquera, disnea y obstruccion, pudiendo amenazar la vida del paciente
(Yunginger, 1999). Urticaria aguda o el angioedema pueden ser signos iniciales de una
anafilaxia.

La Dermatitis atopica (DA) es una enfermedad inflamatoria cronica en la que el
componente genético, los factores ambientales, farmacoldgicos, psicolégicos e
inmunoldgicos contribuyen al desarrollo y severidad de la enfermedad (Leung, 2000). Se
trata de una afeccion cutanea que se caracteriza por prurito intenso de aparicién constante.
Se presenta de forma frecuente en la primera y segunda infancia afectando entre un 3-5 %
de nifios menores de 5 afios (Yunginger, 1997). En efecto, la DA constituye uno de los
sintomas cutaneos mas comunes de la alergia a las proteinas de la leche (Isolauri y col.,
1995; Novembre y Vierucci, 2001).

La causa de la DA no es del todo conocida. Se han detectado IgE especificas frente
a Ags en pacientes afectados (Yunginger, 1997). Se ha observado el importante papel de
los alergenos en la DA. Aproximadamente un 80% de los pacientes con DA presentan
niveles séricos elevados de IgE total y especifica frente a una variedad de alimentos y
aeroalergenos. Asi mismo, células T de lesiones cutaneas en DA proliferan y producen IL-
4 in vitro en respuesta a Ags del polvo (Geha, 2000). Sin embargo, las concentraciones
elevadas de IgE no siempre desempefian un papel fisiopatoldgico; pueden estar
relacionadas con alteraciones del control de la sintesis de IgE por déficit funcional de las
celulas T supresoras (Yunginger, 1997).
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En la DA, el patron inmunologico encontrado incluye elevacion de los niveles de
IgE, eosinofilia, secrecion espontanea de histamina, disminucion del nimero y actividad de
las células CD8", aumento de las células Th2 productoras de IL-4 e IL-5 y bajos niveles de
ceélulas secretoras de IFN-y, proteina cationica eosinofilica y proteina principal bésica

eosinofilica (Leung, 2000).

La historia natural de la DA es variable. Generalmente la dermatitis desaparece
durante los primeros afios de vida, pero con frecuencia tiene lugar la aparicion de
enfermedades alérgicas en las vias respiratorias. Patrizi y col. (2000) tratan de establecer
factores de riesgo del desarrollo de enfermedad alérgica respiratoria en nifios con DA. En
78 nifios con distinta severidad en los sintomas de la DA, llevan un seguimiento durante 4
afios. Las pruebas prick test positivas, junto con los sintomas mas severos de la DA y
niveles elevados de IgE en suero, identifican aquellos nifios entre 0-3 afilos con mayor
riesgo de un posterior desarrollo de enfermedades alérgicas respiratorias (Patrizi y col.,
2000).

Se ha comprobado que las lesiones cutaneas de la dermatitis atpica se deben tanto
a reacciones mediadas por IgE como de tipo celular. Los factores inmunoldgicos en los que
se basa esta heterogeneidad son desconocidos. En pacientes con dermatitis atdpica y
alergia alimentaria, la provocacion oral con el alergeno, produce reaccion de tipo
inmediato y/o de tipo retardado (Isolauri y col., 1997). Las reacciones de tipo retardado
parecen ser mas frecuentes en pacientes atopicos con resultados positivos al test cutaneo
con el alimento responsable de las pruebas de provocacion (Isolauri y Turjanmaa, 1996).
Se han observado diferencias en la produccion de IFN-y in vitro tras estimulacion con el
alergeno en nifios alérgicos a la leche, en funcién del tipo de reaccién. Los nifios atopicos
que reaccionan de forma inmediata, producen IFN-y, mientras que los que responden de
forma retardada, no presentan un aumento de esta citoquina (Sitas y col., 1997). Estos

resultados reflejan las diferencias clinicas e inmunoldgicas de la dermatitis atpica.

2.1.8.2.- GASTROINTESTINALES
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Independientemente del mecanismo responsable, los sintomas de hipersensibilidad
a nivel gastrointestinal son de naturaleza similar, pero varian en cuanto al momento de

aparicion, la gravedad y la persistencia (Sampson, 2000).

No mediadas por IgE:

La mayor parte de las reacciones no mediadas por IgE afectan al tracto digestivo.
Los lactantes presentan en general, enterocolitis, mientras que los nifios de mayor edad
manifiestan con mas frecuencia gastroenteritis alérgicas eosinofilas (Eigenmann y col.,
1999).

La enteropatia alérgica o enterocolitis inducida por los alimentos es una afeccion
intestinal de origen inmunitario no mediada por IgE y frecuentemente provocada por las
proteinas de la leche de vaca o soja. Se manifiesta en forma de vomitos o diarrea tras un
intervalo libre de sintomas de 4-6 horas. Las deposiciones pueden contener sangre,
eosinofilos y polimorfonucleares neutrofilos. Gracias a la sustitucion de la leche de vaca
por leches infantiles para lactantes, la gravedad de las enteropatias alérgicas es menor
(Verkasalo y col., 1981).

Las colitis alérgica se revela generalmente desde los primeros meses de vida por
una diarrea sanguinolenta (Belli y col., 1994). La leche de vaca es el principal alergeno
responsable de esta afeccién no mediada por IgE y que sélo afecta al intestino grueso. Los
lactantes afectos muestran frecuentemente un crecimiento y estado general satisfactorio,
pero pueden tener anemia e hipoalbuminemia cuando la pérdida de sangre por el aparato
digestivo es importante. La sensibilizacion a las proteinas de la leche de vaca puede
producirse durante la lactancia, debido a la presencia de proteinas de leche de vaca en la
leche materna. Frecuentemente existe un antecedente familiar de atopia. El diagnostico es
sugerido a veces por la hipoalbuminemia e hipereosinofilia en la sangre (Machida y col.,
1994). La hemorragia por via rectal desaparece en general tras 3 dias de evitar el antigeno.
En nifios lactantes en que se sospeche una colitis alérgica, la madre debera seguir un
régimen sin leche y esperar unos dias antes de reiniciar la lactancia, dejando que transcurra
el tiempo necesario para que las proteinas de la leche de vaca hayan desaparecido de su
propia leche. En los nifios alimentados con biberon se recomienda el empleo de

hidrolizados (Eigenmann y col., 1999).

Mediadas por IgE:
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El Sindrome de alergia oral, OAS, es el equivalente mucoso de la urticaria. La
ingestion de ciertos alimentos (frutas y verduras en general) se acomparia de prurito y
edema de los labios, orofaringe y/o faringe laringea (Ortolani y col., 1988).

La Gastroenteropatia eosinofila es una afeccion cronica. Se caracteriza por una
eosinofilia hematica y la presencia de infiltrados inflamatorios eosinéfilos en el tracto
gastrointestinal. Los lactantes que presentan una enteropatia alérgica a la leche de vaca
generalmente muestran una afectacion de la mucosa con atrofia parcial o subtotal de las
vellosidades (Katz y col., 1984).

2.1.8.3.- RESPIRATORIAS

El Asma se define como la obstruccion reversible de las vias respiratorias de
pequefio y gran calibre por hiperreactividad frente a diversos estimulos que pueden ser o
no, de tipo inmunitario. El asma cursa de forma intermitente (Yunginger, 1997).

La Rinoconjuntivitis raramente se manifiesta en ausencia de otros sintomas
alérgicos.

El Sindrome de Heiner se caracteriza por retraso en el crecimiento con diarrea,
anemia por deficiencia en hierro y hemosiderosis pulmonar (Heiner y col., 1962). Es un
tipo de hemosiderosis pulmonar que no es mediada por IgE y que segln se ha sostenido, es
debida a la hipersensibilidad a alimentos, principalmente a la leche (Sampson, 1995).

2.1.8.4.- SISTEMICAS

La Anafilaxia consiste en una reaccién sistémica en la que los sintomas estan
relacionados con los sistemas gastrointestinal, cardiovascular, respiratorio y cutaneo.
Aunque cualquier proteina es capaz de inducir reaccion anafilactica, algunos alimentos
como los cacahuetes, el marisco y algunos pescados tienden a ser con mas frecuencia la
causa (Chandra, 1997; Sampson, 2000). La anafilaxia constituye la forma mas severa de
presentacion de una reaccion de hipersensibilidad inmediata de tipo I, dependiente de IgE.
La anafilaxia debida a los alimentos es la principal causa de reacciones anafilacticas en los
servicios de urgencia de los paises occidentales. En USA se estima que cada afio hay unos

29.000 casos tratados y unas 125-150 muertes de reacciones anafilacticas a alimentos. Los
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cacahuetes, el marisco y pescados son los alimentos responsables de la mayor parte de

reacciones anafilacticas graves (Sampson, 2000).

En las ultimas décadas se ha observado una incidencia creciente de una forma de
anafilaxia que s6lo se produce al realizar ejercicio fisico, la anafilaxia inducida por el
ejercicio (AIE). La AIE puede deberse a una alergia subclinica que se manifiesta con la
realizacion de un esfuerzo. Lo mas frecuente es que primero se ingiera el alimento y luego
se realice el ejercicio, aunque se han descrito también casos a la inversa. En general, no
suelen transcurrir mas de 2 horas entre ambos (Novey y col., 1984). Esta forma de
anafilaxia se caracteriza por la aparicion a los pocos minutos de comenzar el ejercicio, de
acaloramiento y eritema difuso, seguido de prurito cutaneo generalizado. Puede
acomparfiarse de angioedema facial, palpebral, labial, lingual o incluso laringeo, en cuyo
caso constituiria un importante compromiso respiratorio por obstruccion de las vias aéreas
altas. Si el ejercicio es intenso evoluciona con frecuencia a un cuadro severo con afeccion
gastrointestinal (vomitos, diarrea, dolor abdominal), respiratoria (broncoespasmo agudo) o

cardiovascular (hipotension), culminando en un estado de shock (Pérez y col., 2001).

El mecanismo por el que la actividad fisica condiciona la reaccion al alergeno no se
conoce con exactitud, pero tras los resultados obtenidos en distintos estudios se ha
especulado sobre determinados factores que pudieran estar implicados. Asi, se ha sugerido
que la acidosis inducida por el ejercicio puede favorecer la degranulacion, hecho que se ve
apoyado por estudios en los que la ingesta previa de bicarbonato impide la reaparicion de
los sintomas de anafilaxia tras la ingesta de trigo y la realizacion de ejercicio fisico
(Katsunuma y col., 1992). Se ha especulado ademas que en estos pacientes el ejercicio
induce una disminucién del umbral del estimulo de los mastocitos para la liberacion de los
mediadores de la anafilaxia (Dohi y col., 1991). También se ha sugerido como mecanismo
implicado el aumento fisioldgico de los opioides durante el ejercicio, que actian como
estimulantes de la degranulacion de mastocitos. Lin y col. (1993) llevaron a cabo una
prueba de tipo prick con codeina antes y después del ejercicio, comprobando que la
respuesta es mayor tras el esfuerzo, lo que sugiere que el ejercicio aumenta la sensibilidad

de los mastocitos ante agentes que estimulan su degranulacion.
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Los factores que parecen relacionarse con un mayor riesgo de presentar este tipo de
reacciones sistémicas incluyen la presencia de asma, sensibilidad al marisco, los
cacahuetes y a otros tipos de frutos secos y el retraso en la administracion de epinefrina
(Sampson, 2000).

2.1.9.- HISTORIA NATURAL

La historia natural de la alergia va a estar influenciada por varios factores, entre los
que se encuentran el alimento responsable, el estado atopico del individuo, la edad del
paciente, la presentacién clinica de la enfermedad, etc. Asi por ejemplo, en el caso de la los
nifios con alergia a las proteinas de la leche de vaca el prondstico a largo plazo es bueno,
mientras que para la alergia al huevo tiende a persistir en algunos casos hasta la
adolescencia y, la alergia al pescado y los frutos secos puede durar todo la vida (Wahn,
2001). Por otra parte, en los nifios que presentan eczema, sintomas gastrointestinales como
vomitos, diarrea, dolores abdominales, generalmente desaparece la alergia a la leche de
vaca durante el primer afio de vida, mientras que en nifilos con urticaria, angioedema,
sintomas respiratorios o anafilaxia, la alergia suele persistir en la edad adulta (Businco y
Bellanti, 1993).

En la primera infancia la alergia a las proteinas de la leche de vaca (PLV) tiende a
evolucionar hacia el desarrollo de la tolerancia a corto o medio plazo. Al afio de vida se ha
establecido la tolerancia en un 50-60% de los nifios, a los dos afios en el 70-75% y a los 4
afios en el 85% (Host y Halken, 1990; Garcia-Ara y col., 1996). En Espafia, estudios
prospectivos indican que el desarrollo de tolerancia a la leche de vaca es de un 72% a los 2
afios de edad, mientras que en estudios retrospectivos llevados a cabo en el mismo centro,
la tolerancia fue Unicamente del 50% (Garcia-Ara y col., 1996). El seguimiento de la
evolucion se realiza alrededor del afio, aproximadamente 6 meses tras el diagndstico
inicial. A partir de entonces se revisa al paciente de forma anual hasta los 4 afios
repitiendose el estudio alérgico (pruebas cutaneas e IgE especifica para leche y sus
proteinas), y si no existe causa clinica que la hagan innecesaria o contraindicada, se
realizara la provocacion oral. A partir de los 3-4 afios, el desarrollo de tolerancia es méas
dificil y las reevaluaciones se pueden espaciar cada 2 afios. Se estima que a partir de los 10
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afios la alergia a proteinas de leche de vaca persiste en un 10% de los casos iniciales. La

evolucion de estos casos en la edad adulta es desconocida (Lebrero y col., 2001).

El mecanismo por el que unos nifios desarrollan tolerancia y otros no, no es
conocido. No obstante, se ha observado que los nifios con alergia a la leche de vaca de
sensibilizacion temprana, presentan mayor riesgo de padecer alergia persistente a la leche
(24%). También se ha indicado en estos nifios un mayor riesgo de sensibilizacion a otros
alimentos (38%), principalmente al huevo, alergias a aeroalergenos (48%), etc. (Host y
col., 1995; Aba-Alkahail y EI-Gamal, 2000). Por tanto, aunque el pronostico de
recuperacion frente a la alergia/intolerancia a las proteinas de la leche es bueno, el
desarrollo de otras enfermedades alérgicas como asma, rinitis/conjuntivitis alérgica o
intolerancias alimentaria, es frecuente (Alvarado y col., 2000; Sprikkelman y col., 2000).
En efecto, se ha observado que la presencia de alergia a PLV con otras alergias
alimentarias es alta. En nifios con alergia a las PLV no es rara la aparicion de alergia a
proteinas de huevo. Por ello, a veces para evitar reacciones inesperadas, se lleva a cabo un
estudio alérgico a este alimento antes de su introduccién y si resulta positivo, se

comprueba la tolerancia clinica (Lebrero y col., 2001).

En este contexto, muchos autores han observado que las enfermedades alérgicas
siguen con frecuencia una secuencia definida, conocida como “marcha alérgica”: alergia
alimentaria y dermatitis atdpica en la infancia, seguido de rinitis alérgica y asma. Por ello y
de acuerdo con este hecho, la sensibilizacion temprana podria ser un factor de riesgo para
una posterior sensibilizacion a alergenos ambientales causantes de enfermedades
respiratorias (Sorensen y Porch, 2001). Sin embargo, no todos los estudios confirman este
hecho. Parece ser que una aparicién temprana de alergia alimentaria no es factor de riesgo
para el desarrollo de otras enfermedades. La aparicion de alergia/intolerancia puede
considerarse como la primera expresion del fenotipo alérgico, y no un factor de riesgo de

desarrollar otras alteraciones alérgicas (Sprikkelman y col., 2000).

En estudios previos se ha demostrado que los nifios que posteriormente desarrollan
tolerancia, presentaban niveles mas bajos de IgE especifica frente a la leche, en
comparacion con nifios que se mantenian alérgicos (James y Sampson, 1992; Hill y col.,
1993; Host y col., 1998). La mayor parte de los nifios con reacciones alérgicas a la leche,
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tanto mediadas como no por IgE, desarrollan tolerancia (Host, 1998). Sin embargo, se
observa en general, una menor recuperacion en los nifios con reacciones mediadas por IgE

gue en nifios con reacciones no mediadas por IgE (Bishop y col., 1990; Host y col., 1997).

Algunos estudios han sefialado como indicadores de un mal pronéstico evolutivo la
persistencia de alergia a leche a partir de los 4 afios de edad y el mantenimiento de valores
elevados de IgE sérica elevados frente a la caseina (Garcia-Ara y col., 1996; Chatchatec y
col., 2001). Sin embargo, no existe un test, aparte de las pruebas de provocacion oral con
leche de vaca, para determinar el posterior desarrollo de tolerancia. Sicherer y Sampson
(1999) comparan los niveles de IgE especifica frente a las proteinas de la leche en grupos
de nifios alérgicos de distinta edad, y en nifios que han desarrollado tolerancia. Los nifios
mas mayores con alergia persistente presentaron valores de IgE especifica frente a la
caseina mayor que los nifios méas pequefios (101 vs 20,2 kU/I). Estos resultados apoyan la
hipdtesis de que la union de IgE a proteinas de la fraccion de caseina es predominante en
niflos mayores, con alergia persistente (Docena y col., 1996). Debido al amplio rango de
solapamiento en los niveles de IgE especifica, resulta dificil predecir de forma precisa qué
nifios desarrollan tolerancia. Sampson y Ho (1997) muestran cdmo niveles de IgE
especifica frente a la leche inferiores a 1 kU/I presentan un valor predictivo negativo de
sintomas clinicos en nifios con eczema de un 90%, y un valor inferior a 0,8 kU/I de un
95%. Sin embargo, en el estudio llevado a cabo por Sicherer y Sampson (1999) se observa
solo una tendencia hacia disminucion de los valores de IgE especifica al comparar antes y
después del desarrollo de la tolerancia. Los autores sugieren como posible causa de la

discordancia de estudios el tamafio limitante de la muestra.

2.1.10.- DIAGNOSTICO

El diagnostico de las alergias alimentarias constituye uno de los puntos clave para
el desarrollo de la enfermedad y el prondstico de la misma, como sucede en la mayor parte
de las patologias. Sin embargo, es de destacar que en la hipersensibilidad alimentaria,
muchos casos permanecen sin diagnosticar apropiadamente y de hecho, las cifras
correspondientes a la prevalencia no se consideran completamente fiables. Para el
diagnostico de las alergias alimentarias hay que seguir una serie de pasos como son el
estudio de la historia clinica del paciente, la realizacion de unas pruebas de provocacion
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oral, asi como la determinacion de parametros inmunolégicos tanto in vivo como in vitro.
De este modo, se podra llegar a diagnosticar la causa de la sintomatologia que sufre el

paciente y se podra tratar la patologia de la manera méas conveniente.

2.1.10.1.- HISTORIA CLINICA

Las manifestaciones clinicas de la alergia alimentaria y de las reacciones adversas a
los alimentos debidas a causas no inmunitarias, pueden ser muy similares. Por ello, una
anamnesis cuidadosa y detallada, asi como una completa exploracion fisica, son
importantes para el diagnostico diferencial. El diagnostico de la alergia alimentaria
comienza pues, con un examen fisico del paciente seguido de una historia clinica detallada
(Sampson, 1999). Ante sospecha de alergia, el médico debera obtener una descripcion
detallada sobre el momento de aparicion de la reaccion, alimentos ingeridos, tiempo
transcurrido entre la toma del alimento y el inicio de la reaccion, el tipo de sintomas
(cutaneos, digestivos, respiratorios, etc.), duracion de la reaccion adversa y necesidad de
tratamiento. También deberd informarse sobre la intolerancia a otros alimentos, sustancias
inhaladas, etc. Otros datos de interés en la historia clinica son los antecedentes familiares

de enfermedades alérgicas (padres, hermanos) (Martinez Gimeno y col., 2000).

Las pruebas diagndsticas de laboratorio incluyen ademas, tests tanto in vivo como

in vitro.

2.1.10.2.- PRUEBAS DE PROVOCACION ORAL

La provocacion oral consiste en la administracion progresiva del alimento
sospechoso para verificar si se produce una reaccién adversa (Sampson, 1999). El
procedimiento basico es el mismo para todas las pruebas de provocacion (Bock y col.,
1988). El objetivo de la provocacion oral con el alergeno es determinar si el alimento dado
es responsable de una reaccion. De ahi, que las pruebas de provocacion oral deberan
Ilevarse a cabo cuando el paciente no presente sintomas o mas frecuentemente, cuando se
haya alcanzado una estabilidad. Asi los sintomas que aparezcan seran debidos con mayor
probabilidad al alimento de la prueba. Por ello, las pruebas de diagndstico deben comenzar

con dietas que excluyan al alimento sospechoso, o con dietas que contengan una variedad
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limitada de alimentos durante 7-14 dias si se trata de enfermedad cronica como la
dermatitis atopica o de hasta 3 meses para gastroenteropatias. Una vez que los sintomas
han remitido completamente o al menos en un 50%, el paciente puede ser sometido a las
pruebas de provocacion. En el caso de no observarse mejoria significativa con las dietas de
exclusion del alimento sospechoso, es probable que el alimento no sea el responsable de
los sintomas. Con la introduccién del alimento sospechoso, la reaparicion de sintomas
confirman que el alimento sospechoso es el causante de la reaccion adversa. Sin embargo,
para el diagnostico diferencial de alergia/intolerancia alimentaria es necesario contar con
los resultados de las pruebas de alergia llevadas a cabo en el laboratorio (Yunginger,
1997).

Dentro de las pruebas de provocacion oral y en concreto, las pruebas a doble ciego
controladas con placebo (DBPCFC) constituyen el “standard de oro” para el diagndstico
de la hipersensibilidad alimentaria. En la practica se llevan unicamente a cabo las pruebas
a simple ciego (Sicherer, 1999; Hill y col, 2001). A pesar de que las pruebas de
provocacion constituyen la base de confirmacion del diagndstico sobre el alimento
causante de estas reacciones, sin embargo, son largas y presentan cierto riesgo (Hill y col.,
2001). Por ello, para reducir su utilizacion, distintos grupos de investigacion han estudiado
la correlacion de algunos parametros con los resultados de estas pruebas. Algunos estudios
han resaltado el posible valor de marcadores de sensibilizacion alimentaria de tipo IgE,
para la identificacion de nifios con alergia alimentaria de tipo IgE, evitando asi pruebas de
provocacion innecesarias. Asi, Sampson y Albergo (1984) determinaron valores
predictivos positivos y negativos para distintos niveles de IgE en suero frente a leche,
huevo y cacahuete medidos por RAST. Los valores con RAST score > 3 eran comparables
a los resultados del test cutaneo tipo prick. También, Hill y col. (1993) han demostrado que
los valores del prick cutaneo de un diametro > 6 mm son mas especificos y de mayor
eficacia que las pruebas RAST en la identificacion de nifios con alergia a las proteinas de
la leche. Posteriormente, Sampson y Ho (1997) muestran que el test CAP-FEIA para leche
de vaca, huevo y cacahuete es comparable con los tests cutaneos. De igual forma, Sporik y
col. (2000) han indicado que los didametros del test prick a leche, huevo y cacahuete a partir
de los cuales, los nifios con sospecha de alergia a estos alimentos presentan reaccion
adversa en las pruebas de provocacion. En un estudio reciente (Hill y col., 2001) se han
comparado los niveles de IgE en suero con los resultados del test prick cutaneo para leche,
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huevo o cacahuete, en nifios con sospecha de alergia alimentaria. Los sujetos con alergia
severa a las PLV que no desarrollan posteriormente tolerancia, presentan altos valores en el
test prick y de anticuerpos IgE en suero, mientras que en los que presentan sintomas de
menor severidad, la enfermedad remite rapidamente, mostrando valores altos para el test
prick pero bajos niveles de anticuerpos IgE especificos circulantes frente a la leche de

vaca.

También se ha intentado determinar la posible correlacién entre la respuesta a la
provocacion oral con cambios en la distribucion de leucocitos en sangre. Se analizan la
distribucion leucocitaria y las subpoblaciones de linfocitos antes y 24 horas después de las
provocaciones orales a doble ciego en nifios con dermatitis atdpica, 17 sensibles a leche o
huevo y 9 nifios sin sensibilizacion a alimentos. Se observa una disminucion en el nimero
de leucocitos y de linfocitos CD3"y CD19" en los nifios con sensibilidad a alimentos, pero

independientemente del resultado a las pruebas de provocacion (Beyer y col., 1998).

Debido al riesgo de las pruebas de provocacién de desencadenar reacciones severas
e incluso shock anafilactico, es esencial disponer de personal preparado y del material
adecuado para hacer frente a reacciones de emergencia (Muraro, 2001). Las pruebas de
provocacion deberan de evitarse en casos de reacciones anafilacticas. Con este objeto
distintos autores han tratado de identificar estos pacientes con riesgo de anafilaxis. Asi,
Sampson y Ho (1997) han demostrado que los pacientes de riesgo serian aquellos con
niveles de IgE especifica por encima del 95% del valor predictivo positivo, consiguiendo
asi, reducir en un 50% la necesidad de provocaciones orales para leche, huevos, pescado y

cacahuete.
También en este sentido, algunos grupos de investigacion estan trabajando en la
valoracion y estandarizacion de técnicas para valorar la tolerancia sin tener que llevar a

cabo pruebas de provocacion oral. Entre estas técnicas alternativas se encuentran el test de
contacto y la provocacion labial (Rance y Dutau, 1997; Dutau, 2000).

2.1.10.3.- PRUEBAS INMUNOLOGICAS
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Los estudios inmunoldgicos tienen por objeto establecer el posible mecanismo

inmunoldgico que justifique biologicamente la reaccion adversa.

2.1.10.3.1.- Determinacion de inmunoglobulina E.

Se pueden considerar 2 "pools™ de anticuerpos IgE. El primero, de IgE circulante, y
el segundo de IgE fijada a mastocitos y basoéfilos. Debido a la alta afinidad de estos
anticuerpos a los receptores Fce en mastocitos y basofilos con constantes de afinidad entre
10°-10" M™, el equilibrio se vera favorecido hacia su localizacién en los tejidos hasta
llegar a la saturacion, con disminucién relativa de los niveles de IgE circulante (Samsoe-
Jensen y Hauge-Kristensen, 1960). Durante este tiempo no estardn en relacion los
resultados cutaneos con los marcadores de la sensibilizacion IgE. Los anticuerpos IgE
fijados a los tejidos podran responder a la provocacion en los 6rganos, tanto clinicamente
como con el test cutaneo tipo prick a pesar de las bajas concentraciones de anticuerpos IgE
especificos en circulacion. Por tanto, es de esperar que en nifios con alergia alimentaria
severa tipo IgE se presenten altos niveles de IgE tanto tisular como circulante en suero;
mientras que aquellos con alergia alimentaria menos severa presenten niveles bajos de IgE
circulante pero altos valores de reactividad cutanea (Hill y col., 1993). Los tests de
determinacion de IgE son utiles en el diagnostico de alergias mediadas por IgE,
especialmente en los primeros estadios de la enfermedad (Dreborg, 2001).

2.1.10.3.1.1.- In vivo: Pruebas cutaneas.

Para el diagndstico de los distintos tipos de enfermedades alérgicas se utilizan
varios métodos de pruebas cutineas. La prueba cutanea es una valoracion sobre la
presencia 0 ausencia de una respuesta inmunitaria a un alergeno especifico que activa un
mecanismo efector determinado de inflamacién y origina una lesion en la piel de tipo
transitorio y visible. La piel es un érgano conveniente para el diagndstico, ya que presenta
los elementos necesarios para desencadenar una reaccion alérgica localizada y controlada,

aunque la enfermedad esté dirigida contra otro érgano (Terr, 1998).

Pruebas de puncion: Test cutaneo tipo prick.
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En estas pruebas se coloca una gota del extracto del alergeno/s sospechoso/s, del
control negativo (diluyente del alergeno) y de histamina como control positivo, sobre la
piel del antebrazo y se realiza una puncion con lancetas especiales. La prueba cutanea tipo
prick introduce, por tanto, en un solo punto de la dermis, una pequefia cantidad de alergeno
suficiente para reaccionar con los anticuerpos IgE fijos a las células cebadas cutaneas. Si
existe IgE unida a mastocitos de la piel frente a los alergenos, éstos se activaran y liberaran
mediadores originando la Ilamada triple reaccion de Lewis que consta de habon, eritema y
prurito. La prueba se evalia comparando el habén producido con el alergeno y el habdn
debido a la histamina. Es decir, esta prueba determina la presencia de anticuerpos IgE
unidos a mastocitos y su positividad solo indica la presencia de IgE especifica sobre los

mastocitos de la piel (Martinez Gimeno y col., 2000).

Se pueden utilizar para estas pruebas de puncion extractos comerciales del alimento
y de sus proteinas. Por ejemplo, en el caso de la alergia a la leche, se emplea un preparado
comercial de los alergenos de la leche de vaca: a-lactalbumina, caseina, B-lactoglobulina.
También puede utilizarse el alimento fresco directamente sobre la piel, como las formulas
infantiles para nifios en el diagndstico de alergia a la leche. En este caso el método se
denomina "prick by prick" y muchas veces es mas sensible que la utilizacion de extractos
comerciales (Bruijnzeel-Koomen y col., 1995). Un resultado positivo no siempre se asocia
a sintomas; siendo esto mas frecuente en adultos (Chandra, 1997). Ademas, en nifios que
han desarrollado tolerancia, a veces, la reactividad al test cutaneo persiste (falsos positivos)
(David y col., 1999). A pesar del bajo valor predictivo, menor de un 50%, un resultado
negativo al test cutaneo, excluye una reaccién de hipersensibilidad alimentaria mediada por
IgE (Bruijnzeel-Koomen y col., 1995).

Los farmacos con actividad antihistaminica deberan evitarse antes de la prueba por
un periodo de 24 horas 0 mas, segun el farmaco.

Pruebas del parche (Atopy Patch Test, APT).
En la prueba del parche, aplicando una concentracion conocida del alergeno por

medio de un pequefio parche sobre la piel, se estimula la dermatitis alérgica por contacto.

Es, por ello, una verdadera prueba de provocacion de la enfermedad. La prueba del parche
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estd indicada para el diagndstico de la dermatitis alérgica por contacto, si la causa no se
descubre mediante la historia clinica (Terr, 1998). Se ha indicado que el test APT presenta
un buen valor predictivo para las reacciones de tipo retardado (Niggemann y col., 2000;
Roehr y col., 2001). Una respuesta positiva al test prick refleja reacciones tempranas
(urticaria) a los Ags alimentarios (Isolauri y Turjanmaa, 1996); mientras que las pruebas
del APT han mostrado eficacia en reacciones de tipo retardado (exacerbacion de eczema)
(Roehry col., 2001).

2.1.10.3.1.2.- In vitro.

El mecanismo inmunoldgico puede también estudiarse mediante la determinacion
de la presencia de IgE especifica en suero frente a los alergenos sospechosos. La necesidad
de pruebas diagndsticas in vitro nace del riesgo potencial de reacciones alérgicas, de las
molestias y de la subjetividad de las pruebas in vivo. Presentan ademas, la ventaja del
mayor numero de alergenos que pueden testarse con una toma de sangre, pero en cambio

son de mayor coste que las pruebas in vivo (Bruijnzeel-Koomen y col., 1995).

Los tests in vitro miden niveles de IgE circulante, es decir, determinan
sensibilizacion tipo IgE, que es siempre limitada. Se dispone de diversas pruebas in vitro
para detectar estas IgE circulantes. Clasicamente se realizaba por medio de la
radioalergoinmunoadsorcion, RAST, basandose en is6topos. Actualmente se ha ido
sustituyendo por metodos inmunoenzimaticos, sobre todo por fluoroenzimoinmunoanalisis
(método CAP). Todas las pruebas in vitro tienen limitaciones de sensibilidad y dependen
de la calidad del alergeno y de los reactivos, asi como de factores técnicos. Por ello, los
resultados de cualquier prueba se deben interpretar en el contexto de historia clinica,

examen fisico y otros procedimientos diagnosticos (Terr, 1998).

Por otra parte, hay que considerar que hasta hace poco la dermatitis atopica y las
alergias alimentarias se consideraban principalmente reacciones mediadas por IgE. Por
ello, la determinacion de IgE especifica constituye comunmente la base de los tests de
diagnostico (Host y col., 1995). En efecto, estos tests para la determinacion de IgE

especifica a alergenos s6lo permiten la deteccion de nifios con posible alergia mediada por
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IgE. Pero como ya se ha mencionado anteriormente, aproximadamente la mitad de los
nifilos con alergia a las proteinas de la leche en un estudio de cohorte, no presentan
enfermedad mediada por IgE, sino de tipo celular, probablemente mejor diagnosticada
mediante APT (Dreborg, 2001). Es decir, en determinadas ocasiones no se puede
comprobar la presencia de IgE ni por tests cutdneos ni por determinacion de IgE especifica
en suero. En los dltimos afios se ha observado que aproximadamente un 50% de los nifios
con alergia a las proteinas de la leche de vaca no presentan anticuerpos IgE especificos
frente a la leche al observar los resultados del test cutdneo y/o por determinacion de IgE
especifica en suero. Estos nifios muestran reacciones de tipo celular, probablemente de
mejor diagnosis por medio del APT (Host y col., 1995). De la misma forma, otros estudios
han observado que en nifios con dermatitis atopica y alergias alimentarias, la provocacion
oral con el alimento produce reaccion de tipo inmediato o retardado, siendo estas Gltimas
mas frecuentes en los nifios con respuesta positiva al test del parche (Isolauri y Turjanmaa,
1996). Es decir, que no todas las alergias alimentarias en la infancia son mediadas por IgE.
Sin embargo, en fase temprana de la alergia, generalmente en nifios menores de 6 meses,
ésta se presenta con caracter agudo de urticaria, mientras que este caracter desaparece en
nifios de mas edad y en adultos. Por ello, se ha sugerido que la dermatitis atopica empieza
con sensibilizacion tipo IgE y degranulacion de mastocitos como mecanismo principal,
reflejandose como reaccion aguda. Gradualmente se va convirtiendo en reaccion mediada
por células T, células de Langerhans unidas a IgE especifica, combinando por ello con
caracteres cronicos de la dermatitis atdpica. Algunos pacientes con reacciones de tipo
retardado a los alimentos pueden presentar también reacciones inmediatas en las pruebas

de provocacion (Dreborg, 2001).

Niggemann y col. (2001) han evaluado el porcentaje de nifios con pruebas de
provocacion oral positiva a la leche, el huevo o el trigo, pero en los que no se puede
confirmar la presencia de sensibilizacion tipo IgE. Estudiaron las caracteristicas de este
subgrupo de nifios, buscando ademas posibles marcadores predictivos. Se revisaron 208
provocaciones orales en 139 nifios de edades comprendidas entre 2 meses y 11,2 afios
(mediana 13 meses) con sospecha de alergia alimentaria. Un 53% (111 nifios) presentd
reaccién alérgica en las pruebas de provocacion oral, siendo positivos un 47% a la leche de
vaca, 34% al huevo y 19% al trigo. De este 53% con provocacion oral positiva, un 89%

presentd ademas test cutaneo prick y/o IgE especifica positivas, mientras que un 11%
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mostro resultados negativos tanto en el test cutdneo como en los valores de IgE especifica
en suero. Por tanto, y considerando los 3 alergenos en su conjunto, en un 11% de nifios con
pruebas de provocacion oral positiva no se puede demostrar la presencia de sensibilizacion
tipo IgE. Tomando el grupo de nifios con provocacion oral positiva a la leche de vaca, los
nifios aparentemente no sensibilizados representan un 11,5%, en el caso del huevo un 2,6%

y para el trigo un 23,8%.

En consecuencia, tanto los tests cutidneos tipo prick como las pruebas in vitro
(RAST, CAP) se utilizan para determinar si un paciente presenta anticuerpos IgE
especificos frente a alimentos. Aungue algunos estudios muestran cierta relacion entre los
resultados de las pruebas inmunoldgicas y de provocacion oral (Garcia-Ara y col., 2001,
Hill y col., 2001) no pueden sustituirse por estas pruebas, ya que también se ha mostrado
que tan sélo un 30% a un 40% de los pacientes con IgE frente a alimentos experimentan
sintomas tras la ingestion del alimento. Es decir, estas pruebas son indicadoras de la
presencia de anticuerpos IgE especificos frente a alimentos, pero son de baja prediccion de
reactividad clinica (Sampson y Ho, 1997). Por tanto, las pruebas de provocacion oral
deberén ser llevadas a cabo como confirmatorias del diagndstico (Dreborg, 2001).

2.1.10.3.2.- Otras pruebas diagnosticas.

Otros mecanismos también juegan un importante papel en la patogénesis de la
alergia alimentaria (Chandra y col., 1993; Sampson, 2000). Los tests para determinar estos
mecanismos incluyen la determinacion de histamina como indicativo de la degranulacion
de mastocitos y basofilos, evaluacién de la proliferacion de linfocitos, produccion de

citoquinas y expresion de receptor de IL-2 (Chandra y col., 1993).

2.1.10.3.2.1.- Proliferacién de linfocitos.

La respuesta inmune celular ha sido menos estudiada en las enfermedades alérgicas
en comparacion con la respuesta humoral. Sin embargo, ya en el 1972, May y Alberto
muestran respuestas proliferativas de linfocitos estimulados con leche en individuos

alérgicos. Otros autores, utilizando distintas concentraciones de Ags y otros medios de
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cultivo, obtienen los mismos resultados (Van Sickle y col., 1985; Baudon y col., 1987;
Albani y col., 1989).

El papel de los linfocitos en las alergias se ha visto en hipersensibilidad alimentaria
tanto en nifios (Beyer y col., 1997) como en adultos (Werfel y col., 1997). En dermatitis
atopica se observa gque aquellos con empeoramiento de sintomas cutaneos tras provocacion
con leche, presentan mayor proliferacion de linfocitos después de la estimulacion con
caseina, al comparar con el grupo sin exacerbacion de sintomas tras provocacion oral y con
el grupo control. Sin embargo, no hay correlacién entre el indice de estimulacion y la IgE

especifica en suero (Reekers y col., 1996; Werfel y col., 1997).

Diversos estudios han evaluado la posible correlacién entre la proliferacion
linfocitaria a Ags y la sintomatologia. En nifios con hipersensibilidad a la leche, la
respuesta proliferativa a Ags alimentarios fue mayor en el grupo con dermatitis atdpica sin
sensibilizacion IgE en comparacion con los que presentaban reaccién inmediata (Kondo y
col., 1990). Brarda y col. (1989) estudian en nifios: 19 con alergia a las proteinas de la
leche, 22 con alergia a otros alimentos y 15 controles sanos, la respuesta proliferativa de
linfocitos antes y después de 30 dias de dieta de exclusion del alimento. Unicamente, los
niflos alérgicos a la leche presentan antes de la dieta de eliminacion, valores
significativamente mayores que después de la dieta de exclusion. Estas diferencias
observadas en la proliferacion de linfocitos antes y después de 30 dias de dieta de
exclusion del alimento causante, podrian ser Utiles en el diagnostico temprano de la alergia
a las proteinas de la leche. Por tanto, las pruebas de transformacion linfoblastica en
pacientes con alergias a distintos alimentos han sido objeto de numerosos estudios.
Algunos concluyen que estas pruebas carecen de utilidad diagnéstica (Scheinmann y col.,
1976; Dorion y Leung, 1994; Eigenmann y col., 1995; Higgins y col., 1995; Hoffman y
col., 1997), y otros llegan a conclusiones opuestas al observar diferencias en la
proliferacion linfocitaria entre individuos alérgicos y controles sanos (Reekers y col., 1996;
Werfel y col., 1997; Laan y col., 1998; Hourihane y col, 1998).

Se observa pues, una gran discrepancia en los resultados de los distintos estudios.

Como posibles explicaciones se han sugerido: la gran variabilidad interindividual en la
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proliferacion linfocitaria, la ausencia de estandarizacion de los métodos y la diversidad de

concentraciones utilizadas de los alergenos (Sampson, 1993; Higgins y col., 1995).

2.1.10.3.2.2.- Determinacion de inmunoglobulina G en suero (1gG).

La determinacion de anticuerpos IgE especificos frente a los alergenos de la leche
en nifios menores de 2 afios, no es siempre eficaz en el diagndstico, debido a la baja
sensibilidad de la metodologia actual (Duchateau y col., 1998). Por ello, se han estudiado

marcadores alternativos de la hiperactividad inmunoldgica a Ags de la leche.

La inmunoglobulina G constituye entre el 70 y el 75 % de las reservas totales de
inmunoglobulinas y es el anticuerpo de mayor importancia en las reacciones inmunitarias
secundarias. Es ademas, el principal anticuerpo de memoria, porque persiste despues de la
estimulacién antigénica. La 1gG comprende cuatro clases (IgGi, 19G,, 19Gs, 1gGy). Las

diferentes subclases responden preferentemente a diversos Ags (Yunginger, 1997).

Calkhoven y col. (1991) encuentran una relacion entre los valores de IgG especifica
frente a alimentos y un mayor riesgo de sensibilizacion posterior a aeroalergenos. Otros
estudios indican que los nifios atopicos presentan valores superiores de IgG, especialmente
de 1gG, frente a leche y huevo que los no atopicos (Kjellman y Johansson, 1979; Jenmalm
y Bjorksten, 1999). En estos estudios todos los nifios eran de alto riesgo de desarrollar IgE
especifica (por historia familiar y/o presencia de eczema). Ademas, para determinar si los
niveles altos de IgG frente a alimentos predicen el desarrollo posterior de IgE a
aeroalergenos, son necesarios estudios longitudinales prospectivos. En este sentido, en un
estudio reciente Eysink y col. (2002) evaltan en una poblacion de nifios de entre 1y 4 afios
(media 28 meses) de bajo riesgo de desarrollar alergia (niveles iniciales de IgE negativos)
el posible valor de los niveles de IgG frente a alimentos como valor predictivo del
posterior desarrollo de anticuerpos IgE. Los autores se basan en 3 posibles explicaciones
de la relacién entre IgG a alimentos e IgE a aeroalergenos. Por un lado, una deficiencia en
la mucosa intestinal resulta en un aumento de la permeabilidad a macromoléculas.
Ademas, una hiperreactividad inmunoldgica podria explicar esta relacion y, por ultimo, la

presencia de reactividad cruzada entre alergenos inhalados y alimentarios. De ahi que, la
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respuesta primaria inmunologica frente a alimentos podria predisponer al desarrollo de
alergias a aeroalergenos. En concreto observan que valores de IgG frente a trigo y a
naranja pudieran ser Utiles en la deteccidn precoz de nifios con mayor riesgo de desarrollar
IgE.

Algunos estudios han relacionado los niveles de anticuerpos IgG frente a proteinas
de la leche con la exposicion en la mucosa a proteinas en nifios alimentados con formulas
infantiles, no encontrando, por tanto, relacion alguna con los sintomas alérgicos. Ademas,
no se observan diferencias entre nifios sintomaticos y controles (James y Sampson, 1992).
La presencia de estos anticuerpos es un fendmeno fisiolégico: cuanto mas corto sea el
periodo de lactancia y por tanto, mas temprana la introduccion de formula adaptada, los
niveles de estos anticuerpos seran mas elevados (Keller y col., 1999). Sin embargo, otros
autores han demostrado un valor predictivo de niveles elevados de anti-1gG frente a la
BLG como indicativo de una dieta de exclusion eficiente (Casimir y col., 1993). Las
causas de esta discrepancia de resultados no han sido nunca aclaradas. Por otra parte, en
algunos estudios se ha demostrado una asociacion entre anticuerpos IgE y IgG,
atribuyendo un valor predictivo de disminucion o de pérdida de la reactividad clinica al
cociente IgE/IgG (Calkhoven y col., 1991). Finalmente, los pacientes con una elevada
respuesta 1gG frente a alergenos alimentarios presentan mayor probabilidad de desarrollar
IgE a aeroalergenos, indicando un tipo de predisposicion atopica aln en ausencia de
deteccion de IgE especifica (Okuma, 1992). En otro estudio, en la mayor parte de pacientes
alérgicos a la leche de vaca, no se detectaron valores de IgE, a pesar de presentar sintomas
atopicos. Los autores proponen una relacion entre estos pacientes que no producen IgE
especifica o que la producen en muy baja cantidad. Concluyen que pueden presentar
alguna similitud que determine una dominancia inmunoldgica a nivel de anticuerpos 1gG
(Duchateau y col., 1998).

En 39 nifios con sospecha de alergia a las PLV se determinaron los niveles séricos
de IgE y de IgG frente a la leche y sus fracciones proteicas al diagnostico y a los 12 meses.
Estas determinaciones se llevaron también a cabo en 33 nifios sanos como grupo control.
No se observan diferencias en ningun punto en relacion a la IgG y subclases entre alérgicos
y controles. Dentro del grupo de nifios con alergia no hay correlacién entre IgE y IgG y
son independientes del mecanismo que presentan: mediado por IgE (alergia) o no
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(intolerancia), y de la remision de los sintomas. Sin embargo, resulta interesante que a los 6
meses los nifios con alergia vs intolerancia presentaron niveles elevados de IgE frente a las
proteinas de la leche y, a los 12 meses la IgE total esta aumentada en nifios con alergia
persistente. Por otra parte, la disminucion progresiva de 1gG frente ovalbumina desde el
nacimiento hasta los 6 meses, refleja la transmisién pasiva desde la madre a través de la
placenta. ElI aumento de IgG anti-BLG pudiera deberse a una exposicion temprana a

proteinas de leche de vaca en todos los nifios (Host y col., 1992).

Berrens y Homedes (1991) determinan IgE y IgG séricas frente a alergenos
comunes tanto alimentarios como inhalados, en pacientes alérgicos que presentaban
reaccién de tipo inmediata. Los resultados muestran correlacién entre ambos anticuerpos
frente a alergenos. Se concluye que esta asociacion pudiera deberse a la existencia de las
mismas rutas en la produccion de anticuerpos en individuos atopicos, o a la union
preferencial de alergenos a inmunocomplejos IgE-1gG circulantes. Se desconoce también
el valor diagndstico exacto de la determinacion de los valores de IgA e IgM especificos de
Ags alimentarios que estan también presentes con frecuencia en el suero de personas no

alérgicas (Dannaeus, 1993; Keller y col., 1996).

En un estudio reciente Kokkonen y col. (2002) observan que la alergia a la leche de
vaca con sintomas gastrointestinales presenta una relacion con niveles elevados de 1gG y

de IgA frente a la leche y sus fracciones.

2.1.10.3.2.3.- Subpoblaciones linfocitarias.

El inmunofenotipaje de los linfocitos de la sangre o analisis de las subpoblaciones
linfocitarias con anticuerpos monoclonales por citometria de flujo es muy usado en el

diagnostico de inmunodeficiencias congeénitas y adquiridas.

En nifios de 4-10 meses con sospecha de alergia a las proteinas de la leche se ha
podido observar que los porcentajes de linfocitos B totales y de aquellos que presentan
receptor de baja afinidad (marcador de activacion) se encuentran elevados; mientras que el

porcentaje de células CD8" es inferior que en nifios sanos. Por ello, estos parametros se
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podrian utilizar como posibles marcadores tempranos de la alergia alimentaria (Jarvinen y
col., 1998). De igual forma, Hagendorens y col. (2000) llevan a cabo un estudio en 33
recién nacidos sanos con el fin de estudiar marcadores inmunol6gicos como predictivos de
enfermedades alérgicas en nifios. 23/33 eran nifios con riesgo atépico (uno de sus padres
con sintomas atdpicos y valores elevados de IgE especifica frente a aeroalergeno). No se
observan diferencias en las subpoblaciones de linfocitos ni en la produccién de citoquinas
intracelulares en sangre de corddn de recién nacidos tanto de padres atépicos como de no

atopicos.

En relacidn con pacientes asmaticos no se observan diferencias tanto en nifios (7-16
afios de edad) (Gemou-Engesaeth y col., 1994) como en adultos (Corrigan y col., 1993), en
los porcentajes de linfocitos CD4" y CD8" al comparar con controles sanos de la misma
edad. Tampoco se encuentran diferencias significativas en cuanto a las subpoblaciones
CD3", CD4", CD8" en adultos con asma alérgico o con fiebre del heno en comparacion con
controles sanos, a excepcion de un ligero aumento de los linfocitos CD4" en el grupo de

individuos con asma alérgico (Cheny col., 1996).

Ya se ha mencionado en un capitulo anterior sobre la existencia de las células T con
receptores tipo yd y su posible relacion en la sintesis de IgE. Recientemente, Libero (2000)
ha publicado una revision que se centra en las caracteristicas fisiologicas de los linfocitos T
con receptor yd en humanos, y en su posible implicacion en distintas patologias. La
localizacion mas frecuente de las células y5-TCR es en sangre periférica, en amigdalas y en
el bazo, donde representan entre un 5-10% de los linfocitos totales y un 50-80% de las
células yd T. En el timo, 6rgano de maduracion de los linfocitos, estas células representan
solamente un 1% del total de los timocitos. En la placenta y sangre periférica de neonatos
la concentracién es baja, pero durante los primeros afios de vida estas células se expanden

y llega a ser esta ultima localizacion, en la que predominan.

Existe evidencia de que las células T con receptor v son capaces de reconocer Ags
de tipo no peptidico, no procesados, asociados a situaciones de estrés. Ademas estas
células son activadas por el epitelio dafiado y producen factores de crecimiento epitelial y
guimoquinas que atraen células inflamatorias (Zuany-Amorim y col., 1998). Asimismo se

ha observado que secretan citoquinas que median la respuesta inmune tanto humoral como
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celular (Ferrick y col., 1995). También se ha indicado un papel importante de las células T

con y3-TCR en el desarrollo de la tolerancia oral, nasal y ocular (Xu y Kapp, 2001).

La intervencion de las ceélulas T, y6-TCR, en la regulacion de distintos
compartimentos del sistema inmune asi como en el reconocimiento de estrés y dafio
celular, evidencian el posible papel de éstas como “centinelas” del sistema inmune.
Diversos estudios indican que estas células T con receptor vy localizadas principalmente en
los tejidos epiteliales, pudieran coordinar la interfase entre la inmunidad innata y la
adquirida (Mak y Ferrick, 1998).

Relacién con distintas patologias humanas

El nimero de células T se ve aumentado en infecciones por bacterias, virus y
parésitos. También en pacientes con SIDA se han visto niveles elevados en sangre
periférica y en pulmén. Sin embargo, no se conoce bien la causa de su expansion en las
infecciones. En los pacientes con VIH pudiera ser que esta poblacion de linfocitos
contribuya a la defensa inmune frente a infecciones por microorganismos oportunistas
frecuentes en estos pacientes; en “aviso” de la presencia de microorganismos en fases
tempranas de la infeccidn en las que otras poblaciones de linfocitos no han sido reclutadas.
La causa de la expansién de estas células durante la infeccion no es bien conocida, parece
ser que ejercen un efecto protector durante las infecciones. Mediante la produccion de
citoquinas proinflamatorias, las células y3-TCR facilitan la activacion de los macréfagos

en fases tempranas de la infeccion (Libero, 2000).

Tanto en enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide, esclerosis mdaltiple)
como inflamatorias (celiaca, enfermedad inflamatoria intestinal) se han encontrado
niveles aumentados de células T yd en distintas localizaciones; lo que sugiere una
implicacion en estas enfermedades. Es probable que en algunos casos los linfocitos yo-
TCR participen en la patogénesis reconociendo Ags propios. Pero también pueden inhibir
las reacciones inflamatorias y facilitar el dafio tisular (Libero, 2000). Ademas, podrian
tener un papel de control en las fases reguladores de la respuesta inmune. Tras inhalacién
de Ags solubles, las células yd inhiben la produccién de IgE en ratones, probablemente al
bloguear la maduracion de las células Th2 (McMenamin y col., 1994). De ahi su posible

papel en la proteccion frente a la sensibilizacion por alergenos ambientales (Libero, 2000).
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Por el contrario, en estudios en ratones sensibilizados se observa que al inyectarles
ovalbumina, tiene lugar una produccion de IL-4 resultando en un aumento de IgE y de
IgG;1 en suero. Sin embargo, en ratones genéticamente deficientes en y3-TCR, se ha
observado una disminucién de IgE y de IgG al comparar con los ratones normales (Zuany-
Amorim y col., 1998). De los resultados de algunos estudios en animales, se sugiere que
las células y3-TCR pudieran ser responsables de la produccion temprana de IL-4,
generando por tanto, una respuesta Th2 que lleva a la produccién de IgG; y IgE y a los

sintomas de la inflamacion en las vias respiratorias (Mak y Ferrick, 1998).

Se han estudiado los efectos mas relevantes de las células yd T en la inflamacion
alérgica relacionando las funciones bioldgicas de estas células y las caracteristicas clinicas
de la enfermedad alérgica. Existe controversia sobre el efecto inductor de CD8". Se sabe
que son potentes productores de IL-4 y IL-13, e inducen la sintesis de IgE. Por ello, pueden
ser que las células yo T ejerzan variabilidad de efectos en el desarrollo y mantenimiento de

la inflamacion alérgica (Pawankar, 2000).

Se ha intentado correlacionar los niveles de células T tipo y3-TCR, con eosinofilos
y niveles de IgE total en suero, ambos importantes en la patogénesis de la alergia y del
asma alérgico. Sin embargo, se ha observado una disminucion de las células T tipo y3-TCR
tanto en porcentaje, desde un 4,1% en el grupo control a un 3,2% en alérgicos y un 2,4%
en asmaticos; como en valores absolutos 91,8 x 10%ml en individuos sanos a un 47,8 x
10*/ml en asma alérgico, sin encontrar correlacion con los valores de IgE sérica total (Chen
y col., 1996). Del mismo modo, Krejsek y col. (1998) encuentran los niveles de células T

con receptor yd disminuidos en adultos asmaticos.

En otros estudios no se confirman estas diferencias en porcentaje, fenotipo ni
estados de activacion de las células T con receptor yo en sangre periférica de pacientes con
rinitis alérgica (Pawankar y col., 1996; Molfino y col., 1996). Estos resultados sugieren
que las células y3-TCR de la mucosa difieren de las de sangre periférica, indicandose una
expansion de éstas en la mucosa de pacientes con rinitis atopica y asma. En nifios con

dermatitis atopica también se han observado valores disminuidos de y3-TCR en relacién
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con nifios sanos; presentando ademas, este grupo porcentajes inferiores de células CD8,

con receptor yd (Schauer y col., 1991).

En relacion a las células asesinas naturales (natural killer, NK), constituyen una
poblacion de linfocitos con importante actividad citolitica y variedad de funciones
diversas, incluyendo regulacion de la hematopoyesis, funciones supresoras y produccién de
inmunoglobulinas (Gray y Horwitz, 1995). Estas células NK no presentan el receptor de
las células T, TCR, pero comparten otros caracteres con estas células T, como la expresién
de moléculas de superficie y secrecion de las mismas citoquinas (Ortaldo y col., 1986). En
26 adultos con asma de dificil control y 22 pacientes con asma leve se observan valores

mas elevados de NK comparados con controles sanos (Krejsek y col., 1998).

2.1.10.3.2.4.- Determinacion de la produccién de citoquinas.

Las citoquinas son proteinas secretadas por las células de la inmunidad innata y de
la inmunidad adaptativa que median muchas de las funciones de estas células. Las
citoquinas se producen en respuesta a microorganismos y otros Ags, y estimulan diferentes
respuestas de las células implicadas en la inmunidad y la inflamacion. En la fase de
activacion de la respuesta inmune, las citoquinas estimulan el crecimiento y diferenciacion
de los linfocitos, mientras que en las fases efectoras de la inmunidad, activan diferentes
células efectoras para que eliminen otros Ags. La nomenclatura de las citoquinas se basa a
menudo en sus fuentes celulares. Asi, las citoquinas producidas por fagocitos
mononucleares reciben el nombre de monoquinas, y las producidas por linfocitos se
denominan linfoquinas. Sin embargo, con el desarrollo de la clonacion molecular, se ha
observado que la misma proteina puede ser sintetizada por linfocitos, monocitos y diversas
células tisulares, por lo que el término genérico citoquinas se utiliza para referirnos a todo
esta clase de mediadores (Abbas, 2001).

Como ya se ha mencionado con anterioridad, las reacciones de hipersensibilidad
inmediata (tipo 1) no caracterizan todos los casos de alergia a las proteinas de la leche de
vaca. Muchos pacientes muestran sintomas de hipersensibilidad retardada, mediada por

células T (tipo 1V). Por ello, la determinacién de la produccion de citoguinas por linfocitos
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estimulados con el alergeno alimentario causante de sensibilizacion, puede ayudar también
a entender el papel de la inmunidad celular en las alergias alimentarias. En este sentido,
algunos estudios han observado que los nifios alérgicos presentan un patron de citoquinas
tipo Th2, con baja produccion de IFN-y, y mayores niveles de IL-4 que los controles sanos
(De Jong y col., 1996; Noma y col, 1996; Beyer y col., 1997).

La determinacion de citoquinas en sangre y tejidos se lleva a cabo de forma
frecuente en investigacion clinica. También se analizan los niveles de citoquinas en
estudios sobre la implicacion del sistema inmune en la patogénesis de la dermatitis atdpica
(Niwa y col., 2000).

El cociente Th1/Th2 (o proinflamatorias vs. antiinflamatorias) resulta de utilidad
para caracterizar diversas enfermedades alérgicas como el asma atdpico (Kenyon y col.,
2000) y la alergia al polen (Moverare y col., 2000).

A continuacion se exponen las principales caracteristicas y funciones biologicas de

algunas citoquinas:

Interleuquina 2 (IL-2)

La IL-2 es un factor de crecimiento para los linfocitos T estimulados por el
antigeno, actuando principalmente sobre las mismas células que la producen (factor de
crecimiento autocrino). La IL-2 es producida por los linfocitos T CD4" y, en menor
medida, por las células T CD8". La activacion de las células T por Ags estimula la
transcripcion del gen de la IL-2 y la sintesis y secrecidn de esta proteina. La produccién de
IL-2 es transitoria, con una secrecion maxima a las 8-12 horas después de la activacién. La
estimulacion cronica de las células T provoca la liberacion del receptor de I1L-2, IL-2R.
Desde el punto de vista clinico, un aumento del nivel de IL-2R liberado en el suero es un

marcador de una estimulacion antigénica potente (Abbas, 2001).
La IL-2 desempeiia importantes funciones en la inmunidad adaptativa: producida

por las células T tras el reconocimiento del antigeno, es responsable de la proliferacion de

las células especificas del antigeno. Estimula también la proliferacion y diferenciacion de
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otras células inmunitarias y, potencia la muerte por apoptosis de las células T activadas por

el antigeno (Sanchez-Peérez, 1998).

Los niveles séricos de IL-2 en nifios con dermatitis atopica con sensibilidad
alimentaria son superiores que en nifios sanos. Las diferencias son especialmente mayores
en aquellos nifios con mayor gravedad de lesion cutanea. Esto sugiere que la produccién de
IL-2 pudiera jugar un papel importante en la patogénesis de las lesiones cutaneas

(Szczepanski y Kaczmarski, 1995).

Interferén gamma (IFN-y)

También llamado IFN tipo Il o IFN inmunitario como diferenciacion de los otros
tipos de interferones predominantemente antivirales (tipo I). EI IFN-y es secretado por casi
todos los linfocitos T CD8", por algunos CD4", particularmente los del subgrupo Thly, en
menor grado por las células asesinas naturales, ¢ células NK. Como los otros interferones,
el IFN-y presenta efecto antiviral. Es ademas, el principal activador de macréfagos; y
activa también neutrofilos y células NK. EI IFN-y aumenta la actividad de las células Thl
y, por tanto, de la inmunidad mediada por células; sin embargo, impide la proliferacion de
celulas Th2, inhibiendo asi, la inmunidad humoral (Oppenheimy col., 1997).

Interleuquina 4 (1L-4)

La IL-4 es producida principalmente por linfocitos T CD4" de la subpoblacion Th2,
asi como por basoéfilos y mastocitos activados. Presenta multiples acciones bioldgicas,
dirigidas a la induccién de reacciones mediadas por IgE y por mastocitos/eosinéfilos y a
inhibir reacciones dependientes de macréfagos. Estimula el cambio de la cadena pesada de
las inmunoglobulinas de las células B al isotipo IgE. Los anticuerpos IgE intervienen en la
defensa mediada por eosinofilos frente a las infecciones por helmintos y artropodos.
Ademas, y como ya se ha mostrado en apartados anteriores con detalle, la IgE es el
principal mediador de las reacciones de hipersensibilidad inmediata, y por tanto, la
produccion de IL-4 es de gran importancia en el desarrollo de alergias. Estimula el
desarrollo de células Th2 a partir de células T CD4" virgenes y actlia como factor de

crecimiento autocrino para las células Th2 diferenciadas. Por altimo, esta citoquina
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antagoniza los efectos de activacion de los macrofagos del IFN-y, inhibiendo las reacciones
de la inmunidad celular (Abbas, 2001).

El estado atopico se caracteriza por una falta de equilibrio Th1/Th2, con una
produccion in vitro elevada de IL-4, y disminuida de IFN-y tanto en nifios como en adultos
(Tang y col., 1995). Se ha postulado que una elevada produccion de IL-4 promueve el
desarrollo de hipersensibilidad mediada por IgE, mientras que la combinacion de
produccion elevada de IL-4 y disminuida de IFN-y promueve la aparicion de desérdenes

atopicos como la DAy el asma (Campbell y col., 1998).

Tang y Kemp (1995) estudian la produccion de IL-4 por células mononucleares de
sangre periférica estimuladas con PHA en recién nacidos, nifios y adultos, observando
valores inferiores en recién nacidos y nifios menores de 10 afios al comparar con adultos.
Se ha demostrado que la presencia de IL-4 en suero esta asociada con el desarrollo de
enfermedad alérgica en la infancia (Borres y col., 1995), incluso estos niveles estan ya
elevados antes de aparecer los sintomas clinicos, por lo que se sugiere que la enfermedad
atdpica esta asociada con un desorden funcional en las células T.

En nifios con DA vy sospecha de alergia a la leche/huevo con edades entre los 5
meses y los 10 afios (media = 3,2 afios) se observa que tras la estimulacion in vitro con
mitdgeno, los niveles de IL-4 estan incrementados mientras que los de IFN-y se encuentran
disminuidos en comparacién con el grupo control de nifios no atdpicos (n=6). No se
observan diferencias en la produccion de citoquinas en relacién a los sintomas tras la

provocacion oral (Beyer y col., 1998).

En algunos estudios no se ha detectado produccién de IL-4 en nifios alérgicos a la
leche de vaca ni en controles sanos (Osterlund y col., 1999). En nifios con DA, tampoco se
detecta esta citoquina en sobrenadantes de cultivo tras estimulacion con leche o sin
estimular (sensibilidad del test 2,3 pg/ml). Solamente en cultivos estimulados con ConA se

detecta IL-4 pero sin observar diferencias entre los grupos (Sutas y col., 1997).

Interleuquina 5 (IL-5)
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La interleuquina 5 es secretada por eosinofilos, mastocitos y por linfocitos T
activados (Lorentz y col., 1999). La principal funcion de la IL-5 en los seres humanos
consiste en estimular la produccién de eosindfilos. Actlia aumentando, tanto el nimero de
eosindfilos como su funcion. La IL-5 juega un importante papel en la infiltracion de
eosindfilos inducida por Ags en piel, pulmon y a nivel intestinal. Es posible que la IL-5 sea
pues, responsable de la induccion de eosindfilos en el intestino y la inflamacion posterior

que tiene lugar en la alergia alimentaria (Bae y col., 1999).

Estudios in vivo han demostrado claramente que la IL-5 es la principal citoquina
reguladora de la eosinofilia presente en infecciones por helmintos y en enfermedades
alérgicas. Por otra parte se sabe que esta citoquina aumenta la actividad de los baséfilos
preparandolos para liberar mediadores del tipo de la histamina y leucotrienos, como
respuesta a otras sefiales (Openheim y col., 1997). En nifios con alergia a la leche, se
detectan niveles de IL-5 en suero que se hacen indetectables tras 2 semanas con dieta de
exclusion de leche de vaca y coincidiendo también con la remision de sintomas
(Matsumoto y col., 1999).

En nifios con alergia al huevo (6 meses — 5 afios), la pérdida de reactividad se
asocia con una produccion in vitro nula de IL-5 y de proliferacion de linfocitos tras

estimulacion con ovalbumina (Ng y col., 2002).

Interleuquina (1L-10)

Es una proteina de Pm de 18kD, producida por los linfocitos Th2, células T CD8",
monocitos y células B activadas. Originalmente se denominé factor inhibidor de la sintesis
de citoquina debido a su propiedad de inhibir la produccion de citoquinas por linfocitos T
activados. En concreto, la IL-10 inhibe la produccion de citoquinas como la IL-2 y el IFN-
v, por parte de células Thl. Dirige, por tanto, el equilibrio regulador a favor de las
respuestas inmunitarias humorales (Oppenheimer, 2000). Es una citoquina anti-
inflamatoria que estimula la produccién de IL-1ra por las células presentadoras de antigeno
(APC), inhibe la produccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a. ), IL-6, IL-2, IFN-
v, por células Ty APC (Borish, 1998) y actla inhibiendo la inflamacion cutanea (Berg y
col., 1995).
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Sitas y col. (2000) evalian el posible efecto del perfil de citoquinas
(antiinflamatorias/proinflamatorias) circulantes sobre las diferencias clinicas e
inmunolégicas en nifios (edad media = 15 meses) con dermatitis atopica y alergia
alimentaria. En los pacientes alérgicos, los valores de IgE total se correlacionan con la IL-
10 en suero. Los resultados muestran el efecto estimulante de la exposicion oral al alergeno
sobre los niveles sistémicos de IL-10. Por otra parte, se asocia el papel de la IL-10 con
reacciones de tipo retardado en pacientes con dermatitis atopica y alergia alimentaria. La
frecuencia de células que secretan de forma espontanea IL-10 es superior en nifios con
alergia a la leche o con enteropatia a las proteinas de la leche que en controles sanos
(Hauer y col., 1997).

Se ha detectado una disminucién de los niveles de IL-10 en lagrima de pacientes
adultos con aeroalergia en comparacion con sujetos sanos. Se ha relacionado este resultado
con el aumento en el cociente citoquinas proinflamatorias/IL-10. Estos niveles reducidos
de IL-10, podrian contribuir a explicar la patofisiologia de la inflamacién alérgica (Cook y
col., 2001).

Sin embargo, en nifios con alergia al huevo (n = 46) o que han desarrollado
tolerancia (n = 13), la produccion elevada de IL-10 y de IFN-y tras estimulacion con
ovalbumina (OVA), se asocia con el desarrollo de tolerancia. Por ello, se ha sugerido un
mecanismo de regulacion persistente por parte de estas células T, especificas frente a
OVA, mas que por un mecanismo de delecion clonal de estas células T especificas (Ng y
col., 2002).

Interleuquina (IL-1)

La principal fuente celular de IL-1, al igual que del TNF es el fagocito mononuclear
activado. Pero a diferencia del TNF, la IL-1 también puede ser producida por muchos tipos
celulares como los neutrofilos, las células epiteliales y endoteliales, etc. Hay 2 formas de
IL-1, llamadas IL-1a e IL-1B, que aunque muestran una homologia entre si inferior al
30%, se unen a los mismos receptores de superficie y median las mismas actividades

bioldgicas. La mayor parte de IL-1 presente en la circulacion es IL-1p.
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Los efectos bioldgicos de la IL-1 son similares a los del TNF y dependen de la
cantidad de citoquina producida. A bajas concentraciones actla como mediador de la
inflamacion local; mientras que si se secreta en cantidades mayores, entra en la circulacion
y ejerce efectos endocrinos. La IL-1 sistémica comparte con el TNF la capacidad de
producir fiebre y de inducir la sintesis hepatica de proteinas plasmaticas de fase aguda e
iniciar el deterioro metabolico (cagquexia). Su principal funcién es mediar la respuesta

inflamatoria frente a las infecciones y otros estimulos inflamatorios (Roitt, 2002).

La produccion de citoquinas proinflamatorias por las células Th es esencial para la
induccion y el mantenimiento de la inflamacidn alérgica. Se ha puesto de manifiesto que la
inmunoterapia induce una disminucion de la reaccion alérgica inflamatoria al comprobar
una reduccion de los niveles séricos de IL-1 y de TNF-a tras inmunoterapia en pacientes
con rinitis o asma alérgico estacional. Se han observado niveles més altos de IL-1y TNF-a.
y mas bajos de IL-2 en suero, en adultos (n=11) con rinitis alérgica estacional frente a
controles sanos (n=6) (De Amici y col., 2001). Asi mismo, Verhaeghe y col. (2002)
muestran niveles elevados de IL-1B en las secreciones nasales de pacientes con rinitis
alérgica estacional que aumentan tras exposicion al polen en comparacién con los niveles
basales. Ademas, estos niveles se mantienen elevados hasta 4 semanas después de la

estacion polinica.

Interleuquina (I1L-6)

La IL-6 es una citoquina que actda en la inmunidad innata y en la adaptativa. Es
sintetizada por los fagocitos mononucleares, las células endoteliales vasculares,
fibroblastos y otras células, en respuesta a microorganismos y a otras citoquinas,
principalmente la IL-1 y el TNF. Sin embargo, presenta acciones bioldgicas diferentes a
estas dos citoquinas. En la inmunidad innata, estimula la sintesis de proteinas de fase aguda
por los hepatocitos, contribuyendo asi a los efectos sistémicos de la inflamacion, la
denominada respuesta de fase aguda. Es el inductor mas importante de la respuesta de fase
aguda hepatica, compartiendo esta actividad con la IL-11, IL-1 y el TNF. En la inmunidad
adaptativa, la IL-6 estimula el crecimiento de los linfocitos B que se han diferenciado en

células productoras de anticuerpos (Roitt, 2001).
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Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor, TNF)

El TNF-a se produce de modo predominante por linfocitos T y macrofagos
activados, y en menor grado por otros tipos celulares. Su principal funcién fisioldgica es la
estimulacion del reclutamiento de neutrofilos y monocitos en los focos de infeccion y la
activacion de estas células para erradicar microorganismos. Sus acciones dependen de la
concentracion. En concentraciones bajas, el TNF actua sobre los leucocitos y el endotelio
induciendo inflamacién aguda; en concentraciones moderadas, media los efectos
sistémicos de la inflamacion y si se trata de altas concentraciones causa alteraciones

patoldgicas del shock séptico (Abbas, 2001).

Tanto TNF-a como TNF-f se fijan ambos a los mismos receptores en las células
diana, y en consecuencia tienen las mismas actividades biologicas. Estas actividades se
superponen de manera extensa a las de la IL-1 (Oppenheim y col. 1997). La induccién
natural de TNF ejerce un efecto protector, pero una sobreproduccion puede ser perjudicial.
Se ha observado que el TNF actua favoreciendo la diferenciacion de las células dendriticas
inmaduras a otras mas maduras con mayor capacidad de presentacién de Ags (Sallusto y
col., 1995; Loré y col., 1998).

Asi, una produccion 6ptima de TNF-o parece ser importante en la regulacion de la
funcion de los linfocitos T y macréfagos; mientras que a falta del mismo, podria afectarse
de manera importante en el nifio, el desarrollo y mantenimiento de la tolerancia oral a Ags
alimentarios (Sallusto y col., 1995). En otras palabras, si debido a una baja produccion de
TNF-a, la funcion de las células T estd disminuida o inducida unicamente de forma débil,
la exposicion en el nifio a proteinas extrafias, pudiera causar reaccion inflamatoria local o
sistémica. En base a este hecho, Osterlund y col. (1999) estudiaron la posible alteracion de
leucocitos productores de TNF-a en nifios con alergia a la leche de vaca. Para ello,
evaluaron in vitro la capacidad de las células mononucleares de sangre periférica para
producir TNF-a en nifios (media de edad de 3,2 meses) con alergia a la leche (n =32) o en
controles sanos (n = 12). Esta produccion de TNF-a asi como de IFN-y, fue menor en
nifios con alergia a las proteinas de la leche que en controles sanos. La funcion de las

células productoras de TNF es deficiente, por lo que los autores sugieren un papel del
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TNF-a en la induccion de la tolerancia oral (Osterlund, 1999). Sin embargo, Matsumoto y
col. (1999) no encuentran diferencias en la produccion in vitro de TNF-a. tras estimulacién

con leche, entre nifios que han presentado anafilaxia a la leche y nifios no alérgicos.

No obstante, al medir los niveles de TNF-a en suero en nifios con DA, se ha
observado un aumento en las concentracion de TNF-a que se correlaciona con la severidad

de la dermatitis (Pellegrino y col., 1996).

A pesar del gran avance en los conocimientos del papel de las reacciones de tipo
celular y mediadas por IgE de los tltimos afios, ningun test de laboratorio, in vivo o in vitro
es diagndstico de las alergias alimentarias (Muraro, 2001). Los tests cutaneos se
caracterizan por tener valor predictivo negativo alto pero bajo valor predictivo positivo. A
veces, un resultado positivo no estd acompariado de sintomas. La determinacion de IgE
especifica in vitro presenta también elevada especificidad y valor predictivo negativo pero
baja sensibilidad y bajo valor predictivo positivo (Sampson y Albergo, 1984). En cuanto a
la determinacion de la inmunidad celular, a pesar de los numerosos estudios llevados a

cabo, los resultados son a veces contradictorios.

2.1.11. TRATAMIENTO

2.1.11.1.- DIETAS DE EXCLUSION

Una vez establecido el diagnéstico de alergia alimentaria, la exclusion del alimento
responsable, manteniendo los requerimientos nutricionales, es en la actualidad, el Unico
tratamiento apropiado para prevenir futuras reacciones (Eigenmann y col., 1999). Los
intentos de controlar los sintomas de alergia a alimentos con medicacion (cromoglicato
disddico) no han sido eficaces, por lo que las medidas dietarias, con la introduccion de

algun tipo de dieta, constituye el tratamiento de eleccion (Wahn, 2001).

La exclusién estricta de determinados alimentos es muy dificil, especialmente
cuando el alergeno forma parte de un preparado comercial (Steinman, 1996; Burks y col.,
2001). La intervencion dietética mas facil consiste en sustituir el componente del alimento

responsable de la alergia por otra fuente proteica que sea aceptada por el nifio y que
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asegure un adecuado aporte nutricional. En el caso de la alergia a las proteinas de la leche
de vaca, un ejemplo lo constituye la sustitucion de la leche de vaca por proteinas de soja de
sabor muy aceptado. Otros sustitutos como la leche de cabra, de caballo, etc. pueden
reaccionar de forma cruzada con las proteinas de la leche o, pueden ser nutricionalmente
incompletas, por lo que requieren suplementacion. En casos excepcionales, los nifios que
sean altamente sensibles pueden presentar sintomas frente a cantidades minimas de
proteinas sin digerir en los hidrolizados. En estos casos el uso de aminoacidos es apropiado

y su seguridad ha sido comprobada mediante estudios longitudinales (Wahn, 2001).

Es importante considerar qué alergenos de distintos alimentos (leche de vaca,
huevo) se pueden encontrar de forma enmascarada en algun preparado alimenticio. Por
ejemplo, la caseina se utiliza en la elaboracion de otros alimentos, como productos
derivados del cerdo (jamon curado, salchichas, salami, etc.), mosto de uva sin fermentar,
horchata de chufa, otros zumos de fruta y bebidas alcohdlicas (vino, licores, cerveza,
bebidas alcohdlicas naturales, champan, etc.). Por este motivo, en una dieta de eliminacion
para pacientes que sufran ataques agudos tras consumir productos que contengan caseina,
se deberian excluir muchos alimentos ademéas de la leche de vaca y de los productos
derivados (Businco y col., 2001).

2.1.11.2.- FORMULAS INFANTILES

En el momento actual existe una gran variedad de formulas infantiles, con proteinas
de distinto origen y grado de hidrdlisis. Los productos de segunda generacion son formulas
de alergenicidad altamente reducida, en la que las proteinas estan hidrolizadas, pero sin
cambios en los lipidos y los carbohidratos. Los hidrolizados a base de proteinas del suero y
de caseina son los de eleccién en nifios con alergia/intolerancia (Chandra y Hamed, 1991;
ESPGAN, 1993).

Existen tres tipos de formulas infantiles que pueden ser utilizadas como sustitutivas

de la leche de vaca: los hidrolizados proteicos, las formulas de soja y las dietas

elementales.
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2.1.11.2.1.- Hidrolizados proteicos.

Existen 2 tipos: de alto grado de hidrdlisis (FH) y de bajo grado de hidrolisis o
parcialmente hidrolizadas (HA).

1) Alto grado de hidrolisis.

Sus proteinas han sufrido un alto grado de hidrolisis mediante técnicas diversas:

calor, tratamiento enzimatico, combinacion de las anteriores, ultrafiltracion. Los pesos
moleculares de sus péptidos oscilan entre 15-30 kDa. Pueden estar contaminadas en
distinto grado por proteinas nativas, no garantizandose la ausencia de reactividad en nifios
muy sensibles. Ademas, el que se trate de péptidos de bajo peso molecular no supone
alergenicidad nula. De ahi, su denominacién de férmulas hipoalergénicas, haciendo
referencia a su alergenicidad residual (Rueda Esteban y col., 2000).

2) Bajo grado de hidrdlisis.

Han sufrido una hidrolisis parcial de las proteinas: péptidos de peso molecular
elevados (10-20 kDa), por lo que sélo han perdido parte de su capacidad antigénica. Se
utilizan en la prevencion de reacciones adversas a las proteinas de la leche de vaca en
recién nacidos y lactantes cuando la lactancia materna no es posible (Rueda Esteban y col.,
2000).

Partiendo del hecho de que ninguna formula hidrolizada es completamente segura,
la Academia Americana de Pediatria y la Sociedad Europea de Gastroenterologia y
Nutricion (ESPGAN) recomiendan llevar a cabo tests de provocacion oral a doble ciego y
comprobar que estas formulas son toleradas al menos en un 90% de nifios con alergia

confirmada a las proteinas de la leche (Giampietro y col., 2001).

En un estudio reciente se confirma que un pequefio nimero de nifios reacciona a
férmulas altamente hidrolizadas. Las pruebas cutaneas previas pueden indicar si el nifio
presenta riesgo de reaccion ante el producto. Sin embargo, en este estudio la mayor parte
de los nifios con pruebas cutaneas positivas si toleran las formulas altamente hidrolizadas a

base de proteinas del suero (Giampietro y col., 2001).
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2.1.11.2.2. - Formulas a base de soja.

Como ya se ha mencionado anteriormente, estas férmulas pueden inducir
sensibilidad (Wahn, 2001). Aunque hay estudios que no defienden esta idea (Klemola y
col., 2002), la leche de soja no es utilizada en la prevencién de la alergia a las proteinas de
leche, y no son estas formulas de primera eleccion en el tratamiento de estas alergias
(Wahn, 2001).

Por otra parte, teniendo en cuenta que los mecanismos de defensa de la barrera
intestinal dependen de la edad y que se alteran por procesos como la gastroenteritis aguda
(Kokkonen y col., 1979), la utilizacién de formulas de soja en lactantes con intolerancia a
las proteinas en nifios menores de 6 meses no es prudente y ha sido muy debatida por el
posible aumento del riesgo de sensibilizacién (Rueda Esteban y col., 2000; Wahn, 2001).
Pasados 6 meses y cuando los sintomas gastrointestinales han desaparecido, las formulas
de soja son una alternativa a las FH, aunque deber ser utilizadas con prudencia (Rueda
Esteban y col., 2000).

2.1.11.2.3.- Dietas elementales.

Son férmulas a base de L-aminoacidos, polimeros de glucosa y aceites vegetales.
Su capacidad sensibilizante es tedricamente nula. Su uso esté indicado en pacientes en los
que las férmulas anteriores hayan fracasado. Estas formulas deberan de llevar un

suplemento de calcio, oligoelementos y vitaminas (Vitoria y col., 1995).

2.1.11.3.- DESENSIBILIZACION

La inmunoterapia se lleva utilizando de manera extensa y eficaz en el tratamiento
de alergias a aeroalergenos como en rinitis alérgica y en asma alérgico. En efecto, la
inmunoterapia especifica se utiliza de forma habitual desde hace casi un siglo para el
tratamiento de enfermedades alérgicas respiratorias y en alergias a venenos de insectos
(Abramson y col., 2000).
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Debido a la eficacia de los protocolos de sensibilizacion en las alergias via
inhalatoria, algunos investigadores han estudiado la posible aplicacién de la inmunoterapia
en el tratamiento de las alergias alimentarias. Los cacahuetes y el marisco serian
candidatos ideales, dado que en este tipo de alergias no se suele desarrollar tolerancia. Por
ello, en diversos estudios se han llevado a cabo protocolos para la desensibilizacion en
pacientes con reacciones anafilacticas graves a alimentos (Nelson y col., 1997; Patriarca y
col., 1998; Bauer y col., 1999; Nucera y col., 2000).

Asi, Patriarca y col. (1998) llevan a cabo un protocolo de sensibilizacion oral en 14
nifios con distintas alergias a alimentos (6 a leche, 5 al huevo, 2 al pescado, 1 a manzana) y
comparar sus efectos con los de un grupo control de 10 nifios con alergias a estos alimentos
y sometidos Unicamente a dietas estrictas de exclusion. El tratamiento fue eficaz en todos
los nifios que lo finalizaron, siendo capaces de tolerar cualquier alimento. Sin embargo, no

Ilevan a cabo unas pruebas de provocacion para confirmar la pérdida de reactividad.

Solamente se han mostrado resultados satisfactorios en estudios de casos puntuales,
en concreto en alergia al pescado (Freeman, 1930; Casimir y col., 1997). En uno de ellos,
Casimir y col. (1997) reportan el caso de una nifia de 39 meses con sibilancias, cianosis y
urticaria severa tras el consumo y/o por inhalacion de bacalao. Tras la desensibilizacion
con inmunoterapia tipo "rush”, la nifia fue capaz de tolerar por inhalacion e incluso ingerir
pequefas cantidades del pescado. En otro estudio, 12 pacientes que presentaban reaccion
de hipersensibilidad inmediata al cacahuete fueron seleccionados. De estos pacientes, 6
fueron tratados por un protocolo tipo rush que consistia en inyecciones de extracto de
cacahuete (4 inyecciones/dia) durante 5 dias consecutivos, seguido de un protocolo
standard con inyecciones semanales durante un afio. En 4 pacientes se demostro el
aumento de tolerancia a los cacahuetes tras reprovocacion, mientras que en 2 pacientes
hubo que disminuir las dosis por la frecuencia de reacciones sistémicas (Nelson y col.,
1997). A pesar del aumento en la tolerancia al consumo de cacahuetes, estos protocolos no
pueden considerarse seguros debido a la frecuencia de las reacciones adversas asociadas

(Oppenheimer y col., 1992; Nelson y col., 1997).

En las alergias debidas a alimentos 0 a aeroalergenos se presentan sintomas clinicos

y reacciones similares, sin embargo, los mecanismos de la alergia alimentaria son menos
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evidentes. En la alergia por inhalacion, las células Th2 inducen eosinofilia en vias
respiratorias, hipersecrecion mucosa e hiperrespuesta respiratoria, mientras que las Thl
causan respuesta inflamatoria debida fundamentalmente a neutréfilos (Cohn y col,, 1998).
Se ha sugerido el mecanismo Th1/Th2 en alergias a aeroalergenos pero no de forma tan
evidente para alimentos (Blanco-Quirés y col., 1999).

En una revision sobre inmunoterapia con alimentos, Nieto-Garcia (2001) cita varias
posibles razones para justificar la falta de eficacia de la inmunoterapia con alimentos frente
a la de aeroalergenos. Entre las causas se encuentran las diferencias en el procesamiento
entre alergenos inhalados y alimentarios, pudiendo la hidrdlisis a la que son sometidos los
alimentos aumentar la potencia alergénica de los mismos; diferencias en el procesamiento
en el GALT y en el tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT); las diferentes dosis de
inhalantes (ng-microgramos) y de alimentos (fracciones de kilo) que penetran, etc.

2.1.11.4.- NUEVOS AVANCES

La aplicacion de la inmunoterapia en el tratamiento de la alergia alimentaria ha
obtenido resultados con elevada incidencia de efectos adversos. Por ello, su utilizacion con
los protocolos habituales no es posible en la practica clinica en el tratamiento de las
alergias alimentarias (Nelson y col., 1997).

La mayor parte de las reacciones severas frente a alimentos suelen ser de tipo IgE,
pero las reacciones no mediadas por IgE también pueden ser responsables de
manifestaciones anafilacticas. La presencia de anticuerpos IgE como causantes de este tipo
de reacciones plantea la posibilidad de cambiar esta reactividad alérgica a una forma
menos nociva a través de la inmunoterapia o mediante modificacion de la capacidad de los
alergenos alimentarios de interaccionar con anticuerpos IgE gracias a técnicas de biologia
molecular (Burks y col., 2001).

Ademas, debido a la falta de una eficacia total de la inmunoterapia convencional en

las alergias a alimentos, serian necesarias formas alternativas de inmunoterapia. De hecho,

se estan ya evaluando otras modalidades inmunoterapéuticas: 1) anticuerpos monoclonales
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anti-IgE, 2) inmunoterapia con alergenos modificados y con péptidos, 3) con plasmidos de

DNA y 6) inmunoterapia con citoquinas (Sampson, 2001).

Los anticuerpos anti-1gE, estan dirigidos frente al tercer dominio de la region Fc de
las moléculas de IgE, no permitiendo su union a FcRI ni a FcRIlI (Sampson, 2001). Se
bloquea asi, la unién del alergeno a la IgE fijada a la membrana de mastocitos/basofilos
(Nieto-Garcia, 2001). Esta forma de tratamiento, va dirigida a multiples sensibilizaciones,
mientras que otros métodos inmunoterapéuticos estan dirigidos a alergenos especificos
(Sampson, 2001). Asi por ejemplo, estudios preliminares sugieren la utilizacion de
fragmentos de alergenos recombinantes, obteniendo fracciones de proteinas sin la
capacidad de unirse a IgE (hipoalergénicas) pero manteniendo su capacidad de inducir
proliferacion de células T (inmunogénicas) (Stanley y col., 1997; Burks y col., 1999). Por
otra parte, y teniendo en cuenta que las reacciones mediadas por IgE son resultado de un
exceso de citoquinas tipo Th2 por linfocitos T, CD4" y especificas del alergeno, se esta

intentado dirigir esta respuesta hacia un patron tipo Thl (Sampson, 2001).

2.1.11.5.- FARMACOLOGICO

El tratamiento farmacoldgico es esencial en el tratamiento sintoméatico de las
enfermedades alérgicas, especialmente en el asma. Ha sido eficaz en la supresion de
sintomas y en mejorar la calidad de vida de estos pacientes, su funcion pulmonar y la
hipereactividad bronquial. Por ello, se emplea de forma eficaz una vez que aparecen los
sintomas (Warner, 2001). Sin embargo, para el tratamiento de las alergias alimentarias no
se utilizan farmacos, aunque existen 2 excepciones. La primera, cuando se trata de una
reaccion con sintomas Unicamente de tipo gastrointestinal tras la ingesta de un alimento: en
este caso la reaccion puede bloquearse con cromoglicato sédico via oral. Tambien en
reacciones severas en las que se ponga en juego la vida del paciente, shock anafilactico, se
procede de manera inmediata a la inyeccién de adrenalina (Chandra, 1997). Existe poca
evidencia sobre el valor de los antihistaminicos en reacciones a alimentos. En cualquier
caso se trataria de antihistaminicos de accion rapida, sin efecto sedante, como la
terfenadina (David y col., 1999).
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Debido a la presencia de alergenos enmascarados, y para evitar reacciones severas
de forma inesperada, en el caso de nifios alérgicos, tanto ellos como sus familiares y
educadores, deberan de estar preparados no solamente a prevenir la exposicion al alergeno,
ayudar a detectar la posible presencia de alergenos, sino también a hacer frente a
situaciones de emergencia en el caso de reaccion inesperada (Sampson, 2000). Los
pacientes altamente sensibles, con riesgo de padecer anafilaxis, deberan llevar un
autoinyector subcutaneo de adrenalina para su uso en casos de urgencia y se les realizaran

pruebas de reprovocacion periddicas bajo supervision médica (Yunginger, 1998).

Seria interesante conocer si algun tipo de farmacoterapia pudiera afectar al proceso
que se ha denominado “marcha alérgica”, actuando como prevenciéon de este proceso
(Warner, 2001).

2.1.12.- PREVENCION

El aumento notable de la prevalencia y morbilidad de las enfermedades alérgicas
asi como la limitacion en el tratamiento de las alergias a alimentos, ha centrado el interés
en la prevencion de estas enfermedades. Debido al importante caracter genético de este
tipo de patologias, la mayor parte de las medidas preventivas se han llevado a cabo en
recién nacidos de alto riesgo. Para ello, resulta esencial la identificacion de estos nifios que
presentan una mayor predisposicion de desarrollar enfermedad alérgica y tomar las

medidas preventivas lo antes posible (Lorente y Lozano, 1999; Chandra, 2002).

2.1.12.1.- IDENTIFICACION DE NINOS DE ALTO RIESGO

En el periodo neonatal la capacidad de generar una respuesta inmune celular y
humoral es deficiente. Ademéas, como ya se ha mencionado en apartados anteriores,
durante los primeros meses de vida el intestino del lactante es mas permeable a la
absorcion de macromoléculas debido a la mayor permeabilidad intestinal que presenta. Por
ello, las medidas preventivas deberan dirigirse a los nifios con mayor riesgo de desarrollar
enfermedad atOpica en edades tempranas. Para ello, es esencial predecir qué nifios recién

nacidos se encuentran en este grupo de alto riesgo.
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Seria de gran interés contar con marcadores predictivos de enfermedad atopica, ya
que su prevencion seria entonces posible reduciendo la exposicion a alergenos en estos
niflos con mayor predisposicién. En numerosos estudios se han analizado marcadores
inmunolégicos y no inmunolégicos y han sido propuestos para el diagnéstico precoz de la
atopia, pero ninguno por si solo alcanza el grado de eficiencia necesario que permita su
adopcion general. Debido a la importancia de la carga genética de las enfermedades
alérgicas, la historia familiar se ha considerado un medio de aproximacion para intuir el
riesgo de atopia en la practica clinica, pero su baja eficiencia hace que sea preciso buscar
otras pruebas mas sensibles (Bergmann y Woodcock, 1998; Lorente y Lozano, 1999).

Se han determinado parametros inmunoldgicos y no inmunolégicos como posibles
marcadores. Asi, entre los pardmetros inmunoldgicos destaca la determinacion de los
niveles elevados de IgE en sangre de corddn, IgE total y anticuerpos especificos en suero
del lactante, porcentaje de eosinofilos y proteinas cationicas de eosindéfilos, subpoblaciones
de linfocitos T inmunorreguladores, el cociente Th1l/Th2, los receptores de IgE de baja
afinidad y el factor soluble del receptor Fc RII. Y entre los no inmunoldgicos los niveles de
fosfodiesterasa, y el nimero y funcién de las plaquetas (Wahn y Mutius, 2001).

Los marcadores mas estudiados son los antecedentes familiares de atopia y los
niveles de IgE total. A pesar de la especificidad relativamente alta (94%) de los niveles de
IgE en sangre de cordon, su sensibilidad es bastante baja (26%). El valor predictivo no es
muy alto, por lo que el uso de este parametro como predictivo de enfermedad atdpica ha
sido muy cuestionado. De entre los factores predictivos en el desarrollo de alergia, parece
ser que una historia familiar de atopia junto con niveles elevados de IgE en sangre de
cordon son los mejores indicadores (Koning y col., 1996). Sin embargo, la capacidad
predictiva de la historia clinica de los progenitores y los niveles de IgE en corddn no es
suficientemente elevada como test de screening en prevencién primaria, ya que la mayor
parte de manifestaciones atopicas y sensibilizaciones tienen lugar en nifios sin riesgo que

pueda demostrarse en el nacimiento (Bergmann y Woodcock, 1998).
Otros estudios se han centrado en la evaluacion de otros posibles marcadores

predictivos de atopia. La capacidad de prediccién de los factores anteriores (historia

familiar e IgE en sangre de corddn) puede verse mejorada en combinacién con otros
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factores. Asi, la evaluacion de la reactividad alergenica por medio de la respuesta cutanea
frente a alergenos y la proliferacion de linfocitos estimulados con alergenos alimentarios
(leche y huevo) aumenta la sensibilidad de los valores de IgE en sangre de cordon (Koning
y col., 1996).

En otro estudio, se ha observado que los clones de células T especificas frente a
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p), procedentes de sangre de cordén de 9 nifios de
padres atdpicos, presentan mayor produccion de citoquinas Th2 que los recién nacidos sin
historial familiar de atopia. Ademaés, de los 5 nifios en los que se pudo realizar un
seguimiento hasta los 3 afios, los 4 que desarrollaron sintomas atopicos mostraban el perfil
tipo Th2 en el nacimiento. Los resultados sugieren que el patron Th2 en linfocitos de
corddn esta relacionado no sélo con el estado atopico de los padres, sino también con el
posterior desarrollo de atopia (Piccinni y col., 1996).

También se han analizado las concentraciones de IL-4 e IFN-y en sangre de cordon
con un seguimiento hasta los 18 meses. Los nifios que desarrollan enfermedad alérgica
durante este tiempo presentan niveles méas elevados de IL-4 en suero a los 3, 6, 9y 18
meses. Sin embargo, no se ha observado relacién con la produccion de IFN-y (Borres y
col., 1995).

En una revision sobre la prevencion de la alergia alimentaria, se resalta la
importancia de considerar en el disefio de los estudios de evaluacion, posibles factores de
riesgo en el desarrollo de enfermedades alérgicas, asi como el efecto de determinadas
medidas preventivas. Deberan ser prospectivos tanto si son estudios de intervenciéon como
si no lo son, y con criterios diagnosticos bien definidos. El tamafio de muestra debera ser
suficiente para la evaluacion estadistica adecuada y el seguimiento de duracion suficiente.
Ademaés, los estudios de intervencion deberan ser randomizados, a doble ciego y con un
control sobre los posibles factores de confusion. Por otra parte, también se considera
importante que los estudios prospectivos de tipo no intervencional pueden generar
hipdtesis sobre causa y efecto en el desarrollo de enfermedades alérgicas; sin embargo,
para confirmar de forma correcta la posible relacion causa-efecto, se requiere demostrar el
mecanismo causante y el efecto de la eliminacion del factor sospechoso en la prevencion
(Host, 2001).
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En la misma linea de investigacion pero con el fin de evaluar posibles marcadores
de persistencia de alergia, Jarvinen y col. (2002) estudian el reconocimiento por parte de
anticuerpos IgE hacia epitopos de las proteinas de la leche, y tratan de evaluar si las
diferencias en el reconocimiento del antigeno podrian servir para distinguir entre nifios que
van a desarrollar tolerancia o en los que la alergia va a persistir. Las determinaciones se
Ilevaron a cabo en suero de 10 nifios con alergia persistente y en otros 10 con alergia pero
que subsecuentemente desarrollaron tolerancia. La presencia de anticuerpos IgE frente a
distintos epitopos alergénicos de las proteinas de la leche podria ser Gtil como marcador
predictivo de alergia persistente. Los autores concluyen sobre la necesidad de mas estudios
prospectivos sobre la utilidad de estos epitopos como indicadores de persistencia de alergia

en nifios pequefios (Jarvinen y col., 2002).

2.1.12.2.- MEDIDAS PREVENTIVAS

Una vez que el nifio de alto riesgo ha sido identificado, han de llevarse a cabo las
medidas preventivas oportunas para prevenir la sensibilizacion alérgica IgE. Por ello, una
primera medida ird encaminada a prevenir al nifio de la exposicion a alergenos en las
distintos fases. El nifio se pondra en contacto en primer lugar con alergenos alimentarios a
través de la placenta (Warner, 1999; Devereux y col., 2001), leche materna, féormula
infantil y seguidamente con la inclusion paulatina de los distintos alimentos solidos. Las
siguientes proteinas con las que se encontrara el sistema inmune seran via inhalatoria:
epitelios de animales, polenes, acaros del polvo, etc. (Anderson, 1997; Lorente y col.,
2001).

Por tanto, las medidas de prevencion pueden establecerse a dos niveles: En un
primer nivel, tratando de evitar la sensibilizacion alérgica IgE. En segundo lugar,
intentando evitar la aparicion de enfermedad en aquellos pacientes ya sensibilizados. Y por
ultimo, previniendo la aparicién de sintomas en pacientes que ya han manifestado la

enfermedad (Lorente y col., 2001).

Si nos centramos en la prevencion primaria, las medidas de prevencién de alergias

alimentarias seran similares a las que se realizan para prevenir otras enfermedades
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alérgicas. Los protocolos de prevencion de las enfermedades alérgicas, de manera
equivocada o no, estan dirigidos en su mayor parte de forma exclusiva a aquellos nifios con
alto riesgo de atopia. Por este motivo, es importante conocer los factores que intervienen
en la expresion de las enfermedades alérgicas, y asi, tras detectar de forma precoz los nifios
con mayor predisposicion a padecer enfermedad alérgica, establecer en ellos las medidas

preventivas oportunas (Lasley, 1999).

2.1.12.2.1.- Exposicion a alergenos via oral.

Leche materna

Hay numerosas razones para explicar la menor probabilidad de desarrollar alergias
por parte de los nifios alimentados con la leche de la madre. La lactancia materna supone
una reduccion a la exposicion y absorcion de proteinas extrafias, favorece la maduracion de
la barrera intestinal, reduciendo el tiempo y grado de permeabilidad intestinal, presenta
propiedades antiinfecciosas, etc. Numerosos estudios han comparado la alimentacion
materna con la inclusion temprana de formulas infantiles y su relacién con la aparicion de
enfermedades. Existe controversia sobre el hecho de si la lactancia materna previene la
alergia, pero la mayor parte de los estudios destacan su efecto protector (Baro y col.,
2001).

La leche humana constituye el alimento ideal en los primeros meses de vida del
nifio. Ademéas de aportar los nutrientes necesarios para el crecimiento de los recién
nacidos, es fuente de compuestos con importantes actividades bioquimicas y fisioldgicas
importantes para el desarrollo de numerosos organos Yy tejidos, factores de defensa contra
Ags y agentes patogenos. Asi, la leche humana contiene hormonas y factores de
crecimiento, enzimas, proteinas y péptidos bioactivos, nucleétidos, poliaminas, etc. (Bard y
col., 2001). Contiene una serie de elementos que aportan al nifio inmunidad activa y
pasiva. La Ig A secretora (Ig As) es la proteina predominante en el calostro y una de las
principales en la leche madura. Se sintetiza en la glandula mamaria a partir de linfocitos de
la madre. Estos linfocitos, tras exposicion a Ags en las placas Peyer de la madre migran via
enteromamaria a las glandulas mamarias. Por esta razon, las IgAs son especificas frente a

microorganismos y a alimentos presentes en el intestino de la madre. También los
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linfocitos memoria del intestino migran por esta via a la glandula mamaria (Hanson y col.,
2001). Como consecuencia, la leche materna presenta anticuerpos frente a gran variedad de
microorganismos, de hecho a todos a los que se exponen las placas Peyer durante la vida
(Walterspiel y col., 1994). Esta IgAs protege de forma eficaz frente la traslocacion de
bacterias intestinales a través de la mucosa intestinal, por blogqueo de la interaccion
epitelial (Wold y Adlerberth, 2000). Ademas, estudios recientes indican que la proteccion
frente a infecciones persiste durante afios después de la lactancia. Este hecho podria ser
debido a la estimulacion del sistema inmune del nifio por medio de anticuerpos
antiidiotipicos, linfocitos y determinadas citoquinas que llegan al nifio a través de la leche
(Hanson y col., 2001).

Otros componentes como la lactoferrina que es la principal proteina en la leche
materna, se le atribuye una variedad de propiedades. Entre ellas, la capacidad de inactivar
bacterias, virus, células tumorales y de activar el sistema inmune, asi como de bloquear la
produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-1p, TNF y IL-6) (Mattsby-Baltzer y col.,
1996).

La fraccion de oligosacéridos en la leche contiene diversas estructuras, que se
comportan como receptores para microorganismos. De ahi, que pudieran prevenir la union
de éstos a la membrana mucosa, bloqueando las infecciones (Wold y Adlerberth, 2000).
Sin embargo, el papel clinico de este mecanismo no ha sido todavia evaluado (Hanson y
col., 2001).

Otro aspecto importante es el posible papel de las poliaminas de la leche materna
como agentes preventivos de la alergia alimentaria. Una ingesta deficiente de poliaminas
podria jugar un papel en la induccion de la sensibilizacion a alergenos de la dieta. Los
estudios en humanos indican que existe variabilidad individual en la concentracion de
poliaminas en la leche de distintas madres debido a factores genéticos, dietéticos, etc. En
base a esto, la probabilidad de desarrollar alergia alimentaria puede llegar al 80% si la
concentracion media de espermina en leche es menor de 2nm/ml, y, 0% si es mayor de
13nmol/ml. Ademas, por otra parte, estudios preliminares muestran que la permeabilidad
intestinal a macromoléculas varia en nifios prematuros alimentados con leche materna o

con formulas infantiles (Dandrifosse y col., 2000).
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Distintos estudios han tratado de evaluar el efecto del control de la dieta de la
madre durante la lactancia. Los resultados indican que la restriccion de la dieta de la
madre, potencia el efecto protector de la lactancia materna reduciendo la aparicion de
eczema al menos en los 2 primeros afios de vida (Lorente y Lozano, 1999; Hattevig y col.,
1999). En efecto, como resultado de distintos estudios se ha comprobado la presencia de
Ags alimentarios en la leche materna. Asi, se han observado Ags de leche de vaca,
ovalbdmina y gliadina en leche materna, de 2 a 6 horas después de consumir la madre estos
alimentos. En otro estudio, en 23 mujeres lactantes tras ingerir 50 g de cacahuetes, se
fueron tomando muestras de leche en intervalos de una hora. En 11/23 se observa la
presencia de proteinas del cacahuete. Los autores concluyen que la leche materna es una
ruta de exposicion que puede resultar en la sensibilizacidn de nifios de alto riesgo (Vadas y
col., 2001). Sin embargo, hay que tener en cuenta que por ejemplo, 40 ml de leche humana
contienen una cantidad de BLG de entre 32 ng/l y 1000 ng/l. En cambio, 40 ml de una
formula de leche de vaca contienen 360.000 ng/l de BLG. Este contenido seria el
equivalente a un aporte diario de 1 litro de leche humana durante un periodo de entre 7-21
afios (Businco y col., 2001).

Formulas infantiles

Como sustituto de la lactancia materna se pueden utilizar formulas infantiles
adecuadas. Existen distintos tipos de formulas que son los hidrolizados de caseinas y de
proteinas de suero, las formulas de soja y en el caso de que éstas no se toleren, las formulas

elementales (Sicherer y col., 2001).

Aunque la utilizacion de férmulas de soja ha sido objeto de discusion, finalmente
segun diversos estudios, parece que pueden presentar la misma alergenicidad que las
formulas infantiles convencionales a base de leche de vaca, y por ello, no son aconsejables
para prevenir la aparicién de alergia alimentaria (Chandra y col., 1989; Businco y col.,
1993; Burr y col., 1997).

En una exhaustiva revision reciente se enfatiza la importancia de estimular la

lactancia materna en todos los nifios hasta los 4-6 meses de edad. Si ésta no es posible se
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recomiendan las formulas hipoalergénicas altamente hidrolizadas para nifios de alto riesgo.
Con mayor frecuencia se observan reacciones adversas al utilizar formulas parcialmente
hidrolizadas, por lo que su utilizacion como medida de prevencién en nifios con alto riesgo

atopico no esta aconsejada (Host, 2001).

Alimentos solidos

La introduccién temprana de alimentos sélidos en la alimentacion del nifio, parece
condicionar la aparicion de enfermedades atdpicas, por lo que se tiende a retrasar la
introduccion de determinados alimentos (Lorente y col., 2001). De hecho, no deberian ser
introducidos hasta el 5° mes de vida. Sin embargo, no existe evidencia de dietas restrictivas

como preventivas de alergia a partir de los 6 meses de edad (Host, 2001).

Los probidticos representan un suplemento nutricional con propiedades
beneficiosas sobre la flora intestinal. Diversos estudios de laboratorio y de
experimentacion clinica, demuestran ciertos efectos de los probidticos para dificultar o
impedir el desarrollo del mecanismo alérgico, prevenir o minimizar la aparicion de
alergopatias (Samartin y col., 2002). Aunque para algunos autores no parecen existir dudas
sobre su eficacia, otros autores dudan de la eficacia real de los mismos. En este sentido, y
considerando que uno de los principales efectos inmunomoduladores de las bacterias acido
lacticas, es sobre el aumento de la produccion de IFN-y a nivel sistémico (Solis-Pereyra y
Lemonnier, 1991; Marcos y col., 1996; Solis-Pereyra y col., 1997; Solis-Pereyra y col.,
2002), este mecanismo podria servir para regular el desequilibrio Th2 caracteristico de la
respuesta alérgica (Cross y col., 2001). Algunos autores observan que los probidticos
pueden disminuir la inflamacion intestinal, y aliviar los sintomas en nifios con eczema
atépico (Matricardi y col., 1999; Isolauri y col., 2000), asi como reducir la aparicion de
sintomas en nifios de familias atopicas tras su consumo durante el embarazo y lactancia
(Kalliomaki y col., 2001; Rautava y col., 2002).

2.1.12.2.2.- Exposicion ambiental.

Se ha comprobado que la exposicién al humo del tabaco y a determinados

alergenos ambientales juega un importante papel en el desarrollo de las enfermedades
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alérgicas, por lo que las medidas de prevencion deberan incidir también sobre estos
factores (Lorente y col., 2001). Por ejemplo, la contaminacion urbana se relaciona con una
mayor incidencia de asma y otras enfermedades alérgicas. En concreto se ha demostrado

que el fuel-oil favorece la sensibilizacidn a sustancias inhaladas (Lorente y Lozano, 1999).

En un estudio llevado a cabo en 279 nifios de alto riesgo para analizar el efecto de
una serie de medidas preventivas dietéticas y ambientales (tabaco y alergenos
ambientales), se observa claramente una menor incidencia de manifestaciones alérgicas
frente al grupo control al menos, hasta el tercer afio de vida. Los autores indican que las
medidas, tanto alimentarias como ambientales, son efectivas y aunque son dificiles de
Ilevar a cabo, deberian aplicarse al menos en nifios con alto riesgo de atopia (Marini y col.,
1996). Kjellman y Nilson (1999) también recomiendan evitar la exposicion al tabaco
incluso durante el embarazo, el control de la humedad y la ausencia de animales

domeésticos en las casas.

Un mayor conocimiento sobre la identificacion de las bases genéticas e
inmunoldgicas de la atopia seria de gran interés en la prevencion de la alergia a alimentos
asi como del resto de enfermedades atopicas. En este sentido, las manipulaciones genéticas
(inducir tolerancia para diferentes alergenos, modular los linfocitos T y las citoquinas) en
nifios de alto riesgo de atopia constituyen una aventura prometedora (Lorente y Lozano,
1999).
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3.- SUJETOS Y METODOS

3.1.- POBLACION OBJETO DEL ESTUDIO

El estudio se llevo a cabo en nifios de 0 - 12 meses de edad que habian sufrido
reaccion adversa a la leche de vaca, y por tanto, con sospecha de alergia o intolerancia a la
misma. En el estudio tomaron parte nifios que acudieron a la consulta de Pediatria del

Hospital 12 de Octubre de Madrid durante el periodo de meses 20 meses.

Los nifios acudieron directamente al hospital tras sufrir reaccion adversa a la leche de
vaca, o dirigidos por su médico de familia para la realizacion de las pruebas diagndsticas
de alergia/intolerancia alimentaria. El diagndstico de alergia/intolerancia fue llevado a
cabo por la Dra. Garcia Hernandez, Jefe de Seccion, y el Dr. Martinez-Gimeno, Médico
Adjunto, de la Seccion de Neumologia y Alergias Pediatricas del Departamento de
Pediatria del Hospital 12 de Octubre de Madrid.

Todos los padres de los pacientes que participaron en el estudio dieron su

consentimiento previo por escrito para la realizacion de las pruebas de provocacion oral.

Estos pacientes, en funcidn del diagndstico hospitalario, fueron divididos en tres grupos:

1- Un primer grupo estaba constituido por pacientes con diagndstico positivo de alergia

a las proteinas de la leche de vaca.

2- Un segundo grupo estaba constituido por nifios que fueron diagnosticados de

presentar intolerancia a las proteinas de la leche de vaca.

3- El tercer grupo se consideré como grupo control y estaba formado nifios en los que se

descarto la existencia de alergia o intolerancia a las proteinas de la leche de vaca.
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Con objeto de observar las diferencias entre las consecuencias debidas a la alergia 'y a la
intolerancia a la leche de vaca se compararon los grupos 1 y 2. Los resultados de ambos
grupos se compararon ademas con el grupo 3 para estudiar los efectos debidos a la alergia y a

la intolerancia a la leche de vaca por separado, respectivamente.

3.2.- DISENO EXPERIMENTAL

La homogenizacion de la muestra de estudio se llevd a cabo imponiendo unos

criterios de inclusion en el estudio como se indica a continuacion:

3.2.1.- CRITERIOS DE INCLUSION

- Niflos con reaccion adversa a la leche, citados por el servicio de Pediatria del
Hospital 12 de Octubre, para consulta por sospecha de alergia o intolerancia a

proteinas de la leche.

- Edad comprendida entre 0-12 meses.

Se trata de un estudio con disefio transversal, que constd de un punto de toma de
muestra, y por tanto, un estudio descriptivo. La toma de muestras tuvo lugar, al diagndstico de
la enfermedad y en concreto, antes de las pruebas de provocacion oral.

En el estudio se incluyeron 139 pacientes que por sospecha de alergia/intolerancia

alimentaria, habian acudido a consulta en la seccién correspondiente, del servicio de Pediatria

del Hospital, durante un periodo de 20 meses.

3.3.- PARAMETROS ESTUDIADOS

En cada uno de los grupos objeto de estudio anteriormente citados se determinaron los

siguientes parametros:
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3.3.1.- PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

- Edad
- Talla
- Peso
- Indice de masa corporal (indice de Quetelet) (IMC)

3.3.2.- PRUEBAS DE ALERGIA

- Historial clinico

- Pruebas de provocacion oral con el alergeno sospechoso
- Pruebas cutaneas tipo prick

- Determinacion de IgE total

- Determinacion de IgE especifica

3.3.3.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

-Serie eritrocitaria

Recuento de hematies

Hemoglobina total

indice hematocrito

Volumen corpuscular medio (VCM)
Hemoglobina corpuscular media (HCM)

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM)
-Serie trombocitica

Recuento de plaquetas

Volumen medio plaquetario (VMP)

Plaquetocrito (PTC)

Amplitud de distribucién plaquetaria (PDW)
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-Serie leucocitaria

Recuento de leucocitos

Formula leucocitaria

Recuento de:
Linfocitos
Monocitos
Neutrdfilos
Eosindfilos

Basofilos

3.3.4.- PARAMETROS INMUNOLOGICOS

- Recuento y porcentaje de subpoblaciones linfocitarias:
CD2 (linfocitos T totales).
CD3 (linfocitos T maduros).
CD4 (linfocitos T colaboradores).
CD8 (linfocitos T citotoxicos-supresores).
CD56 (células NK).
CD19 (linfocitos B).
16-TCR (Receptor yd de linfocitos T).

- Cocientes linfocitarios CD4/CD8 y CD2/CD19
- Funcién inmune celular in vitro a través de la determinacion de la secrecion de
citoquinas:

Thl: 1L2, IFN-y,

Th2: IL-4, IL-5, IL-10

Inflamatorias: IL1, TNF-a e IL6.

- Respuesta proliferativa de linfocitos a la estimulacion con antigeno alimentario.
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3.4.- DESARROLLO DE LOS ESTUDIOS

Todos los nifios objeto de los estudios citados en el disefio experimental se sometieron
en ayunas a primera hora de la mafiana, a la toma de los datos antropométricos y extraccion de

6 ml de sangre venosa, a fin de realizar las determinaciones analiticas correspondientes.

3.4.1.- OBTENCION DE LA MUESTRA

Los 6 ml de sangre se recogieron del siguiente modo:

1.- 2 ml en un tubo con EDTA-K3, con una concentracion final de 8,5 g%.

e Se realizaron los recuentos globulares (eritrocitos, leucocitos y plaquetas), asi
como las determinaciones de hemoglobina, indice hematocrito, indices hematicos
(VCM, HCM y CHCM) y formula leucocitaria.

e Este tubo se utilizd también para la determinacion de las subpoblaciones

linfocitarias (500ul).

2.- 1,5-2 ml en tubos con heparina.
e Se realizaron los cultivos celulares para posterior determinacion de citoquinas
extracelulares estimuladas tras 48 horas de incubacion.
e Se llevd a cabo el estudio de la respuesta proliferativa de linfocitos por

estimulacion con alergeno alimentario tras 5 dias de incubacion.
3.- 25 - 3 ml se depositaron en un tubo seco con gel sin anticoagulante, que se
centrifugd a 3.500 rpm durante 15 minutos para obtener el suero y determinar a partir de éste,

inmunoglobulinas séricas y secrecion in vivo de citoquinas. Las alicuotas del suero se

conservaron a -20°C hasta su posterior analisis.

3.5.- TECNICAS ANALITICAS
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A continuacion se explican detalladamente todas las técnicas analiticas empleadas en la

determinacion de los pardmetros antropométricos, hematoldgicos e inmunol6gicos.

3.5.1.- PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

Talla, peso e indice de masa corporal

La talla se midi6 con un tallimetro marca ANO-SAYOL, de precision 1mm.

El peso se determind en una balanza electronica marca SECA-ALPHA, modelo

utilizado en pediatria.

El indice de masa corporal o de Quetelet viene expresado por la relacion (W.H.O.,
1986):

Peso (kg)/Talla (m?)

Z score del Peso: o numero de desviaciones estandar respecto a la media de la

poblacion.

3.5.2.- PRUEBAS DE ALERGIA

-Historia clinica

Una historia cuidadosa es imprescindible en el diagndstico de alergia e intolerancia a la

leche.

1.- Anamnesis

En el interrogatorio detallado se tuvo en cuenta la siguiente informacion:
momento de introduccion de la leche de vaca, tipo de sintomas (cutaneos,
gastrointestinales, respiratorios, etc.) y su relacion con la toma, tiempo transcurrido

entre la toma del alimento y el inicio de la reaccion.

91



Sujetos y métodos

En relacion con el inicio de los sintomas, las reacciones se han podido

clasificar en:

- Inmediatas: entre minutos y hasta 4 horas, durante el periodo de prueba
en el hospital.

- Retardadas: a partir de 4 horas. A veces estas reacciones se inician dias

despues de la prueba, cuando el nifio ya esta en casa.

2.- Antecedentes personales
Se interrogo sobre el tiempo de lactancia materna exclusiva asi como sobre la

administracion de biberones durante el periodo perinatal (biberon pirata).

3.- Antecedentes familiares
Se interrogo sobre la existencia de incidencia atopica de los padres y hermanos del
nifio con sospecha de procesos alérgicos. En caso positivo, detallando el tipo de alergia

que éstos presentaban.

-Pruebas de provocacién oral con el alergeno sospechoso

Esta prueba se lleva a cabo tras la extraccion de sangre.

Se aplica una pequefia cantidad de leche adaptada (la misma que para las
pruebas tipo prick) sobre el labio, el area peribucal y la boca. Si el nifio no
presenta sintomas, se procede a la ingesta de cantidades crecientes de la
leche adaptada (1, 3, 5, 10 ml, etc). A los 15 minutos de cada toma, se
controla la posible aparicion de sintomas. Si en cualquier momento se
presenta algun sintoma, se suspende la prueba. En caso negativo, se
continua la prueba hasta la ingesta de 90 ml. Si no hay reaccién adversa,
en su casa seguird tomando la cantidad que normalmente ingiere durante
una semana. Si durante este tiempo presentan algun sintoma contactan con
el hospital para remitir los sintomas. De cualquier modo, transcurrida la
semana se ponen en contacto con el servicio del hospital para informar

sobre la tolerancia del producto.
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-Pruebas cutaneas tipo prick

Se llevaron a cabo las pruebas cutaneas tipo prick con las proteinas de la
leche (ALA, BLG, CAS), y prick by prick con la propia leche adaptada. La
leche adaptada utilizada fue la que en ese momento estaba en circulacion

en el hospital: Damira (SANDOZ, del grupo Novartis).

El test tipo prick fue realizado en la parte del antebrazo con los alergenos
proporcionados por ALK (Allergologisk): leche de vaca al 1% P/V, ALA
al 0,1% P/V, BLG al 0,1% P/V, CAS al 0,1% P/V, diluidos en suero
fisiolégico salino. Se utilizaron lancetas de 1mm (ALK). Como control
positivo se uso histamina (10mg/ml) (ALK) y el diluyente (suero salino) se
aplicd como control negativo. Transcurridos 15 minutos, se evalud la
reaccion mediante lectura de los diametros de induracion producidos por
cada antigeno.

Asi, se clasificd como respuesta negativa cuando el paciente no presento
reaccion o aun cuando existiera reaccion y ésta fuera menor que la mitad
de la reaccion con la histamina.

Se considerd reacciéon positiva cuando la reaccion fue como minimo

superior a la mitad que la reaccion producida por la histamina.

Por otra parte, se considera respuesta positiva al test, la presencia de al

menos una respuesta positiva frente a algunos de los extractos.

-Determinacion de IgE total en suero

La concentracion sérica de IgE total se determind por nefelometria (Behring-
100).

La técnica de inmunonefelometria permite una rapida medida cuantitativa de

precipitacion, en algunos casos facilitada con latex, para la determinacion de
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proteinas. Las proteinas presentes en la muestra reaccionan con antisueros
altamente especificos para formar complejos antigeno-anticuerpo insolubles.
La medida de la dispersion que sufre un rayo luminoso al atravesar esta
suspension es proporcional a la concentracion de antigeno o proteina que nos
interesa, en situacion de anticuerpo en exceso. La aglutinacion facilitada por
latex se usa en reacciones de antigeno-anticuerpo que no permiten la
formacion de inmunocomplejos suficientemente grandes para ser medidos.
En dicho caso el anticuerpo se encuentra absorbido a la superficie de
particulas de latex, que en contacto con el antigeno proporcionan una

aglutinacion medible.

-Determinacion de IgE especifica en suero

Se determinaron los valores de IgE especifica en suero por medio de la
técnica UniCap (Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Uppsala, Suecia).
El sistema CAP FEIA (Pharmacia Diagnostics, Uppsala, Suecia)
proporciona una evaluacion cuantitativa de los anticuerpos IgE especificos
frente a alergenos. Este sistema une al menos 3 veces la cantidad de
alergeno en la fase solida, comparandolo con la técnica convencional de
RAST.

Se trata de un test de inmunofluorescencia enzimatica tipo “sandwich”.
Los alergenos correspondientes se encuentran unidos covalentemente al
complejo inmunoCAP, y reaccionan con la IgE especifica del suero del
paciente. 40 ul de muestra se afiaden a la matriz del immunoCAP y se deja
incubar durante 30 minutos a 37°C. Después de un primer lavado, la IgE
no especifica es eliminada. Se afiaden 50 ul de enzima marcado con
anticuerpos anti-lIgE (B-galactosidasa-anti-IgE) y se incuba durante 150
minutos a 37°C, formandose un complejo anticuerpo-anti-lgg con el
enzima-anti-lgE. Despues de la incubacion, el enzima-anti-IgE no unido es
eliminado mediante otro lavado. Al complejo final se afiaden 50ul de la

solucién de desarrollo incubando durante 10 minutos: se para la reaccion
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afiadiendo la solucién “stop” (600ul). Se mide después la fluorescencia del
eluido y se compara directamente con la respuesta de los calibradores

(curva estandar).

Los calibradores se analizan por duplicado para obtener una curva de
calibracién completa. La IgE estd calibrada segin “2nd International
Reference Preparation 75/502 of human serum immunoglobulin E from
WHQO”.

El UniCAP 100 (12-3500-08) con su software incorporado, nos permite
realizar todos los pasos del ensayo automaticamente, asi como el calculo
de los resultados y la impresion de los mismos.
Sensibilidad: El limite de deteccion es < 0,35 kUa/.
Rango de medida:

- para suero no diluido 0,35-100 kU/I.

- muestra diluida 1-100 es 22-200 mg/I.

A = anticuerpo especifico frente al alergeno.
Valores > 0,35 kUa/l indican un incremento progresivo de la
concentracion relativa alergeno-anticuerpo especificos. Un resultado < 0,35 kUA/I

representa ausencia o niveles indetectables de alergeno-anticuerpo especificos.

Medidas altas en la respuesta corresponden a valores altos de IgE especifica en el

suero de la muestra del paciente.

Evaluacion de IgE especifica: Clases.
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IgE especifica . . Niveles de anticuerpos
Clases Superior o igual a Inferior a especificos IgE

6 Cal-100 - Muy alto

5 Cal-50 Cal-100 Muy alto

4 Cal-17,7 Cal-50 Muy alto

3 Cal-3,5 Cal-17,5 Alto

2 Cal-0,7 Cal-3,5 Moderado

1 Cal-0,35 Cal-0,7 Bajo

0 - Cal-0,35 Ausencia o no detectable

El diagnostico positivo de alergia o intolerancia a la leche de vaca se
establecid con base a la historia clinica y a los resultados de las pruebas de
provocacion oral. Ademas, dentro del grupo de nifios que presentaron reaccion tras las
pruebas de provocacion oral, se consideraron alérgicos aquellos en los que se
demostro sensibilizacion del sistema inmune, mediante las pruebas cutaneas tipo prick
y/o la determinacion de IgE sérica especifica frente a la leche de vaca y sus fracciones
proteicas. El resto de los nifios con provocacion oral positiva pero con pruebas
cutaneas tipo prick e IgE especifica negativa, fueron diagnosticados de presentar

intolerancia a la leche de vaca.

Una vez finalizadas las pruebas se enviaba un informe al paciente con un
resumen de la historia clinica, los resultados, el diagndstico y el tratamiento a seguir.
Si las pruebas de provocacién habian sido negativas, el nifio era dado de alta en esa
consulta indicandole que los controles posteriores serian llevados por su médico. En
caso de tratarse de nifios diagnosticados de alergia/intolerancia a las proteinas de leche
de vaca se indicaba la fecha de la proxima consulta. En esta siguiente revision después
de dieta exenta de proteinas de la leche, se analizaba el estado general de nifios, la
introduccion de nuevos alimentos en la dieta y su tolerancia, los posibles contactos de

forma accidental con lacteos y los sintomas ocasionados, etc. Ademas, se llevaron a
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cabo las pruebas de reprovocacion con leche para confirmar la persistencia de alergia o

el desarrollo de tolerancia.

-Determinacion de 1gG especifica en suero

Se determinaron los valores de 1gG sérica especifica frente a la leche de vaca mediante
la técnica de UniCap (Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Uppsala, Suecia). Es una
prueba in vitro para la cuantificacion de anticuerpos IgG especificos en el suero humano.
Es un test de inmunofluorescencia enzimatica, con igual fundamento que el llevado a cabo
para la determinacion de IgE especifica en suero, explicado con detalle en el apartado

anterior.

Brevemente, el antigeno de interés (leche de vaca) acoplado covalentemente al
inmunoCAP reacciona con los anticuerpos 1gG especificos presentes en la muestra diluida
de suero del paciente. Tras un primer lavado la IgG no especifica es eliminada, se afiade un
enzima marcado con anticuerpos anti-lgG formando un complejo. Después de la
incubacion el enzima-anti-lgG no unido es eliminado mediante otro lavado y el complejo
final es incubado con la solucién de desarrollo. Se para la reaccion y se mide la
fluorescencia del eluido. La evaluacion de los resultados se compara directamente con la

respuesta de los calibradores.

De igual forma que en la determinacion de IgE especifica, el UniCAP 100 permite

realizar todos los pasos del ensayo automaticamente asi como imprimir los resultados.

Sensibilidad: El limite de deteccion es 0,02 mg/I.

El rango de medida para una muestra de suero diluido: 1:100 es 2.0-200 mg/I.

3.5.3.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

-Serie eritrocitaria
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El recuento de hematies y las determinaciones de hemoglobina, hematocrito e indices
hematicos (VCM, HCM, CHCM) se realizaron en un contador automatico H1 (Technicon-

Bayer).

-Serie trombocitica

El recuento de plaquetas e indices plaquetarios (VMP, PDW, PTC) se realizaron en un

contador automatico H1 (Technicon-Bayer).

-Serie leucocitaria

El recuento de leucocitos totales, asi como la formula leucocitaria se realizaron,
simultdneamente con los parametros de la serie roja, en un contador H1 (Technicon-Bayer). El
recuento de linfocitos, monocitos, neutrdfilos, eosindfilos y basofilos se realiz6 a partir de

estos parametros.

3.5.4.- PARAMETROS INMUNOLOGICOS

Recuento y porcentaje de subpoblaciones linfocitarias

Las subpoblaciones linfocitarias: células T totales (CD2), células T maduras (CD3),
células T helper o cooperadoras (CD4), células T citotoxicas o supresoras (CD8), células B
(CD19), células T con receptor vd (y3-TCR) y natural Killer (CD56)), se determinaron me-
diante la incubacion de sangre venosa anticoagulada con EDTA-Ks, con el anticuerpo
monoclonal correspondiente a cada subpoblacion, (CD4/CD8 (Leu-3a/2a), conjugado con un
fluorocromo como el isocianato de fluoresceina (FITC) el CD4 y la ficoeritrina (PE) el CD8,
CD3/CD19 (Leu-4/12) conjugado con FITC y PE respectivamente, CD2 (Leu-5b) conjugado
con PE, CD56 (My31) conjugado PE, y5-TCR (Anti-TCR-y3-1 conjugado con PE) (Becton-
Dickinson, Mississauga, Ontario, Canada), durante 45 minutos. Transcurrido este tiempo de
incubacion, se afiade solucién lisante, en dilucién 1/10 (en agua destilada), (FACS™
Lysing Solution, Becton Dickinson) 1 ml de solucién por tubo de 100 ul de sangre y se

deja actuar durante 10 minutos. Después de 2 lavados con PBS (Phosphate buffer saline) se
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deja en un volumen final de 500 ul y se procede a la lectura y analisis de la muestras en el

citometro de flujo.

La citometria de flujo es un método analitico que permite la medida de emision de
fluorescencia y dispersion de luz, producidas por la iluminacion apropiada de las células o
particulas microscdpicas de una en una y arrastradas por un flujo portador, a medida que

desfilan frente a un sistema de deteccion (Figura 4).

FIGURA 4- ESQUEMA CITOMETRO DE FLUJO.
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original from Purdue University Cytometry Laboratories;
modified by R.F. Murphy & A. Alvarez

El citometro de flujo utilizado fue: FASCan (Becton-Dickinson). Este aparato consta de:

Sistema hidraulico: Rodea la suspension celular en flujo, con una vaina

externa, formada por un fluido libre de particulas, que mueve la muestra, a
velocidad constante y controlada, a través de la zona de deteccion (“"camara de

flujo™), donde las células o particulas son expuestas, una a una, al haz iluminador.

Sistema de iluminacién: Produce un haz de luz que ilumina la muestra. La

mayor parte de los citdmetros (como es nuestro caso) utilizan luz laser, por ser
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coherente, monocromatica, polarizada, estrecha, estable y de intensidad conocida,

aungue hay sistemas que disponen de lamparas de mercurio.

Sistema éptico: Enfoca la iluminacion de las particulas de muestra, detecta

la luz dispersada por ellas y selecciona la fluorescencia emitida, a medida que las

particulas atraviesan el haz luminoso.

Sistema electronico: Proporciona una iluminacion de intensidad constante,

detecta y amplifica la respuesta de las particulas en forma de pulso analégico,
transforma las sefiales en forma digital y controla el proceso de separacion celular

electromagnética (“"Cell Sorting™) .

Sistema de adquisicién y andlisis de datos: En la mayor parte de los

citobmetros modernos, es compatible con ordenadores personales y sistemas
operativos comunes (plataformas Ms-DOS, Windows y Maclintosh). Permite la
adquisicion multiparamétrica de datos y el analisis en tiempo real y en modo de
lista (matrices de datos no correlacionados), asi como el analisis restringido a
subpoblaciones seleccionadas (“‘acotamiento™). Los datos se presentan en forma
de histogramas monoparametricos 0 representaciones biparamétricas de la
distribucion, junto con informacién estadistica de las distribuciones. Existen
diferentes programas comerciales de apoyo, utilizables en ordenadores

independientes (Alvarez-Barrientos y col., 2000).

Tras este andlisis se calcularon los cocientes CD4/CD8 y CD2/CD19, como indicadores

del estado nutricional (Marcos y col., 1997).

Funcién inmune celular:

a) Secrecion de citoquinas medidas por ELISA.

La secrecion de citoquinas se determind en sobrenadantes procedentes de cultivos

celulares tras 48 horas de incubacion con un mitogeno.
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Se parte de sangre heparinizada que se diluye con solucién salina 1:1 y se procede a la
separacion de linfocitos en Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nyegaard, Oslo, Norway). El
aislamiento de los linfocitos se realiza mediante centrifugacion en gradiente de densidad en
Lymphoprep (densidad: 1.077+ 0.001g/ml). EI proceso de separacion se basa en la diferencia
de densidad que existe entre los distintos tipos celulares. Las células mononucleares y las
plaguetas se depositan en la parte superior del Lymphoprep, porque tienen menor densidad
que éste. Los globulos rojos y los granulocitos tienen mayor densidad y se recogen en el fondo
del tubo. Con un pipeta Pasteur se retira la banda de linfocitos. Se realizan dos lavados en
medio RPMI-1640 (BioWhittaker, Verviers, Belgium) y se ajusta a una concentracion de 10°
celulas por cada 1ml de medio de cultivo. Este proceso de separacion de linfocitos es comin y
previo a la siembra de cultivos para la determinacion de citoquinas y de la proliferacion de

linfocitos.

Dichas celulas se resuspenden en el medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero
bovino (BioWhittaker) después de descomplementarlo y con una concentracion al 1% de
penicilina/estreptomicina (5000UI/ml:5000ug/ml, BioWhittaker). Una vez ajustado el nimero
de células/ml se afade el mitdgeno, PHA (Gibco BRL, Paisley, UK), antigeno alimentario
(BLG, CAS) (Fluka, Sigma Aldrich), o se deja sin estimular. EI mitdgeno PHA activa a
todas las células por igual es decir no tiene especificidad por un subtipo celular. Se afiade a
una concentracion final 7 ng/10° células. Los antigenos alimentarios, BLG y CAS, se afiaden a
una concentracion final de 100 ug/ml. Se incuban a 37°C en una atmdsfera humidificada al
5% de CO, durante 48 horas, periodo tras el cual se extraen los sobrenadantes y se almacenan

a—20°C hasta su posterior procesamiento.

La determinacion de IL-1, IL-6 y TNF-a se llevo a cabo por duplicado por medio de la
técnica de ELISA usando los kits de Bender MedSystems, Vienna, Austria. EI método de
ELISA es un ensayo de immunoadsorcion acoplado a una actividad enzimatica para la
deteccion cuantitativa de citoquinas en sobrenadantes de cultivos celulares, suero humano,
plasma, u otros fluidos. Se basa en la union especifica de la citoquina contenida en la muestra
a anticuerpos monoclonales especificos inmovilizados sobre la superficie de placas de
titulacion. Para ello, las muestras y estandares apropiados se incuban en dichas placas con el

anticuerpo, de forma que el antigeno a determinar (citoquina presente en la muestra) o el
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estandar se une a los anticuerpos fijados al pocillo. Un segundo anticuerpo monoclonal anti-
citoquina, conjugado con biotina, se afiade también en esta incubacion, el cual se une a la
citoquina capturada por el primer anticuerpo. Tras la incubacion, se elimina el segundo
anticuerpo no unido mediante lavados repetidos en una solucién buffer y se incuba de nuevo
en presencia de un conjugado Streptavidina-HRP que se unira al conjugado de biotina. Con
otra serie de lavados se elimina la Streptavidina-HRP no unida y se afiade el sustrato de la
enzima, obteniéndose un producto colorido de la reaccion que es proporcional a la cantidad de
citoquina presente en la muestra. La reaccion se para con &cido fosférico 1M y se mide la

absorbancia a 450 nm.

De este andlisis se obtienen medidas de absorbancia, que con posterioridad hay que
transformarlo a concentraciones reales, se interpolan los resultados a una curva de calibracion

obtenida a partir de 7 concentraciones conocidas de la citoquina estudiada.

b) Secrecidn de citoquinas medidas por citometria de flujo

La determinacion de IL2, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10 se determind también en

sobrenadante de cultivos celulares tras 48 horas de incubacion.

Se llevo a cabo por una técnica combinada de immunoensayo y citometria de flujo
(Human Thl/Th2 Cytokine Cytometric Bead Array, CBA) (Becton Dickinson). Esta
técnica combina el fundamento del inmunoensayo con la citometria de flujo. 6 grupos de
microesferas de poliestireno de igual tamafio (7,5u) son tefiidas con distintas intensidades
de fluorescencia. Cada particula ha sido unida mediante enlace covalente con un
anticuerpo (Pharmingen, San Diego, CA) frente a una de 6 citoquinas (IFN-y, TNF-a , IL-
2, IL-4, 1L-5, IL-10), representando una poblacién concreta con una intensidad FL-3 de
fluorescencia determinada. Este complejo Ac-particula es capaz de unirse a la citogquina
correspondiente y ser detectada de forma simultanea en la mezcla. La citoquina presente en
la muestra, que se une al complejo, puede ser detectada por medio de inmunoensayo
directo usando 6 anticuerpos diferentes unidos a PE (detector), (FL2). Tanto los estandares
con concentraciones de 0-5000pg/ml como los reactivos (Ac-particula, detector-PE) son

mezclas de las 6 citoquinas.
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La mezcla de 50ul de Ac-microesfera, 50ul de detector-PE, y 50ul de muestra o de
estandares, se incuba durante 4 horas a temperatura ambiente y en ausencia de luz.
Después, se lava para eliminar el reactivo que no se ha unido y se procede a la lectura en el

citobmetro. Se obtienen 6 curvas estandares.

Diversos estudios muestran que su sensibilidad analitica es comparable a la de los
test de ELISA convencionales (Cheny col., 1999).

c) Respuesta proliferativa de linfocitos estimulados

Los linfocitos se cultivan por triplicado en placas de 96 pocillos para
microtritiacion con fondo plano estériles en presencia o ausencia de mitégeno (7 pg/10°
células) o alérgeno BLG o CAS, a una concentracién final de 100 ug/ml. Se cuentan las
células de las suspensiones con una cdmara Neubauer en microscopio. Se ajusta a 10°

células/mL. Se ponen 200ul de suspension en cada pocillo (200.000 celulas/pocillo).

Las placas se llevan al incubador, donde se incuban durante 5 dias a 37°C en
atmosfera humeda y 5% de CO,. Al cabo de este tiempo, se sacan las placas, y en la
campana de flujo se afiade un pulso de 0,5uCi/50ul de CHs-*H-Timidina a cada pocillo,
volviéndose a incubar las células durante 4 horas en la incubadora. Completado el tiempo
de incubacion, las células se recogen sobre filtros de fibra de vidrio (ICN), usando un
cosechador semiautomatico (Skatron Instruments). Los discos de filtro se secan y se
introducen en viales de plastico (Kontron) a los que se afiaden 4ml de liquido de centelleo
Ecoscint H (ITISA). Se cuenta la *H timidina incorporada (en nuestro estudio se conté 1
minuto, pero la medida también depende de la eficiencia del contador) en un
espectrofotdmetro de radiacion . Se agitan los tubos fuertemente antes de ponerlos en el
contador. Se recogen las cuentas por minuto (cpm) de cada tubo, y se hacen las medias de

los triplicados. Se obtienen distintos valores.

e Proliferacion basal. Son las cpm de los linfocitos cultivados en medio
completo.
e Proliferacion estimulada con PHA.

e Proliferacion estimulada con CAS o BLG.
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Los resultados también se puede expresar como indice de proliferacién o
stimulation index (SI), que corresponde al cociente entre el recuento de células
con estimulacién (mitégeno, alergeno alimentario) y el recuento sin estimulacion.
Este indice relaciona la estimulacion en presencia de mitdgenos y la estimulacion

basal.

3.5.6.-TRATAMIENTO ESTADISTICO
El tratamiento estadistico de los datos se llevd a cabo en el centro técnico de
informéatica del consejo superior de investigaciones cientificas (CSIC), mediante el

programa estadistico SPSS version 11.0.

1) Analisis descriptivo univariante:

Se realiz6 el célculo de los estadisticos basicos (medias y varianzas) y se
realizaron pruebas de ajuste de las distribuciones de las distintas variables de
la muestra.

Para algunos casos en los que no se puede asegurar una distribucion normal,
se disefiaron nuevas variables realizando una transformacion del tipo raiz
cuadrada a dichas variables. Sin embargo, en las tablas se muestran siempre

los valores de estas variables, sin transformar.

2) Modelos lineales generales:

Se realizo el analisis de varianza (ANOVA) de una via (grupo) con tres

niveles: control, alérgicos e intolerantes.
Se determiné el grado de significacion estadistica de la diferencia entre las

medias mediante el test de pares a posteriori de Bonferroni para contrastar

las diferencias entre los grupos dos a dos.
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En los casos en que la distribucion normal no pudo ser asegurada se
aplicaron pruebas estadisticas no paramétricas como el test de Mann-
Whitney y de Kruskal-Wallis para establecer el grado de significacion entre
grupos dos a dos en el primer caso y los tres de manera simultanea en el

segundo.

Ademas, para reforzar estos contrastes se ha hecho estadistica de
comparacion entre alérgicos e intolerantes evitando el grupo control. Por
otra parte, se ha considerado el grupo de pacientes, es decir, nifios alérgicos
y nifios intolerantes como un solo grupo, y se han comparado los resultados
con el grupo control. En ambos casos se ha utilizado el test de Mann-

Whitney para pruebas no paramétricas.

En algunas pruebas (prick cutaneo, determinacion de IgE especifica,
proliferacion de linfocitos, produccion de citoquinas in vitro), se compard
para cada grupo de nifios de estudio, la respuesta relacionada con la
utilizacion de los distintos alergenos. Para ello, se utilizaron entre las
pruebas para resultados no paramétricos, el test de Friedman para
comparacion de las variables entre si, y el test de pares de Wilcoxon para

comparar variables dos a dos.

Por otro lado, algunas variables, se analizaron dentro de cada grupo de nifios
por intervalos de edades. Asi, se dividio cada grupo de nifios en 3 intervalos de
edad: 1) de 0 a 4 meses, 2) de 5 a 8 meses y, 3) de 9 a 12 meses; y se
compararon los resultados de las variables para cada grupo de nifios y en

funcion de estos intervalos de edades.

Para los datos en escala nominal se han realizado tablas de contingencia
para 2 factores: el grupo de nifios (controles, alérgicos, intolerantes) y la
variable correspondiente en cada caso. Se ha estudiado la dependencia entre
ambos factores mediante la prueba de Chi-cuadrado de Pearson. En todo

caso se ha aceptado un nivel de significacion estadistica de p<0,05.

105



Sujetos y métodos

3) Correlaciones:

Se realizd una seleccion de las variables que se consideraron de mayor
interés estudiandose la matriz de correlacion entre las distintas pruebas
inmunologicas en el diagndstico de la alergia/intolerancia a las proteinas de
la leche. Se estudio la dependencia lineal por medio del coeficiente p de

correlacion y su significacion estadistica.
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TABLA 1. DISTRIBUCION DE SEXO EN CONTROLES, ALERGICOS E

INTOLERANTES.
Sexo C(gﬂzzc)" ?Aiggg'f‘ '”t?r!irfg)“’ia Total
N % N % N % N %
Nifios 17 38,6 43 544 6 375 66 47,5
Nifas 27 61,4 36 456 10 62,5 73 525
Total 44 31,7 79 568 16 115 139 100

N= numero de sujetos

TABLA 2. EVOLUCION DE LOS PACIENTES ALERGICOS E
INTOLERANTES HACIA ALERGIA, INTOLERANCIA O DESARROLLO DE

TOLERANCIA.
Evolucion® Alergia Intolerancia Total
(n=53) (n=11) (n=64)
N % N % N %
Alergia 46 868 5 455 51 797
Intolerancia 0 0 1 1,6 1 1,6
Tolerancia 7 13,2 5 455 12 188

N = ndmero de sujetos
*Dependencia entre factores: grupo de pacientes y su evolucion (x* de Pearson; p<0,05).

TABLA 3. PARAMETROS ANTROPOMETRICOS DE CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES.

Control Alergia Intolerancia

(n=44) (n=79) (n=16)
Edad (meses) 6,27£3,11 6,77+2,76 5,91+4,67
Peso (kg)* 7,24+1,65% 7,68+1,50® 6,45+1,75°
Peso-P50 -0,56+0,97 -0,44+1,26 -0,97+0,98
Z score Peso -0,60+1,19 -0,45+1,40 -1,11+1,20
Talla (m) 0,658+0,06 0,672+0,05 0,649+0,06
IMC (kg/m?)* 16,49+1,79 16,81+1,50° 15,59+1,43¢

Valores expresados como media + desviacion estandar

*Diferencias significativas entre grupos (ANOVA,; p<0,05).

“Diferencias significativas entre pares de grupos (test pares de Bonferroni; p<0,05).
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TABLA 4. PARAMETROS ANTRQPOMETRICOS DE
CONTROLES Y PACIENTES (ALERGICOS E INTOLERANTES).

Controlgieancia
(n=95)

Edad (meses) 6,27+3,11 6,62+3,15
Peso (kg) 7,24+1,65 7,47+1,60
Peso-P50 -0,56+0,96 -0,53+1,22
Z score Peso -0,60+1,19 -0,56+1,38
Talla (m) 0,658+0,06 0,667+0,05
IMC (kg/m?) 16,49+1,79 16,62+1,61

Valores expresados como media + desviacion estandar

TABLAS. DISTRIB}JCIC')N POR EDADES
DEL TOTAL DE NINOS ESTUDIADOS.

(nES:eOL) Numero Porcentaje
0-4 37 26,6
5-8 73 52,5
9-14 29 20,9

Total 139 100

TABLAG. DISTRIBUCION POR EDADES DENTRO DE CADA GRUPO DE
NINOS ESTUDIADOS: CONTROLES, ALERGICOS, INTOLERANTES.

Edad Control Alergia Intolerancia
(meses) (n=44) (n=79) (n=16)
N % N % N %
0-4 12 27,3 19 24,1 6 37,5
5-8 24 54,5 41 51,9 8 50
9-12 8 18,2 19 24,1 2 12,5
Total 44 100 79 100 16 100

N= nGmero de sujetos
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TABLA 7. CARAQTERiSTICAS DE LA LACTANCIA MATERNA EN
CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES.

Control Alergia Intolerancia
(n=44) (n=78) (n=16)
Lactancia 3,50+1,88 3,90+1,91 3,12+1,55
Exclusiva
N % N % N %
< 4 meses 29 65,9 43 55,1 13 81,2
> 4 meses 15 34,1 35 449 3 18,8

Biberdn pirata

27 61,4 55

70,5 7 43,8

N= nimero de sujetos

TABLA 8. CARACTERISTICAS DE LA LACTANCIA MATERNA EN
CONTROLES, Y PACIENTES (ALERGICOS E INTOLERANTES).

Control Alergia +.
(n=44) Intolerancia
(n=94)
Lactancia
exclusiva (m) 3,52+1,89 3,77+1,89
% de sujetos N % N %
< 4 meses 29 65,9 56 59,6
> 4 meses 15 341 38 404
Biberdn pirata 27 61,4 62 66

N= ndmero de sujetos
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TABLA9. TIEMPO Y TIPO DE REACCION ANTE LA INTRODUCCION DE
FORMULA INFANTIL EN CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES,
EXPRESADO EN % DE SUJETOS.

Control Alergia Intolerancia  Total
(n=44) (n=78) (n=16) (n=138)
Tiempo
- Inmediato 65,9 66,7 75 67,4
- Retardado 34,1 33,3 25 32,6
Tipo
- Cuténea 70,5 67,5 56,3 67,2
- Digestiva 11,4 15,6 25,0 15,3
- Ambas 15,9 16,9 18,8 16,8
- Respiratoria 2,3 0 0 0,7

TABLA 10. DISTRIBUCION DE LOS ANTECEDENTES FAMILIARES DE
PRIMER GRADO DE ENFERMEDAD ATOPICA EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES, EXPRESADO EN % DE SUJETOS.

Control Alergia Intolerancia  Total

(n=40) (n=77) (n=15) (n=132)
Madre 22,5 27,3 33,3 26,5
Alergiaa 111 15.1 0 118
alimentos
Otros 88,9 85 100 88,2
Padre 17,5 32 13,3 25,4
Alergia a 0 8,3 50 9,1
alimentos
Otros 100 91,7 50 90,9
Hermanos 14,3 38,7 30 30,9

Total hermanos 9 20 7 36
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TABLA 11. DISTRIBUCION DE LOS ANTECEDENTES FAMILIARES DE
PRIMER GRADO DE ENFERMEDAD ATOPICA EN CONTROLES, Y
PACIENTES (ALERGICOS E INTOLERANTES), EXPRESADO EN % DE
SUJETOS.

Control Alergia +.
(n=40) Intolerancia
(n=15)
Madre 225 28,3
A_Iergla a 111 12
alimentos
A otros 88,9 88
Padre 17,5 28,9
A_Iergla a 0 115
alimentos
A otros 100 88,5
Hermanos 14,3 36,6
Total de hermanos 9 27

TABLA 12. DISTRIBUCION DE LAS CARACTERISTICAS DE LA PRUEBA
DE PROVOCACION ORAL EN NINOS CON ALERGIA O INTOLERANCIA A
LAS PROTEINAS DE LECHE, EXPRESADO EN % Y ENTRE PARENTESIS,
EN NUMERO DE PACIENTES.

Alergia Intolerancia Total
(n=77) (n=12) (n=89)
Tiempo de reaccion*
Inmediata 87,3 (69) 41,7 (5) 81,3 (74)
Retardada 12,7 (10) 58,3 (7) 18,7 (17)
Tipo de reaccion*
Cuténea 92,2 (71) 58,3 (7) 87,6 (78)
- Local 88,9 (64) 71,4 (5) 87,3 (69)
- Generalizada 11,1 (8) 28,6 (2) 12,7 (10)
Digestiva 1,3 (1) 41,7 (5) 6,7 (6)
Ambas 6,5 (5) 0 5,6 (5)

*Dependencia entre ambos factores: alergia, intolerancia con tiempo de reaccidn y alergia,
intolerancia con tipo de reaccion (y2 de Pearson; p<0,05).
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TABLA 13. RESPUESTA AL TEST CUTANEO TIPO PRICK FRENTE A
LECHE DE VACA, oLACTOALBUMINA (ALA), -
LACTOGLOBULINA (BLG) Y CASEINA, EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES.

Control” Alergia®  Intolerancia®

(n=44) (n=79) (n=16)
Prick Leche* 0,25+0,65% 2,14+1,10"®  0,19+0,40*%
Prick ALA* 0,11+ 0,49% 1,90+ 1,47'® 0,38+ 0,50"
Prick BLG* 0,18+ 0,50** 1,54+ 1,25® 0,19+ 0,40'%

Prick Caseina*  0,09+0,36% 1,24+ 1,18%® 0,06+0,25%
Prick by Prick*  0,11+0,32®  0,89+0,31" 0,0+0,0°

Valores expresados como media + desviacion estandar

*Diferencias significativas entre controles, alérgicos e intolerantes (Kruskal-
Wallis; p<0,05).
®Diferencias significativas entre pares de grupos (test pares de Tamhane; p<0,05).

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:
*Diferencias significativas entre los distintos alergenos (yx° de Friedman; p<0,05).
2Diferencias significativas entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon;
p<0,05).

TABLA 14. SENSIBILIZACION A LAS PROTEINAS DE LA LECHE
DE VACA, COMO RESPUESTA POSITIVA AL TEST PRICK
CUTANEO, EN CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES.

Control Alergia Intolerancia
(n=44) (n=78) (n=16)

N % N % N %
Prick Leche” 3 68 61 782 0 0
Prick ALA? 1 23 50 633 0 0
Prick BLG" 2 45 43 544 0 0
Prick Caseina® 1 23 33 423 0 0
Prick by prick" 5 11,4 65 89 0 0

N= niimero de respuestas positivas

*Dependencia entre los factores: grupo de nifios y respuesta positiva a cada uno de
los alergenos del test (x* de Pearson; p<0,05).
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TABLA 15. RESPUESTA POSITIVA AL PRICK TEST FRENTE A a-
LAQTOALBUMINA POR GRUPOS DE EDAD EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES.

Edad Control Alergia®  Intolerancia
(meses) (n=44) (n=79) (n=16)
N % N % N %
- 0 0 7 368 0
- 1 4,2 26 634 0
9-12 0 0 17 895 O 0

N= numero de sujetos

*Dependencias significativas entre factores: grupo de nifios y respuesta positiva al
test por intervalos de edad (% de Pearson; p<0,05).

TABLA 16. IG E SERICA TOTAL EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES.

Control Alergia Intolerancia
*
IgE total* (UI/I) (n=41) (n=70) (n=14)
Media * desviacion a b ab
estandar 16,03+30,99° 44,29+51,67° 18,37+32,24
Mediana 5,50 28,0 6,34
Rango interquartil 4,38-13,90 14,0-51,25 4,38-10,70

*Diferencias entre controles, alérgicos e intolerantes (ANOVA; p<0,05).
®Diferencias significativas entre pares de grupos (test pares Bonferroni; p<0,05).

TABLA17. IGE SERICA TOTAL, EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS E INTOLERANTES).

IgE total* (UI/) Controles  Alergia + Intolerancia

(n=41) (n=84)
Media + desviacién
estindar 16,03+30,99 39,97+49,76
Mediana 5,50 22,20
Rango interquartil 4,38-13,90 10,62-43,00

*Diferencias significativas entre controles y pacientes (Test-t; p<0,05)
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TABLA 18. CONCENTRACIONES NORMALES DE IG E SERICA TOTAL DE
ACUERDO CON VALORES DE REFERENCIA DEL LABORATORIO DE
ANALISIS.

Edad IgE Ul/ml
<1 afio <30
1-2 aros <50
2-3 afos <45
3-9 arfios <103
Adultos <250

TABLA 19. PORCENTAJE DE NINOS DE CADA GRUPO, CON VALORES
DE IG E SERICA TOTAL SUPERIORES A LOS VALORES DE REFERENCIA.

Edad Control Alergia” Intolerancia

(meses)  <30Ul/ml  >=30Ul/ml | <30Ul/ml  >30Ul/ml | <30Ul/ml  >30Ul/mi

N % N % N % N % | N % N %

0-4 12 100 O 0 13 765 4 235 5 100 O 0
5-8 18 857 3 143| 18 50 18 50| 5 714 2 282
9-12 6 857 1 143| 6 353 11 647 2 100 O 0
Total 36 90 4 10 | 37 529 33 471 12 857 2 143

*Dependencias entre factores: intervalos de edad y grupos de nifios (*y de Pearson; p<0,05).
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TABLA 20. IG E ESPECIFICA FRENTE A LECHE DE VACA, a-

LACTOALBUMINA (ALA), B-LACTOGLOBULINA (BLG) Y CASEINA
(CAP, EN kU/I).

Control” Alergia®  Intolerancia
(n=41) (n=70) (n=14)

CAP Leche*  0,69+0,86'® 7,4749,94"  0,36+0,0°
CAP ALA*  0,66+1,27'% 4,14+7,36®  0,35+0,00°
CAP BLG* 0,51+0,96"  2,79+543*  0,35+0,00°
CAP Caseina*  0,62+1,06® 7,00+10,61"  0,36+0,05%

Valores expresados como media + desviacion estandar

*Diferencias significativas entre grupos (ANOVA,; p<0,05).
“PDiferencias significativas entre pares de grupos (test pares de Bonferroni:
p<0,05).

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:
"Diferencias significativas en respuesta a alergenos (x> de Friedman; p<0,05).
L2 Diferencias significativas entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon;
p<0,05).

TABLA 21. IG E ESPECIFICA FRENTE A LECHE DE VACA, o-
LACTOALBUMINA (ALA), B-LACTOGLOBULINA (BLG) Y CASEINA
(CAP CLASE), EN CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES.

Control Alergia  Intolerancia
(n=41) (n=70) (n=14)

CAP Leche*  0,39+0,80° 2,34+1,08"  0,07+0,27°
CAP ALA* 0,29+0,78° 1,41+1,36°  0,0+0,0°
CAP BLG* 0,15+0,53% 1,31+1,19"  0,040,0°
CAP Caseina*  0,29+0,75° 2,13+1,05°  0,07+0,27°

Valores expresados como media + desviacion estandar

*Diferencias significativas entre controles, alérgicos e intolerantes (Kruskal-
Wallis; p<0,05).
®Diferencias significativas entre pares de grupos (test pares de Tamhane; p<0,05).
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TABLA 22. 1G E ESPECIFICA FRENTE A LECHE DE VACA, a-
LACTOALBUMINA (ALA), B-LACTOGLOBULINA (BLG) Y CASEINA EN
CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES.

Control Alergia Intolerancia
(n=41) (n=70) (n=14)
N % N % N %
CAP Leche” 6 146 59 843 0 0
CAP ALA? 4 9,8 33 471 0 0
CAP BLG" 1 2,4 35 50,0 0 0
0 0

CAP Caseina®* 5 122 54 771
N= nUmero de respuestas positivas

*Dependencia entre los factores: grupo de nifios y respuesta positiva
a cada uno de los alergenos (3 de Pearson; p<0,05).

TABLA 23. PRESENCIA DE IG E ESPECIFICA (CAP) FRENTE A LECHE DE
VACA POR GRUPQOS DE EDAD.

Edad Control Alergia” Intolerancia
(meses) (n=41) (n=70) (n=14)
N % N % N %
0-4 1 9,1 11 73,7 0 100
5-8 5 22,7 30 81,1 0 100
9-12 0 0 18 100 0 100

*Dependencia entre factores: edad y grupo de nifios (% de Pearson; p<0,05).

TABLA 24.1G G FRENTE A LA LECHE, EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES (mgA/L).

IgG (MgA/L) (Er?grtsgl ?\Ai%g()l;i |nt8!il’1ir)l(?ia
Media + SD 100,71+15,71 108,11+26,09 112,03+30,09
Mediana 101,0 99,70 99,05
RIQ 89-110,2 92,9-115,2 89,8-139,2

RIQ = Rango interquartil
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TABLA 25.1G G SERICA FRENTE A LA LECHE, EN CONTROLES Y
PACIENTES (ALERGICOS E INTOLERANTES) (mgA/L).

1gG Control Alergia + Intolerancia
(mgAJ/L) (n=38) (n=74)
Media+ DS  100,71+15,71 108,85+26,71*
Mediana 101,0 99,60
RIQ 89-110,2 92,5-117,2

RIQ = Rango interquartil

*Diferencias significativas entre controles y pacientes (Test-t; p<0,05)

TABLA 26. 1GG SERICA FRENTE A LA LECHE EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES POR INTERVALOS DE EDAD
(mgAJ/L).

Edad Control* Alergia Intolerancia
(meses) (n=38) (n=60) (n=14)

0-4 107,80+16,02° 108,41+20,17 102,30+22,46
5-8  100,92+14,94%" 112,12+29,87 120,43+36,65

9-12 89,60+11,44" 100,34+22,43 106,95+28,35
Valores expresados como media + desviacion estandar

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:
*Diferencias significativas para los diferentes intervalos de edad
(Welch y Brown-Forsythe; p<0,05).
“PDiferencias significativas entre grupos de edad (test pares de Tamhane; p<0,05).
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TABLA 27. PARAMETROS HEMATOLOGICOS (SERIE
ERITROCITARIA) EN CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES.

Control Alergia  Intolerancia

(n=43) (n=78) (n=15)
Hematies (x10'%/1) 4,18+0,39  4,30+0,33  4,11+0,58
Hemoglobina (g/dl)  11,37+0,85 11,39+0,83  11,34+1,28
Hematocrito (%) 33,47+2,44  33,58+2,53  33,09+4,19
VCM* (fl) 80,33+6,25 78,22+4,75 80,91+5,94
HCM* (pg) 27,34+2,60 26,54+1,62 27,77+2,38
CHCM (g/dI) 33,99+0,94 33,96+0,93  34,32+1,05
IDH (%) 14,86+1,25 15,15+1,61 14,47+1,89

Valores expresados como media + desviacion estandar

*Diferencias significativas entre controles, alérgicos e intolerantes (ANOVA,; p<0,05).

TABLA 28. VALORES DE REFERENCIA.

3 meses 1 aflo
Hematies (x10'/1) 4,0+0,8 4,440,8
Hemoglobina (g/dl) 11,5+2,0 12,0+1,5
Hematocrito (%) 3846 40+4
VCM (fl) 95 (media) 78+8
HCM (pg) 2945 2714
CHCM (g/dI) 32,5£2,5 32,5+2,5
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TABLA 29. PARAMETROS HEMATOLOGICOS (SERIE
ERITROCITARIA) EN CONTROLES Y PACIENTES.

Control  Alergia + Intolerancia

(n=43) (n=93)
Hematies (x10'/1) 4,18+0,39 4,27+0,39
Hemoglobina (g/dl) 11,37+0,85 11,35+0,92
Hematocrito (%) 33,47+2,44 33,47+2,82
VCM (fl) 80,33+6,25 78,58+5,00
HCM (pg) 27,34+2,60 26,69+1,84
CHCM (g/dI) 33,99+0,94 33,97+1,00
IDH (%) 14,86+1,25 15,02+1,67

Valores expresados como media + desviacién estandar

TABLA 30. PARAMETROS HEMATOLOGICOS (SERIE

TROMBOCITICA) EN CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES.

Control Alergia Intolerancia

(n=43) (n=78) (n=15)
Plaquetas (x10%/1)  400,71+76,65 405,71+106,87 382,35+142,42
VPM (fl) 8,57+0,72 8,47+1,17 8,34+1,44
PDW (%) 24,37+13,62  26,91+15,47 33,53+18,25
PTC (%) 0,34+0,07 0,34+0,08 0,31+0,12

Valores expresados como media + desviacion estandar

TABLA 31. PARAMETROS HEMATOLOGICOS (SERIE
TROMBOCITICA) EN CONTROLES Y PACIENTES.

Control Alergia + Intolerancia
(n=43) (n=93)
Plaquetas (x10%/1)  400,71+76,65 405,69+115,30
VPM (fl) 8,57+0,72 8,45+1,20
PDW (%) 24,37+13,62 27,98+16,07
PTC (%) 0,34+0,07 0,34+0,09

Valores expresados como media + desviacion estandar
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TABLA 32. PARAMETROS HEMATOLOGICOS (PERFIL
LEUCOCITARIO), EN CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES
(%).

Control Alergia Intolerancia

(n=43) (n=78) (n=15)
Neutroéfilos 25,04+12,18 24,13+10,11 21,89+8,88
Linfocitos 60,95+13,14  60,64+11,57 59,86+12,77
Monocitos 7,44+3,19 7,16+3,12 8,17+2,89
Eosinofilos 4,82+3,77 5,83+3,32 5,46+4,30
Basofilos 1,05+0,51 1,03+0,58 0,92+0,45

Valores expresados como media + desviacion estandar

TABLA 33. PARAMETROS HEMATOLOGICOS (FORMULA
LEUCOCITARIA), EN CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES
(x10°/1).

Control Alergia Intolerancia

(n=43) (n=78) (n=15)
Leucocitos 9,78+2,40 10,38+2,77 10,17+2,03
Neutrofilos 2,43+1,34 2,51+1,29 2,21+0,93
Linfocitos 5,98+2,10 6,32+2,06 6,33+1,78
Monocitos 0,73+0,40 0,73+0,34 0,81+2,97
Eosinofilos 0,46+0,40 0,59+0,36 0,56+0,46
Basofilos 0,10+0,05 0,106+0,06 0,09+0,04

Valores expresados como media + desviacion estandar

TABLA 34. PARAMETROS HEMATOLOGICOS (PERFIL
LEUCOCITARIO), EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS E INTOLERANTES) (%).

Control Alergia + Intolerancia

(n=43) (n=93)
Leucocitos 9,78+2,40 10,35+2,66
Neutrofilos 25,04+12,18 23,7949,82
Linfocitos 60,95+13,14 60,39+11,63
Monocitos 7,4443,20 7,32+3,07
Eosinofilos 4,82+3,77 5,75+3,46
Basofilos 1,05+0,51 1,01+0,55

Valores expresados como media + desviacion estandar
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TABLA 35. PARAMETROS HEMATOLOGICOS (FORMULA
LEUCOCITARIA), EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS E INTOLERANTES) (x10%1).

Control  Alergia + Intolerancia
(n=43) (n=93)
Neutroéfilos 2,43+1,34 2,47+1,24
Linfocitos 5,98+2,10 6,31+1,99
Monocitos 0,73+0,40 0,74+0,33
Eosindfilos  0,46+0,40 0,59+0,37
Basofilos 0,10+0,05 0,10+0,06

Valores expresados como media + desviacion estandar

TABLA 36. SUBPOBLACIONES CELULARES EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES (%).

Control Alergia Intolerancia

(n=44) (n=78) (n=16)
CD2 61,94+10,44 61,85+9,08 64,3548,78
CD3 58,87+10,23 58,17+9,78  61,13+£10,93
CD4 38,45+9,10 38,94+9,04  41,04+10,86
CD8 18,36+6,67 18,1745,32 18,26+5,38
CD19 22,83+7,59 23,35+6,34 24,36+7,56
CD56 5,02+3,57 5,21+2,73 5,54+2,50
yd6TCR 3,9442,35 3,32+1,66 3,87+2,29
y6TCR CD8 0,89+0,96 0,65+0,85 0,58+0,77
CD4/CD8 2,21+0,87 2,34+0,88 2,41+0,93
CD2/CD19 3,12+1,28 2,91+1,03 2,98+1,15
CD3/CD19 2,90+1,19 2,72+0,96 2,80£1,08

Valores expresados como media + desviacion estandar
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TABLA 37. SUBPOBLACIONES CELULARES EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES (cel/ml).

Control Alergia Intolerancia

(n=42) (n=76) (n=15)
CD2 3645+1377 3916+1367 3724+1732
CD3 349741348 3642+1379 393341618
CD4 2258+896 24431913 255941070
CD8 1086+685 1173+569 1222+636
CD19 1385+726 1489+773 15384527
CD56 283+210 333+195 352+217

Valores expresados como media + desviacién estandar

TABLA 38. SUBPOBLACIONES CELULARES EN

CONTROLES Y PACIENTES (ALERGICOS E
INTOLERANTES) (%).

Control Alergia + Intolerancia

(n=44) (n=94
CD2 61,94+10,44 62,27+9,02
CD3 58,87+10,23 58,67+9,99
CD4 38,45+9,10 39,29+9,34
CD8 18,36+6,67 18,18+5,29
CD19 22,83+7,59 23,5316,53
CD56 5,02+3,57 5,26+2,68
TCR total 3,94+2,35 3,41+1,78
TCR CD8* 0,89+0,96 0,64+0,83
CD4/CD8 2,21+0,87 2,35+0,88
CD2/CD19 3,12+1,28 2,92+1,05
CD3/CD19 2,90+1,19 2,73+0,98

Valores expresados como media + desviacién estandar

*Diferencias significativas entre controles y pacientes (Mann-Whitney; p<0,05)
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TABLA 39. SUBPOBLACIONES CELULARES EN CONTROLES Y
PACIENTES (ALERGICOS E INTOLERANTES) (cel/ml).

Control  Alergia + Intolerancia

(n=44) (n=94)
CD2 3645+1377 3883+1426
CD3 3497+1348 3690+1415
CD4 22581896 24621935
CD8 1086+685 11814577
CD19 1385+726 1498+735
CD56* 283+210 336+198

Valores expresados como media + desviacién estandar

*Diferencias significativas entre controles y pacientes (Mann-Whitney; p<0,05)

TABLA 40. SECRECION DE CITOQUINAS “IN VIVO” EN
CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES (pg/ml).

Control Alergia Intolerancia

(n=39) (n=63) (n=13)
IL2 0,77+1,61 0,89+2,18 0,32+1,14
IFN-y 1,07+2,47 2,98+13,64 0,89+1,77
IL4 0,38+0,71 0,37+0,78 0,11+0,39
IL5* 2,93+8,65°  2,27+2,26" 1,27+0,86
IL10 1,64+1,79 1,91+4,68 4,47+12,53
TNF-a 0,88+1,13 0,74+1,00 0,84+0,97

Valores expresados como media + desviacion estandar

*Diferencias significativas entre controles, alérgicos e intolerantes (Kruskal-
Wallis; p<0,05).

®Diferencias significativas entre pares de grupos (test pares de Mann-Whitney;
p<0,05).

124



Resultados

TABLA 40A. SECRECION DE CITOQUINAS “IN VIVO™ EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES (pg/ml).

Control Alergia Intolerancia
(n=39) (n=63) (n=13)
Mediana RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ

IL2 0 0-0 0 0-0 0 0-0
IFN-y 0 0-0 0 0-0 0 0-1,25
IL4 0 0-0 0 0-0 0 0-0
IL5 1,70 1,12-2,00 1,91 1,30-2,40 1,40 0,64-1,65
IL10 1,35 0-3,2 0 0-2,37 1,30 0-2,50
TNF-a 0 0-2,00 0 0-1,60 0 0-1,75

RIQ: Rango interquartil

TABLA 41. SECRECION DE CITOQUINAS “IN VIVO” EN CONTROLES Y
PACIENTES (ALERGICOS E INTOLERANTES) (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=39) (n=76)

IL2 0,77+1,61 0,79£2,05

IFN-y 1,07+2,47 2,62+12,44

IL4 0,38+0,71 0,32+0,73

IL5 2,93+8,65 2,10+2,11

IL10 1,64+1,79 2,35+6,64

TNF-a 0,88+1,13 0,76+0,99

Valores expresados como media + desviacién estandar
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TABLA 41A. SECRECION DE CITOQUINAS “IN VIVO™ EN
CONTROLES Y PACIENTES (ALERGICOS E INTOLERANTES)

(pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=39) (n=76)
Mediana RIQ Mediana RIQ

IL2 0 0-0 0 0-0
IFN-y 0 0-0 0 0-0
IL4 0 0-0 0 0-0
IL5 1,70 1,12-2,00 1,71 1,29-2,37
IL10 1,35 0-3,2 0,55 0-2,35
TNF-a 0 0-2,00 0 0-1,60

RIQ: Rango interquartil

TABLA 42. PRODUCCION DE IFN-y POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA
(BLG) O, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES, ALERGICOS
E INTOLERANTES (pg/ml).

Control” Alergia® Intolerancia
(n=42) (n=75) (n=12)
Medio 289,0+1059,46 46,62+166,36 7,74+12,85
PHA 1204+2960° 2292+4212? 2829+7441
Caseina 143,4+442,8 67,95+264,4° 75,70+134,9
BLG 162,4+335,2* 134,9+359,9° 55,45+78,54

Valores expresados como media + desviacion estandar

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:
"Diferencias significativas dentro de los distintos alergenos (x* de Friedman; p<0,05).
ZDiferencias significativas entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon; p<0,05).
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TABLA 42A. IFN-y (pg/ml)

Control Alergia Intolerancia
(n=42) (n=75) (n=12)
Mediana RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 0 0-15,45 0 0-13,80 0 0-20,05
PHA 330 118-1088 484,70 98,30-1424 45,60 0-904,5
Caseina 7,25 0-36,17 10,70 0-28,00 3,95 0-164,2
BLG 25,3 3,90-143,5 24,8 4,2-59,50 18,00  3,9-118,2

RIQ: Rango interquartil

TABLA 43. PRODUCCION DE IFN-y POR PBMC ESTIMULADOS CON

MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)

O, SIN ESTIMULACION (MEDIO) EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS/INTOLERANTES) (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=87)
Medio 289,0+1059 41,26+154,9
PHA 1204,7+2960 2364+4711
Caseina 143,4+442,8 69,01+249,9
BLG 162,4+335,2 121,67+330,4

Valores expresados como media + desviacién estandar

TABLA 43A. IFN-y (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=87)
Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 0 0-15,4 0 0-13,8
PHA 330 118-1088 443 83,2-1371
Caseina 7,25 0-36,17 10,4 0-28,3
BLG 25,3  33,9-143,47 24,8 4,7-75,15

RIQ: Rango interquartil
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TABLA 44. PRODUCCION DE IL-2 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA
(BLG) O, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES (pg/ml).

Control” Alergia” Intolerancia”
(n=41) (n=74) (n=12)
Medio 12,81+31,71"  35,91+205,89" 12,57+24,45"
PHA 265,1+346,9°  398,1+593,9° 304,6+659,12
Caseina’  12,38+39,41'*  18,99+3528%  280,7+8457*®
BLG 12,19+21,48"  15,04+22,39* 5,42+6,50"

Valores expresados como media + desviacion estandar

*Diferencias significativas entre controles, alérgicos e intolerantes (Kruskal-
Wallis; p<0,05).
*PDiferencias significativas entre grupos (test pares Mann-Whitney; p<0,05).

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:
*Diferencias significativas dentro de los distintos alergenos (x de Friedman;

p<0,05).

2Diferencias significativas entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon;

p<0,05).

TABLA 44A. IL-2 (pg/ml).

Control Alergia Intolerancia
(n=41) (n=74) (n=12)
Mediana RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 2,90 0-7,4 6,15 0-15,7 4,00 0-12,9
PHA 120,3  48,4-282,2 1242  31,9-4855 4350 17,4-103,8
caseina 2,20 0-9,8 6,20 0-19,17 9,75 2,5-31,6
BLG 5,10 1,9-9,6 8,30 0-13,8 3,00 0-13,12

RIQ: Rango interquartil
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TABLA 45. PRODUCCION DE IL-2 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)
0O, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS/INTOLERANTES) (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=85)
Medio 12,81+31,71 32,89+192,3
PHA 265,1+346,9 384,3+600,5
Caseina* 12,38+39,41 52,55+304,0
BLG 12,19+21,48 13,29+20,69

Valores expresados como media + desviacion estandar

*Diferencias significativas entre pacientes (alérgicos e intolerantes) y controles (test pares

de Mann-Whitney; p<0,05).

TABLA 45A. IL-2 (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=87)
Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 2,90 0-7,4 4,8 0-15,4
PHA 120,3 48,4-282,2 1059 30,6-447,7
Caseina 2,2 0-9,8 7,0 0-19,2
BLG 51 1,9-9,6 7,5 0-13,2

RIQ: Rango interquartil
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TABLA 46. PRODUCCION DE IL-4 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA
(BLG) O, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES (pg/ml).

Control” Alergia®  Intolerancia®
(n=42) (n=74) (n=11)
Medio 591+15,49"  4,04+10,43'  2,90+4,05
PHA 46,67+60,94°  54,90+76,43° 23,40+16,50
Caseina 4,24+10,62  506+13,44"  6,65+12,91"
BLG 8,06+17,46'  8,70+16,81'  2,62+2,86"

Valores expresados como media + desviacion estandar

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:

*Diferencias significativas dentro de los distintos alergenos (x* de Friedman; p<0,05).
2Diferencias significatias entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon; p<0,05).

TABLA 46A. IL-4 (pg/ml).

Control Alergia Intolerancia
(n=42) (n=74) (n=11)
Mediana RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 1,4 0-3,02 1,5 0-3,52 0 0-7,90
PHA 22,15  13,27-56,10 32,0 13,40-53,90 22,25  9,12-40,27
Caseina 1,6 0-3,70 2,1 0-5,95 2,6 1,40-6,20
BLG 2,45 0-5,82 4,7 1,55-7,07 1,8 1,12-3,85

RIQ: Rango interquartil

TABLA 47. PRODUCCION DE IL-4 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)
O, SIN ESTIMULACION (MEDIO) EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS/INTOLERANTES) (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=80)
Medio 5,91+15,49 3,90+9,83
PHA 46,67+60,94 50,18+71,56
Caseina 4,24+10,62 5,27+13,31
BLG 8,06+17,46 7,59+15,37

Valores expresados como media + desviacién estandar
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TABLA 47A. 1L-4

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=87)
Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 1,45 0-3 1,50 0-3,55
PHA 22,15 13,3-56,10 28,10  12,5-49,35
Caseina 1,60 0-3,7 2,10 0-5,97
BLG 2,45 0-5,8 3,05 1,5-6,82

RIQ: Rango interquartil

TABLA 48. PRODUCCION DE IL-5 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)
O, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES, ALERGICOS E
INTOLERANTES (pg/ml).

Control” Alergia® Intolerancia®
(n=42) (n=74) (n=11)
Medio 3,48+ 7,711 3,71+ 6,50 1,45+ 1,80
PHA" 153,7+ 182,6% 581,37+ 902,6%°  340,7+ 448,7%°
Caseina 3,54+ 7,59" 7,01+ 11,95° 26,66+ 70,99°
BLG 4,04+ 4,25" 5,68+ 9,03" 2,97+ 2,69"

Valores expresados como media + desviacion estandar

*Diferencias significativas entre controles, alérgicos e intolerantes (Kruskal-
Wallis; p<0,05).
**Diferencias significativas entre grupos (test pares de Mann-Whitney; p<0,05).

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:
*Diferencias significativas dentro de los distintos alergenos (x de Friedman;
p<0,05).
123 - - - - g - - .
Diferencias significativas entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon;
p<0,05).
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TABLA 48A. IL-5 (pg/ml).

Control Alergia Intolerancia
(n=42) (n=74) (n=11)
Mediana RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 1,35 0-3.1 1,60 0-4 1,40 0-2,30
PHA 65,10 33,9-315,5 319,45 92,8-7458 203,70  85,8-358,2
Caseina 1,20 0-4,3 2,60 0,5-6,35 3,60 0-9,75
BLG 2,95 1,6-4,55 2,30 1,3-6,1 2,15 1,4-4,75

RIQ: Rango interquartil

TABLA 49. PRODUCCION DE IL-5 POR PBMC ESTIMULADOS CON

MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)

O, SIN ESTIMULACION (MEDIO) EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS/INTOLERANTES) (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=85)
Medio 3,48+ 7,71 3,42+6,14
PHA 153,74+ 182,6 492,5+773,2
Caseina” 3,54+ 7,59 9,50427,37
BLG 4,04+ 4,25 5,1848,27

Valores expresados como media + desviacion estandar

*Diferencias significativas entre controles y pacientes (test pares de Mann-

Whitney; p<0,05).

TABLA 49A. IL-5 (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=87)
Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 1,35 0-3,10 1,60 0-3,75
PHA 65 33,9-315,5 292 89,8-616,9
Caseina 1,20 0-4,30 2,70 0-6,70
BLG 2,95 1,6-4,55 2,30 1,3-6,10

RI1Q: Rango interquartil
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TABLA 50. PRODUCCION DE IL-10 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA
(BLG) O, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES (pg/ml).

Control* Alergia® Intolerancia

(n=42) (n=74) (n=9)
Medio 32,85+60,83" 28,41+74,98"  19,80+28,67
PHA 142,4+160,5°  185,30+236,6°  127,9+150,7
Caseina  104,9+150,7°  113,47+191,3°  74,73+61,55
BLG 111,9+1015*  216,31+284,6*  90,32+66,08

Valores expresados como media + desviacion estandar

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:
*Diferencias significativas dentro de los distintos alergenos (x de Friedman;

p<0,05).

124Diferencias significativas entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon;

p<0,05).

TABLA 50A. 1L-10 (pg/ml).

Control Alergia Intolerancia
(n=42) (n=74) (n=9)
Mediana RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 4,70 1,65-37,87 3,55 0-7,82 1,70 0,7-52,0
PHA 91,20  41,42-171,1 98,70  58,77-203,7 = 82,70 23,75-175,6
Caseina 49,0 6,90-176,8 37,75 6,82-121,5 78,75 10,82-135,9
BLG 99,0 19,90-174,3 | 92,20  35,50-209,2 | 73,20 36,85-152,3

RIQ: Rango interquartil
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TABLA 51. PRODUCCION DE IL-10 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)
O, SIN ESTIMULACION (MEDIO) EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS/INTOLERANTES) (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=83)
Medio 32,85+60,83 27,47+71,36
PHA 142,4+160,5 178,7+228,4
Caseina 104,94+150,7 109,5+182,4
BLG 111,9+101,5 196,6+265,8

Valores expresados como media + desviacién estandar

TABLA 51A. IL-10 (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=87)
Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 4,70 1,6-37,8 3,30 0-8,2
PHA 91,2 41,4-171 96,8 58,4-202,4
Caseina 49,0 6,9-176 42,9 7,1-121,6
BLG 99,0 19,9-174 91,3 38,7-182,2

RIQ: Rango interquartil

TABLA 52. PRODUCCION DE TNF-o. POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)
0, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES, ALERGICOS E
INTOLERANTES (pg/ml).

Control” Alergia” Intolerancia
(n=42) (n=75) (n=12)
Medio 380,44+994,4* 227,52+723,1" 178,2+407,3
PHA 1937+1776° 2509+23522 1945+2747
Caseina 603,8+ 797,4° 696,9+ 1050,9° 1050+ 1179
BLG 1110+ 1136% 1115+ 1016* 1793+ 1813

Valores expresados como media + desviacién estandar

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:
*Diferencias significativas dentro de los distintos alergenos (x de Friedman;
p<0,05).
124Diferencias significativas entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon;
p<0,05).
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TABLA 52A. TNF-a. (pg/ml).

Control Alergia Intolerancia
(n=42) (n=75) (n=12)
Mediana RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 16,60 4,45-147,2 18,20 4,72-106,3 15,90 2,85-136,5
PHA 1171 508,4-3512 1894 954,3-3224 450,1 172,7-4625
Caseina  350,5 37,80-733-4 252,5 82,05-784,8 726,9 211,6-1421
BLG 604,4 289,2-1842 841,2 334,1-1620 1934,8 203,6-3312

RIQ: Rango interquartil

TABLA 53. PRODUCCION DE TNF-o. POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)
O, SIN ESTIMULACION (MEDIO) EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS/INTOLERANTES) (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=83)
Medio 380,4+994,4 222,1+694,2
PHA 1937+1776 244012392
Caseina 603,8+ 797,3 733,1+1061
BLG 1110+ 1136 1224+1168

Valores expresados como media + desviacion estandar

TABLA 53A. TNF-a. (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=87)
Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 16,6 4,45-147 16,5 4,8-108,9
PHA 1171,1  508-3512  1706,1 708-3394
Caseina 350,5 37,8-733 266,8 85,4-832
BLG 604,4 289-1842 858,2 357-1713

RIQ: Rango interquartil
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TABLA 54. PRODUCCION DE IL-1 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA
(BLG) O, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES (pg/ml).

Control” Alergia” Intolerancia”

(n=26) (n=47) (n=9)
Medio 129,3+202,4* 120,7+226,5 58,39+100,5
PHA 455,2+925, 1 410,5+698,5 309,64227,9
Caseina 392,5+296,1 392,2+395,5° 672,4+738,0°

Valores expresados como media + desviacién estandar

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:
*Diferencias significativas dentro de los distintos alergenos (y* de Friedman;
p<0,05).
12piferencias significativas entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon;
p<0,05).

TABLA 54A. IL-1 (pg/ml).

Control Alergia Intolerancia
(n=26) (n=47) (n=9)
Mediana RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ

Medio 28,37 2,84-184,9 21,88 2,28-142,4 10,00 0,66-125,1
PHA 123,39  38,41-334,6  109,8  44,09-387,6 208,3 172,8-508,8
Caseina = 330,35 212,1-575,7 @ 236,1  87,81-677,3 344,5 90,40-1418

RI1Q: Rango interquartil

TABLA 55. PRODUCCION DE IL-1 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)
O, SIN ESTIMULACION (MEDIO) EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS/INTOLERANTES) (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=26) (n=56)
Medio 129,3+202,4 110,7+211,9
PHA 455,2+925,1 397,94657,7
Caseina 392,5+296,1 417,6+434,6

Valores expresados como media + desviacion estandar
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TABLA 55A. IL-1 (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=87)
Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 28,37 2,8-184,9 16,84 1,8-133
PHA 123,4 38,4-334,6 132,8 45,7-388,9
Caseina 330 212-575 236 93,3-679

R1Q: Rango interquartil

TABLA 56. PRODUCCION DE IL-6 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA
(BLG) O, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES,
ALERGICOS E INTOLERANTES (pg/ml).

Control” Alergia® Intolerancia”
(n=26) (n=47) (n=9)
Medio 338,84+533,3" 262,5+409,6" 162,3+154,9"
PHA 7073+7577% 5619+6124° 5877+7459°
Caseina 5979+6658° 5475+6465° 5925+54747

Valores expresados como media + desviacion estandar

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:

*Diferencias significativas dentro de los distintos alergenos () de Friedman;
p<0,05).

2Diferencias significativas entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon;
p<0,05).

TABLA 56A. IL-6 (pg/ml)

Control Alergia Intolerancia
(n=26) (n=47) (n=9)
Mediana RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 54,38 18,40-426,5 58,29 28,96-357,9 100,5 56,41-205,0
PHA 4464 1670-8885 3076 1400-8196 3587 1146-7955
Caseina| 2537 683,6-13046 2551 524,7-7938 3011 1090-12499

RIQ: Rango interquartil
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TABLA 57. PRODUCCION DE IL-6 POR PBMC ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)
O, SIN ESTIMULACION (MEDIO) EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS/INTOLERANTES) (pg/ml).

Control Alergia + Intolerancia
(n=26) (n=51)
Medio 338,8+533,3 247,9+383,6
PHA 7073£7577 565446240
Caseina 5979+6658 553746290

Valores expresados como media + desviacién estandar

TABLA 57A. IL-6 (pg/ml)

Control Alergia + Intolerancia
(n=42) (n=87)
Mediana RIQ Mediana RIQ
Medio 54,4 18,3-426,5 75,3 30,6-334,5
PHA 4464 1670-8885 3123 1375-8035
Caseina 2537  683,7-13046 2620 611-9908

RIQ: Rango interquartil

TABLA 58. PROLIFERACION DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), CON ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)
0, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES, ALERGICOS E
INTOLERANTES, EXPRESADO EN CUENTAS POR MINUTO, (CPM).

Control” Alergia® Intolerancia”
(n=32) (n=68) (n=13)

Medio 1601,5+3759,96"  1196,95+ 2505,74'  643,13+803,98"
PHA 40539,3+37874,02% 41225,5+36985,56> 54240,87+46197,38°
Caseina  2010,67+3427,27°  2349,07+4209,8°  1497,41+2038,55°
BLG 1935,33+4236,52'°  2758,28+7505,4 480,27+539,24"

Valores expresados como media + desviacién estandar

Dentro de cada grupo de nifios de estudio:
*Diferencias significativas dentro de los distintos alergenos (x de Friedman;
p<0,05).
2Diferencias significativas entre pares de alergenos (test pares de Wilcoxon;
p<0,05).
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TABLA 58A. PROLIFERACION DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON MITOGENO
(PHA), CON ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG) O, SIN
ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES,
EXPRESADO EN CUENTAS POR MINUTO, (CPM).

Control Alergia Intolerancia
(n=39) (n=68) (n=13)
Mediana RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ

Medio 293,16 199,7-927,62 234,00 143,9-821,7 265,70  139,3-1143,7
PHA 26477 12165,7-71897,5 30763,3 12283,7-62319,5 48513,0 15221-76998,5
Caseina 599,25 237,5-1851,9 662,33 308,2-2806,6 426,00 221,0-3018,5
BLG 303,83 177,08-1528,41 451,83 177,08-1528,41 274,83 126,7-721,7

RIQ: Rango interquartil

TABLA 59. PROLIFERACION DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), CON ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG)
O, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES, ALERGICOS E
INTOLERANTES, EXPRESADO COMO INDICE DE ESTIMULACION (SI).

Control Alergia Intolerancia

(n=32) (n=68) (n=13)
PHA 127,33+155,39 147,80 £ 170,37 215,31+230,19
Caseina 2,44+3,29 4,69+11,01 5,49+12,80
BLG 1,08+0,62 7,40+22,12 1,13+0,41

Valores expresados como media + desviacién estandar

TABLA 59A. PROLIFERACION DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), CON ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG) O,
SIN ESTIMULACION (MEDIO DE CULTIVO), EN CONTROLES, ALERGICOS E
INTOLERANTES, EXPRESADO COMO INDICE DE ESTIMULACION (SI).

Control Alergia Intolerancia
(n=32) (n=68) (n=13)
Meg'ian RIQ Mediana RIQ Mediana RIQ
PHA 57,24  15,00-182,40 76,19 10,90-253,62 68,91  19,53-437,16
Caseina 1,58 0,92-2,16 1,82 1,14-4,37 1,54 1,24-2,31
BLG 1,07 0,53-1,61 1,27 0,80-1,97 1,07 0,78-1,45

RI1Q: Rango interquartil
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TABLA 60. PROLIFERACION DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), CON ALERGENO CASEINA, B-LACTOGLOBULINA (BLG),
O SIN ESTIMULACION (MEDIO DE CULTIVO), EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS E INTOLERANTES), EXPRESADO EN CUENTAS POR MINUTO,
(CPM).

Control Alergia + Intolerancia
(n=32) (n=81)
Medio 1601,51+3759,96 1108,06+ 2323,20
PHA 40539,32+37874,02 43314,39+38586,03
Caseina 2010,67+3427,27 2225,80+3970,99
BLG 1935,33+4236,52 2413,13+6955,75

Valores expresados como media + desviacion estandar

TABLA 61. PROLIFERACION DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON
MITOGENO (PHA), CON ALERGENO: CASEINA, B-LACTOGLOBULINA
(BLG) O, SIN ESTIMULACION (MEDIO), EN CONTROLES Y PACIENTES
(ALERGICOS E INTOLERANTES), EXPRESADO COMO INDICE DE
ESTIMULACION (SI).

Control Alergia + Intolerancia
(n=32) (n=81)
PHA 127,33+155,39 158,77+181,46
Caseina 2,44+3,29 4,80+11,20
BLG 1,08+0,62 6,38+20,33

Valores expresados como media + desviacion estandar
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5.- DISCUSION

5.1.- CARACTERISTICAS GENERALES

Sexo

Como se puede observar en la Tabla 1, el porcentaje de nifios y nifias es invertido
entre el grupo de alérgicos e intolerantes. Hay mas nifias entre los alérgicos (54,4%)
mientras que tanto en intolerantes como en controles predominan los nifios: 62,5% y
61,4%, respectivamente. Sin embargo, las diferencias en cuanto al sexo no son
significativas. Estos resultados coinciden con los de otros estudios llevados a cabo en
Esparia (Lebrero y col. 2001; Bousoiio y col., 1999). En Dinamarca, Host y Halken (1990)
en un estudio de cohorte en 1749 recién nacidos seguidos durante 3 afios de vida, no
encuentran diferencias en cuanto al sexo. Unicamente en 2 de los estudios revisados, se
observa el resultado contrario, mas nifios que nifias alérgicas: con 61% de nifios frente a un
39% de nifias con alergia. Sin embargo, hay que tener en cuenta las distintas poblaciones
consideradas en estos estudios. En uno de ellos la poblacién de estudio esta constituida
unicamente por los nifios con IgE especifica positiva, no incluyendo a aquellos con pruebas
positivas al test prick cutaneo (Andrés de Llano y col., 1997). En el otro estudio se
consideraron alérgicos los nifios con resultados positivos tanto en las pruebas cutaneas

como en los valores de IgE especifica (Korol y Kaczmarski, 2001).

Evolucién

Como se ha indicado en el apartado correspondiente, el tratamiento de la
alergia/intolerancia a las proteinas de la leche de vaca se basa en la dieta de exclusion,
sustituyendo este aporte lacteo por hidrolizado de proteinas lacteas hasta nueva indicacion.
Estos pacientes con alergia/intolerancia vuelven a revisién tras un tiempo con dieta exenta
de proteinas de la leche. En este estudio reflejamos el resultado de este seguimiento s6lo en
un 67,4% de los pacientes diagnosticados de alergia o de intolerancia. Algunos nifios
presentaron reaccidon adversa tras contacto accidental con el alérgeno, retrasandose por
ello, especialmente en los nifios con sintomas mas acusados, las pruebas de reprovocacion

oral.
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En el seguimiento de los pacientes y tras las pruebas de reprovocacion oral con el
alimento causante de la alergia o intolerancia, se observa distinta evolucion entre ambos
grupos (Tabla 2). En este sentido, se ha encontrado que un 455% de pacientes con
intolerancia desarrollan tolerancia a la leche, frente a sélo un 13,2% de nifios alérgicos que
se vuelven tolerantes. Ademas, se observa que un porcentaje elevado de nifios intolerantes
(45,5%) desarrolla alergia a las proteinas de la leche. Se han sefialado resultados similares
en un estudio retrospectivo llevado a cabo por Bousofio y col. (1999) en 89 pacientes que
habian sufrido reaccion adversa a alimentos. En el 90% de los casos, el agente causante es
la leche de vaca, seguido del huevo (32%) y de la soja (20%). En este estudio, la
proporcidn de nifios intolerantes que desarrollan tolerancia al afio fue de un 70%, mientras

que en alérgicos fue de un 12%.

Carroccio y col. (2000) en el seguimiento de 86 nifios de entre 15 dias y 32 meses
(edad media de 4 meses) con alergia/intolerancia a las proteinas de la leche durante 40
meses, observan que los porcentajes de nifios que desarrollan tolerancia son de 30%,
54,5% y 70% después de 1, 2 y 3 afios, respectivamente. Al final de este periodo de
seguimiento, en 26/86 nifos, persiste la enfermedad; estos nifios eran los que presentaron
al diagnostico valores mas altos de IgE sérica total, IgE especifica y mayor respuesta al test
cuténeo tipo prick que el resto de los nifios. En este estudio los autores se refieren a nifios
con intolerancia a las proteinas de la leche, a nifios con pruebas de provocacion positivas
independientemente de los resultados de las pruebas inmunologicas. De los 86 pacientes
con provocacion positiva, un 42% muestra respuesta positiva al prick test cutaneo y un

46,5% valores séricos de IgE especifica positivos frente a la leche de vaca o sus proteinas.

5.2.- PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

Edad, Peso, Zscore Peso, Altura, indice de Masa Corporal (IMC)

Dentro de los parametros antropométricos estudiados, en relaciéon a la edad y a la
altura no hay diferencias significativas entre controles, alérgicos e intolerantes (Tabla 3).
Sin embargo, en cuanto al peso y al indice de masa corporal, si se observan diferencias
entre los 3 grupos y en concreto, entre los nifios alérgicos y los intolerantes. Ademas, al
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comparar los grupos de forma mas precisa, se observa que el peso de los nifios alérgicos se
aleja menos del valor correspondiente al P50 (P-P50). En ambos grupos es un valor
negativo, pero mas alto en valor absoluto para los nifios intolerantes (el peso de los nifios
intolerantes se aleja mas del Percentil 50). También hay diferencias en cuanto al Zscore del

peso entre nifios con alergia o intolerancia a la leche de vaca.

GRAFICO 1. DISTRIBUCION POR PERCENTILES DEL IMC
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Por otra parte, al comparar el IMC con los datos de la poblacién espafiola
(Hérnandez y Sastre, 1999), los nifios del grupo control presentan una distribucién de
caracter mas normal que los alérgicos y sobretodo, que los intolerantes. Hasta un 61,5% de
los nifios intolerantes presentan un IMC entre el percentil 10 y el percentil 25. Ademas, no
hay ningun nifio dentro de los intolerantes con IMC entre los percentiles 50 y 90, y tan so6lo

un 15% de estos nifios presentan valores de IMC entre los percentiles 25 y 50 (Grafico 1).

Al considerar al grupo de pacientes con alergia/intolerancia en su conjunto y
compararlo con controles, no se observan diferencias en ninguno de los pardmetros

antropomeétricos anteriores (Tabla 4).

Por otra parte, al estudiar la distribucién por intervalos de edades tanto del total de
nifos del estudio (Tabla 5), como dentro de cada grupo (Tabla 6), no se observan

diferencias en ninguno de los 2 casos.

Pocos estudios en nifios con alergia/intolerancia a las proteinas de la leche llevan a
cabo determinaciones antropométricas. Unicamente en la valoracion del estado nutricional
de nifios alérgicos con dietas de exclusién en determinados alimentos pero que

generalmente se trata de nifios mas mayores.

Asi, Tianinin y col. (1995) en nifios de 2 afios encuentran que el parametro altura
para la edad es menor para los nifios alérgicos que para los controles (-0,6 vs —0,2). En otro
estudio se evalla el estado nutricional de 19 nifios mediante un seguimiento durante la
dieta de exclusion. Al principio del estudio se observa que los nifios alérgicos presentaban

un pequefio retraso en el crecimiento (Paganus y col., 1992).

En otro estudio Christie y col. (2002) con el fin de evaluar posibles alteraciones en
el crecimiento de nifios con alergias alimentarias determinan la altura, el peso, el IMC en
98 nifios (media de edad de 3,7+2,3 afios) y en 99 controles sanos (media de edad de
4,142 4 afios). Ademas, la estimacion de la ingesta de energia y nutrientes se lleva a cabo
mediante encuestas de recuerdo de 3 dias. En relacion a la altura, los resultados indican
que los nifios con alergia a mas de un alimento son mas bajos en relacion a los percentiles

de la altura para la edad que los que presentaban alergia a un Unico alimento. Los autores
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concluyen que los nifios con alergia a la leche o0 a multiples alimentos presentan un mayor

riesgo de padecer trastornos en el crecimiento o una ingesta inadecuada de nutrientes.

5.3.- PRUEBAS DE ALERGIA

5.3.1.- HISTORIA CLINICA

Anamnesis

Del cuestionario de preguntas generales que los padres de los nifios completaron al
diagnostico, se han obtenido los resultados que se expresaban en las Tablas

correspondientes del apartado de resultados (Tablas 7-12).

Antecedentes personales

Dentro de los antecedentes personales, y en relacion con las caracteristicas de la
lactancia materna, no se han detectado diferencias entre controles, alérgicos e intolerantes
en el tiempo de duracion de la lactancia exclusiva que se encuentra entre los 3 y los 4
meses de duracién (Tabla 7). Como se puede observar en el siguientes diagramas de barras
hasta un 61,5% de la poblacion estudiada recibe lactancia materna exclusiva por un tiempo
menor o igual a 4 meses. Ademas, son los nifios intolerantes los que con mas frecuencia

reciben Unicamente lactancia exclusiva hasta los 4 meses (Diagrama 1).

La duracion de la lactancia exclusiva es de una media de 4 meses para los 3 grupos,
por lo que no se observan diferencias entre ellos (Tabla 7). En la tabla se indican los
porcentajes de nifios que reciben lactancia materna de forma exclusiva hasta los 4 meses de
edad o, por un tiempo superior a los 4 meses. Es decir, la duracion de la lactancia exclusiva
no influye en la edad en la que aparecen los sintomas de la alergia/intolerancia. Este

resultado ha sido también indicado por Bjorksten y col. (1995).
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DIAGRAMA 1

LACTANCIA MATERNA. PORCENTAJE DE NINOS CON LACTANCIA EXCLUSIVA
POR UN TIEMPO DE HASTA 4 O SUPERIOR A 4 MESES.
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DIAGRAMA 2

BIBERON PIRATA. PORCENTAJE DE NINOS QUE TOMAN BIBERON EN
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Por otra parte, la administracion de biberdn pirata, biberén que reciben en el
hospital en las primeras 24 horas de vida, es independiente de que los nifios sigan con
lactancia materna exclusiva o no. Se trata de un biberon en transicion, pero no deja de ser
un primer contacto con proteinas de leche de vaca, extrafias para el nifio. Como se puede
observar en los diagramas de barras anteriores (Diagrama 2), hasta un 64,5% del total de la
poblacion estudiada recibieron biberdn en transicion. El porcentaje de nifios alérgicos que
recibe biberén en el hospital (biberdn pirata) como se observa en la Tabla 5 es de un
70,5%. La cifra aunque elevada, también lo es para nifios intolerantes y controles: 43,8 y
61,4 %, respectivamente. En un estudio llevado a cabo por Sanz Ortega y col. (2001) el
porcentaje de nifios alérgicos que reciben férmula infantil es mucho menor, de un 33%.
Esta enorme diferencia puede deberse al pequefio tamafio de muestra que estos autores
consideran (n = 6).

Como se puede observar en la Tabla 8, tampoco se presentan diferencias al
comparar pacientes con los controles en cuanto al porcentaje de nifios que reciben biberén

pirata, ni en cuanto a la lactancia exclusiva.

En relacion con la reaccién que tiene lugar tras la introduccién de la primera
férmula infantil (leche de vaca) no se observan diferencias ni en el tiempo de aparicion de
los sintomas ni en el tipo de sintomas que presentan los 3 grupos de nifios (Tabla 9). La
mayor parte de los nifios, independientemente del grupo, presentan sintomas cutaneos de
tipo inmediato tras la introduccion de la formula infantil. En otros estudios también se

observan estos resultados en relacion con los nifios alérgicos (Sanz Ortega, 2001).

Antecedentes familiares

Como se puede observar en la Tabla 10 y en los diagramas 3 correspondientes a
antecedentes atopicos, un alto porcentaje de nifios dentro de cada grupo, no presenta
antecedentes familiares atopicos. Sin embargo, es de destacar el hecho de que dentro de los
nifios con madre atopica el porcentaje mayor corresponde a los intolerantes mientras que el

porcentaje mayor de nifios con padre o hermano atopico se observa en los nifios alérgicos.
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DIAGRAMA 3

PORCENTAJE DE NINOS CON ANTECEDENTES ATOPICOS.
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Resultados similares se han observados en el seguimiento de 64 recién nacidos: 46
con historial familiar de atopia y 21 sin historial familiar de atopia, durante los primeros 18
meses de vida con el fin de relacionarlos con la aparicién de enfermedad atdpica
(Bjorksten y col., 1995).
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Por otra parte, el porcentaje de hermanos alérgicos que presentan los nifios con
alergia es muy superior al de los controles (38,7% frente 14,3%). Sin embargo, de los 36
hermanos que tienen los nifios del estudio (de muchos nifios no tenemos informacion al
respecto): 20 son del grupo de nifios con alergia (es decir un 55,6%), 9 de los controles
(25%) y 7 de los intolerantes (19,4%). Debido a esta desproporcion aunque los porcentajes

de nifios con hermanos alérgicos son distintos, no existe una dependencia significativa.

Dentro de los nifios con familiar atdpico, en la tabla 10 se especifica ademas, el
porcentaje de nifios con padres que presentan alergia a alimentos u otro tipo de enfermedad
atopica. Como puede observarse, en los 3 grupos de nifios y tanto para la madre como para
el padre, éstos presentan en su mayoria otras enfermedades alérgicas distintas a la alergia

alimentaria.

Al analizar en su conjunto al grupo de pacientes y compararlo frente al grupo
control, tampoco se observan diferencias en cuanto a los antecedentes familiares de primer
grado (Tabla 11).

En un estudio reciente en el que se lleva a cabo un andlisis detallado de los
familiares mas cercanos (primera y segunda generacién) de un grupo de 180 nifios
alérgicos, se pone de manifiesto que hasta un 91% de los nifios presenta un familiar
atépico. Al considerar Unicamente, y como en nuestro estudio, los familiares mas cercanos
(padres y hermanos) se indica que en un 55,5, un 36 y un 55% de los nifios alérgicos, su
madre, padre o hermanos, respectivamente, presentan enfermedad atépica o intolerancia
alimentaria. Estos porcentajes son superiores a los que presentamos, lo que podria ser
debido a que los autores también incluyen en estos porcentajes a los familiares con

intolerancia alimentaria (Korol y Kaczmarski, 2001).

En un estudio prospectivo en el que se siguieron 1663 recién nacidos durante el
primer afio de vida, el 83% de los nifios con alergia presentaba antecedentes familiares de
primer grado de enfermedad atdpica frente al 19% del grupo no alérgico. Hay que tener en
cuenta en este estudio, por un lado el pequefio tamafio del grupo de nifios con alergia: 6 de
56 nifios con sospecha, y del total de nifios del estudio (n=1657). Ademas, el grupo control
de este estudio prospectivo esta constituido por nifios sanos, mientras que en el que aqui se
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presenta, aunque se trata de nifios sanos, han sido diagnosticados con sospecha de
alergia/intolerancia por sufrir reaccion adversa a proteinas lacteas, en algunos casos no
objetivada en el momento del estudio. Esto podria explicar la gran diferencia en los
porcentajes de nifios con antecedentes familiares de primer grado en ambos estudios. En
este sentido es interesante observar del estudio anterior, el hecho de que de los 308 recién
nacidos que presentaban un antecedente familiar de primer grado de enfermedad atdpica,
cuatro de ellos presentaron posteriormente alergia a las proteinas de la leche de vaca
(1,3%), mientras que de los 26 recién nacidos con dos antecedentes familiares de primer
grado de enfermedad atdpica, uno de ellos desarrollé un cuadro de alergia a PLV (3,8%)
(Sanz Ortega y col., 2001).

En otro estudio de seguimiento durante 3 afios de nifios con alergia o intolerancia a
las proteinas de la leche (edad media 4 meses), se observan diferencias en cuanto a los
antecedentes familiares de atopia. Los nifios en los que persiste la intolerancia después de 3
afios, son los que presentan, con mayor frecuencia algin familiar de primer grado con
atopia (80%) que los nifios que desarrollan tolerancia (20%). En este estudio consideran
con enfermedad atopica todos los familiares que presentan asma bronquial, rinitis,
dermatitis o conjuntivitis y con resultados positivos al test cutaneo tipo prick y/o RAST a

alimentos 0 a aeroalergenos (Carrocio y col., 2000).

5.3.2- PRUEBAS DE PROVOCACION ORAL CON EL
ALERGENO SOSPECHOSO

Como se ha indicado en el apartado de Sujetos y Métodos, a partir de las pruebas de
provocacion oral con el alimento sospechoso (leche adaptada) causante de la reaccion
adversa, se establece lo méas importante del diagnostico: si el nifio puede o no seguir
tomando proteinas de leche de vaca, y por tanto, en funcion del resultado, la inclusion en
uno u otro grupo del estudio. Por ello, todos los nifios que han dado negativo en estas

pruebas serén incluidos dentro del grupo control.

Los nifios con pruebas de provocacion oral positivas, seran incluidos dentro del
grupo de pacientes, y en funcién de los resultados a otras pruebas diagnosticas inmunes,

seran diagnosticados como alérgicos o como intolerantes a las proteinas de la leche de
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vaca. En este sentido, se puede ver que un 31,65% (44/139) de los nifios con sospecha de
alergia no presentan reaccion ante la provocacion oral, un 56,83% (79/139) son alérgicos y
un 11,5% (16/139) son intolerantes. La proporcién de nifios con alergia es superior a la de

intolerantes.

Niggemann y col. (2001) muestran porcentajes de 89% alérgicos y un 10,8% de
intolerantes en 139 nifios con sospecha de alergia a distintos alimentos (leche, huevo, etc.)
y de 2 meses a 12 afios (mediana 13 meses). Si se considera Unicamente a aquellos con
sospecha de reaccion a la leche de vaca (n=52), los porcentajes son de 88% de nifios con
reaccion tipo IgE y un 11,53% de ellos también con provocacion oral positiva pero sin
mecanismo IgE demostrable. Todos los nifios presentaban DA al diagndstico; esto puede
ser la causa del mayor porcentaje de nifios alérgicos que indican estos autores al
compararlo con el estudio que aqui se presenta.

Los resultados sobre las caracteristicas de las pruebas de provocacion oral en los
pacientes, se presentan en la tabla 10. Como puede observarse, los pacientes alérgicos
presentan con mas frecuencia reaccién de tipo inmediata tras la provocacién oral, que los

pacientes intolerantes, 87% y 41%, respectivamente.

Ademas, dentro de los nifios alérgicos, un 87,3% presenta reaccion inmediata frente
al 12,7% con sintomas de tipo retardado. De igual forma, Plaza Martin y col. (2001) en un
estudio en nifios de hasta 6 meses con sospecha de alergia a las proteinas de la leche, un
92% de ellos presenta reaccién inmediata y tan solo un 6%, retardada (n=49). Se
diagnosticaron de padecer hipersensibilidad inmediata a las proteinas de la leche todos
estos nifios que presentaban provocacion positiva inmediata (hasta 2 horas) y respuesta al
prick test positiva frente a un alergeno, al menos, junto con valores de IgE especifica

positivas.

Al fijarnos en el tipo de sintomas que presentan los pacientes en las pruebas de
provocacion oral, se detecta que el 92% de los nifios alérgicos presentan una reaccion de
tipo cutanea, mientras que sélo un 58% de los intolerantes muestran este tipo de reaccién

(Tabla 10). En cuanto al tipo de reaccion cutanea, local o generalizada, la mayor parte de
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los pacientes presentan reaccion de tipo local; no observandose diferencias significativas

entre alérgicos e intolerantes.

Estos resultados coinciden con los presentados por otros autores en relacion al
tiempo de aparicion de los sintomas tras la provocacion oral con el alergeno sospechoso:
reaccion de tipo inmediato y caracter cutdneo que con mayor proporcion presentan los
nifios alérgicos (Sanz Ortega y col., 2001). En un estudio retrospectivo en el que se
seleccionan 98 historias clinicas de nifios con criterios diagndsticos de reaccion adversa a
alimentos, 35 son alérgicos por presentar IgE especifica y/o prick test cutaneo positivo y
63 nifios fueron diagnosticados de intolerancia en base a sospecha clinica ratificada por
prueba de exclusion favorable. El alimento mas comunmente implicado fue la leche de
vaca (91% de los casos) seguido del huevo, la soja y el pescado. Al igual que en el presente
estudio, los pacientes alérgicos presentan con mas frecuencia reacciones inmediatas ante la
provocacion oral que los intolerantes. La reaccion inmediata se da en un 77% de los
alérgicos mientras que en los intolerantes tan sélo aparece en un 5%. Ademas, las
principales manifestaciones de los pacientes siguen el mismo patron que en el presente
estudio. Un 68% y un 48% de los alérgicos presentan reacciones cutaneas y
gastrointestinales, respectivamente. Por el contrario, los intolerantes son mas propensos a
padecer reacciones gastrointestinales (65%) y en segunda lugar, las cutaneas (44%). En
otro estudio en nifios alérgicos, también se encuentran con mayor frecuencia los sintomas
cutaneos, hasta un 68% frente al 12,5% que suponen los digestivos y un 1,3% los de tipo
respiratorio. Dentro de las reacciones cutaneas un 12,5% fue de tipo local y un 56% de los
casos reaccion generalizada (Lebrero y col., 2001).

Sin embargo, pocos estudios en la literatura comparan los sintomas entre alergia e

intolerancia a las proteinas de la leche de vaca.

PRUEBAS INMUNOLOGICAS

Como ya se ha explicado en el apartado de Sujetos y Métodos, en el diagndstico de
alergia/intolerancia a las proteinas de la leche y, con el fin de establecer el mecanismo
inmunoldgico como base de la reaccion adversa, se tienen en cuenta los resultados de los

estudios inmunoldgicos.
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En este sentido, se diagnostican como alérgicos aquellos nifios que presentan
pruebas de provocacion oral positiva, y ademas, prick cutaneo y/o IgE especifica positivas.
Por el contrario, se consideran como intolerantes a las proteinas de la leche, aquellos nifios
que presentan provocacion oral positiva pero con pruebas cutaneas e IgE especificas

negativas, es decir, con ausencia de mecanismo inmunolégico conocido.

5.3.3.- PRUEBAS CUTANEAS TIPO “PRICK”

En relacién con las pruebas cutaneas tipo prick, y como es de esperar por tratarse de
uno de los criterios diagnosticos, se observan diferencias significativas entre los controles,
alérgicos e intolerantes, tanto para la leche de vaca, como para las proteinas lacteas: ALA,
BLG y CAS, y para la formula adaptada. En todos los casos, 10s nifios alérgicos presentan
una mayor respuesta que los controles y que los intolerantes, entre los que no se observan

diferencias significativas (Tabla 13).

Algunos autores han indicado que los nifios con intolerancia presentan con mayor
frecuencia reacciones de tipo retardado y por ello, respuesta positiva al test cutaneo tipo
patch por su buen valor predictivo positivo para reacciones de tipo retardado (Nieggemann
y col., 2000; Roehr y col., 2001). Sin embargo, en nuestro estudio no se llevé a cabo este
tipo de test cutaneo por no formar parte de las pruebas del protocolo diagndstico de

alergia/intolerancia del Hospital.

En la tabla 14 se muestran los porcentajes de nifios de cada grupo que presentan
sensibilizacion (respuesta positiva) frente a las distintas proteinas alergénicas. Para ello,
previamente se han realizado tablas de contingencia de 2 factores. Un primer factor de
estas tablas lo constituye en cada caso, el resultado positivo o negativo frente a cada uno de
los alergenos utilizados en las pruebas cutaneas (leche de vaca, ALA, BLG, CAS y
férmula infantil), y como segundo factor para todas las tablas, el factor grupo, de nifios:
controles, alérgicos e intolerantes. En la tabla que presentamos se muestran solamente las
respuestas positivas al test para cada alergeno y para cada grupo. Esta tabla se obtiene a
partir de cada una de las anteriores tablas de contingencia, donde se observa una
dependencia entre los grupos de nifios y la respuesta al test; es decir, el tipo de respuesta
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positiva 0 negativa esta influenciado por el hecho de que los nifios tengan diagnostico de

alérgicos, intolerantes o bien, se descarte la presencia de enfermedad.

Dentro de los nifios del grupo control del presente estudio, se puede observar que
hay un pequefio nimero de respuestas positivas al test cutdneo (n=7). No obstante, al
revisar los datos se comprobd que Unicamente 3 nifios (6,8%) son los responsables de
estas respuestas positivas al test cutaneo frente a varios de los alergenos utilizados. Estos
3 nifios son los responsables de las 7 respuestas positivas al test para los distintos
alergenos. En cuanto a las pruebas prick con formula adaptada (prick by prick), hay 5

nifios controles (11,36%) que presentan reaccidn cutanea positiva a la misma (Tabla 14).

Por otra parte, y con el fin de determinar la alergenicidad de las distintas fracciones
proteicas, se ha estudiado la fraccion que con mas frecuencia es responsable de
sensibilizacion en cada uno de los grupos de estudio del presente trabajo. Es decir, se ha
comparado la respuesta en cada grupo de nifios frente a los diferentes alergenos de la
prueba. Asi, en los nifios alérgicos, al comparar las respuestas de los distintos alergenos, se
observan diferencias significativas entre todos los alergenos utilizados. La respuesta frente
a la leche de vaca es significativamente mayor que para el resto de sus proteinas
alergénicas excepto para la ALA. Ademas, al comparar los distintos alergenos de la leche
entre si, se observa entre los nifios alérgicos mayor respuesta a la ALA y BLG que para la
CAS. En ningun caso se compara la respuesta a la leche o sus alergenos con la respuesta
cutanea a la formula adaptada ya que, a diferencia de los primeros, en ésta Gltima, se

considera positivo la presencia de reaccion cutanea.

Se ha observado distinta capacidad de respuesta a las pruebas cutaneas en nifios de
menor edad. Por tanto, los tests de deteccion de estos parametros en nifios muy pequefios
no serian una medida Gtil en la valoracidn de estos parametros segun Martin Esteban y col.
(1999). En este sentido, en el presente estudio se han analizado algunos parametros para
los distintos intervalos de edad dentro de cada grupo de nifios.

Asi, se ha comparado la respuesta al test cutaneo en los intervalos de edad
previamente establecidos. Unicamente en nifios alérgicos y en respuesta a ALA, se

observan diferencias para los distintos grupos de edad; siendo el porcentaje de respuestas
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positivas més alto en el grupo de nifios mas mayores (Tabla 15). En la respuesta cutanea a
la férmula infantil (prick by prick) se puede concluir que las diferencias en los meses de

edad no influyen en la respuesta al test cutaneo.

En un estudio reciente de nifios con lesiones cutaneas de tipo alérgico o con
infecciones recurrentes de 5-37 meses (mediana 25 meses) no se han observado diferencias
significativas en la respuesta al test prick en alergenos alimentarios pero si frente a
inhalados, con tan sélo un 5% de respuesta en nifios menores de 12 meses frente al 19,5%
y 25% de nifios de hasta 2 y 3 afios, respectivamente (Malivnowska y col., 2002). Ademas,
cuando comparan los resultados en funcion de la edad, solo establecen 3 intervalos de
edades, en el primero de ellos, hasta los 12 meses, se incluirian todos nuestros nifios del
estudio. Por todo ello, los resultados no se pueden, sin embargo, comparar con los del
estudio que aqui se presenta, donde hay que considerar que, solamente un 10% de los nifios

son menores de 12 meses.

5.3.4.- DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA E TOTAL EN
SUERO

Con relacion a la IgE sérica total existen diferencias significativas entre controles,
alérgicos e intolerantes correspondiendo los valores medios mas altos al grupo de pacientes
alérgicos, seguido de los controles y los valores mas bajos a los intolerantes. Es interesante
resaltar que a pesar de estas diferencias, el grupo de nifios alérgicos no presenta, como
seria de esperar, valores mucho més elevados que los otros 2 grupos. Por ello, y debido a la
alta dispersion de los datos, como puede verse al analizar los valores de los rangos
interquartiles, al comparar los grupos 2 a 2, las diferencias solo son significativas entre
controles y alérgicos (Tabla 16). Al comparar por pares, aplicando pruebas mas sensibles
para comparar los resultados entre alérgicos e intolerantes, si se observan diferencias en los
valores de IgE total entre ambos grupos. Niggemann y col. (2001) tampoco observan
diferencias entre nifios (mediana 13 meses) con sensibilizacion IgE y, nifios aparentemente
no sensibilizados, ambos con provocacion oral positiva. Esta falta de diferencias se debe,
segun los autores, a la alta dispersion de los niveles séricos de IgE (2-11325 kU/I frente a
15-796 kU/).
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Como es de esperar, Unicamente en los nifios con alergia se observa que la IgE
sérica total se correlaciona positivamente con los valores de IgE especifica frente a leche y
a sus principales proteinas alergénicas: CAP Leche (p =0,698; p<0,05), CAP BLG (p
=0,548; p<0,05); CAP caseina (0=0,616; p<0,05).

Al comparar el grupo de pacientes (nifios alérgicos e intolerantes) frente a los
controles también se observan diferencias significativas, siendo los valores de IgE
superiores en los pacientes (Tabla 17).

Al igual que en las pruebas cutaneas, los niveles de IgE sérica total se han
comparado para los distintos intervalos de edad. Asi, y considerando como valores de
referencia los descritos por el laboratorio fabricante que se presentan en la Tabla 18; para
nifios de hasta 12 meses niveles normales serian los inferiores a 30 Ul/ml. En la tabla 19 se
muestra el porcentaje de nifios de cada grupo con valores inferiores o superiores a este
valor dado de referencia. Como se observa en dicha tabla, inicamente en el grupo de nifios
alérgicos se observaron diferencias significativas en funcion de la edad. Los nifios mas
pequefios presentaron con mas frecuencia niveles de IgE inferiores a 30 Ul/ml. Estos
porcentajes fueron aumentando con la edad. Asi, de entre 9-12 meses hasta un 64,7% de
ellos mostraron Ige > 30 Ul/ml frente al 23% de los mas pequefios (0-4 meses) que
presentaron estos valores de IgE total. Por otro lado, es interesante observar niveles
superiores a los normales de referencia dentro del grupo de nifios sanos. Un 10% de los
nifios del grupo control tenian valores de IgE total superiores a los valores de referencia.
Esta falta de correlacion entre los valores en suero de IgE total y la presencia de alergia

alimentaria ha sido ya descrita anteriormente (Gordon y col., 1982).

En este mismo sentido, numerosos autores postulan que la determinacién de IgE
total en suero presenta un valor limitado en el diagnostico de alergias debido al alto
namero de resultados elevados que no se correlacionan con la sintomatologia clinica.
Ademas, los valores normales de IgE total no siempre excluyen la presencia de enfermedad
alérgica (Saarinen y col., 1982; Bock y Sampson, 1994).
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5.3.5.- DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA E ESPECIFICA
EN SUERO

Como ocurre con los resultados de las pruebas prick cutaneas, la determinacién de
IgE especifica constituye un criterio diagndéstico. Por ello, y como es de esperar, hay
diferencias significativas entre alérgicos, intolerantes y controles en relacion a los valores
de IgE especifica frente a la leche de vaca, la ALA, BLG y CAS, tanto en concentracion
(Tabla 20) como en clase (Tabla 21). Ademas, los nifios alérgicos presentan siempre

valores significativamente més elevados que los controles y que los intolerantes.

Parece interesante mostrar el grado de alergenicidad de las distintas fracciones
proteicas de la leche de vaca en relacion a los resultados de IgE especifica. De igual forma
que para las pruebas cutaneas, se realizan previamente tablas de contingencia de 2 factores.
Uno de los factores de la tabla esté constituido, por los resultados (positivo o negativo) de
presencia de anticuerpo IgE especifico frente a cada uno de los antigenos (leche de vaca,
ALA, BLG, caseina). El otro factor y para todas las tablas, es el factor grupo: controles,
alérgicos e intolerantes. En la tabla 22 se presentan Unicamente los porcentajes de
respuesta positiva obtenidos en las tablas de contingencia anteriores y correspondientes a
cada antigeno y para cada grupo. Se observa una dependencia entre el factor grupo de

nifios y la presencia de anticuerpos especificos frente a la IgE.

Asi, algunos estudios constatan una mayor frecuencia de sensibilizacién a BLG
seguido de ALA vy después de CAS (Goldman y col., 1963; Martin Esteban, 1993). Otros
en cambio, encuentran una mayor incidencia de IgE especifica frente a la leche, seguido de
BLG, ALAy por ultimo de CAS (Andres de Llano y col., 1997).

Estas diferencias entre los resultados de los estudios se pueden atribuir a la distinta
purificacion de los alergenos utilizados, criterios diagnosticos, etc. Lo que si es comdn en
los distintos estudios es la sensibilizacién simultanea en un mismo paciente a varias

proteinas vacunas.
Como se puede observar, algunos nifios del grupo control también presentaron
respuesta de anticuerpos IgE frente a la leche de vaca y sus alergenos. En concreto, se

mostraron 16 respuestas positivas en la deteccidén de anticuerpos IgE especifica frente a

158



Discusién

alguno de éstos (Tabla 22). Sin embargo, estas respuestas positivas son debidas Unicamente

a 8 nifios.

Considerando las pruebas tanto in vivo como in vitro para la determinacion de
anticuerpos IgE especificos, se observa que en el grupo control, hay 11 nifios que
mostraron respuesta positiva de anticuerpos IgE frente a algunos de los alergenos
utilizados en las pruebas (prick o CAP). Esta positividad se presenta, bien en el test
cutaneo frente al menos uno de los 4 alergenos utilizados (n=3; 6,81%) o bien, en las
pruebas inmunes de determinacion de anticuerpos IgE especificos (CAP), frente al menos
1 alergeno (n=8; 18%). Solo un nifio del grupo control presentd IgE especifica frente a

todos los alergenos.

En el grupo de nifios alérgicos se correlacionan los resultados de IgE especifica a
los distintos alergenos. Asi, la leche de vaca se correlaciona con las proteinas: ALA
(p=0,633; p<0,05); BLG (p=0,569; p<0,05); caseina (p=0,925; p<0,05) Ademas, es
interesante observar la correlacion positiva en los alérgicos entre las pruebas de
determinacion de IgE in vivo e in vitro. Por ejemplo, prick leche: CAP leche (p=0,358;

p=0,003); CAP ALA (p=0,277; p=0,021); CAP caseina (p=0,410; p=0,001).

Por otra parte, al comparar los niveles de anticuerpos IgE especificos en funcién de
los intervalos de edad establecidos, s6lo los niveles de IgE frente a leche de vaca parecen
estar influenciados por la edad en los nifios alérgicos. Los nifios mas pequefios, de entre 0 y
4 meses presentaron valores mas bajos de este anticuerpo que los nifios mas mayores
(Tabla 23).

5.3.6.- DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA G FRENTE A
LECHE DE VACA (IgG)

En cuanto a los valores de 1gG séricos frente a leche de vaca no se observan
diferencias significativas entre controles, alérgicos e intolerantes (Tabla 24). Del mismo
modo, Host y col. (1992) han encontrado resultados similares en 39 nifios con alergia a la
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leche midiendo los niveles de 1gG en distintos puntos: en el nacimiento, en el diagndstico y

a los 12 meses y, comparando con 33 controles sanos.

En el presente estudio, al considerar a los pacientes como un grupo, si se observan
diferencias en los niveles de 1gG al comparar con los controles, que presentan valores
inferiores (Tabla 25). Por tanto, estos niveles méas elevados en los pacientes se asocian con
el estado de alergia/intolerancia a las proteinas de la leche de vaca. Por el contrario, en
otros estudios son los niveles elevados de anticuerpos 1gG frente aeroalergenos, pero no
frente a alimentos, los que se asocian con un menor desarrollo de atopia en nifios (Jenmalm
y Bjorksten, 2000).

Duchateau y col. (1998) encuentran valores superiores de 1gG frente a BLG en
nifios alérgicos/intolerantes que en controles sanos, en el momento de mayor presencia de
sintomas e independientemente de los valores de IgE especifica. La 1gG frente a BLG se
analiza también en un subgrupo de 14 nifios tras dieta de exclusion de leche y por tanto,
asintomaticos. En este subgrupo de nifios, tras reprovocacion, 8 seguian aun sintomaticos y
los 6 restantes habian desarrollado tolerancia. Es interesante observar la disminucion de los
niveles de IgG que tiene lugar en ambos grupos de nifios: de 837 a 99 AU y de 628 a 71
AU, en alérgicos y en tolerantes, respectivamente. Esto no se muestra en los sujetos sanos
en que los bajos niveles de 1gG son independientes del consumo de leche. Asi, los autores
explican la relacién que tiene lugar en los pacientes entre los niveles de 1gG y la

exposicion al alergeno y por tanto, su poder indicador de una dieta de exclusion eficiente.

Hay que tener en cuenta que Duchateau y col. (1998) establecen el diagnéstico de
alergia en funcion de la historia clinica, de la eficacia de la dieta de exclusion y, mediante
confirmacion con la prueba de provocacion oral positiva a la leche de vaca. Es decir,
verifican que se produce una reaccion adversa tras la ingesta del alimento sospechoso pero
no tienen en cuenta el posible mecanismo inmunolégico como base biol6gica de la
reaccion adversa. Por ello, el grupo de pacientes que estos autores estudian podria
corresponderse con el grupo de nifios alérgicos y de intolerantes del estudio que aqui se

presenta y, siendo por tanto, los resultados de ambos estudios, comparables.
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Sin embargo, al comparar los puntos de toma de muestras, los pacientes del
presente estudio se corresponderian con el subgrupo de pacientes analizados también en un
segundo punto, ya que tiene lugar justo antes de la prueba de provocacion y por tanto, tras
1 mes de exclusion del alergeno. Esto podria explicar la falta de mayores diferencias entre
los controles sanos y los alérgicos/intolerantes. Después del periodo de eliminacién de la
leche de la dieta, los niveles de IgG disminuyen aproximandose mas a los valores de los

ninos sanos.

Ademas, en el estudio llevado a cabo por Duchateau y col. (1998) se da un patron
comun de especificidad de los anticuerpos 1gG anti-BLG en los pacientes alérgicos, no
presente en los asintomaticos sanos o en los que han desarrollado tolerancia. Esta marcada
selectividad esta dirigida, en concreto, hacia epitopos conformacionales vs estructurales.
Los autores analizan esta capacidad en proteina intacta y en productos tras digestion
péptica incompleta. Los resultados muestran que en los alérgicos la mayor parte de sus
anticuerpos IgG se dirigen hacia epitopos de la proteina nativa que son destruidos tras
digestion péptica. Esta selectividad parece ser independiente del titulo de anticuerpos,
relacionado con el nivel de exposicion al alergeno, por lo que estos niveles de anticuerpos
disminuyen rapidamente en pocas semanas tras dietas de exclusion. En este estudio
observan ademas que la mayor parte de los pacientes con sintomas atdpicos no presentaban
niveles detectables de IgE especifica. Los autores concluyen que aunque los niveles de IgG
no se consideran implicados en el desarrollo de la sintomatologia, su relacion directa con la
dieta de eliminacion, explicaria su posible utilizacion como marcador de manipulacion

dietética.

Por otra parte, es interesante resaltar las diferencias encontradas en el estudio que
aqui se presenta, para el grupo de nifios sanos, en cuanto a los niveles de 1gG con relacion
a los intervalos de edad propuestos. Como se puede observar en la Tabla 26 los nifios mas
pequefios presentan valores aumentados, que van disminuyendo con la edad. Otros autores
también hacen referencia a las variaciones en los niveles de IgE frente a la leche y frente al
huevo que tienen lugar con la edad (Eysink y col., 2002). En concreto, en distintos estudios
se observa la disminucion que tiene lugar en los niveles de 1gG frente a la leche a partir de
los 6 meses y frente al huevo a partir de los 3 afios en que se alcanzan los valores maximos

(Jenmalm y Bjorkstén, 1999). Este resultado coincide por tanto, con el presente estudio
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siendo esta disminucion de los niveles de IgG probablemente debida a la falta de

exposicion con el alergeno.

Los valores de IgG y de IgE no se correlacionan en la poblacion del presente
estudio. Tampoco Duchateau y col. (1998) observan esta correlacion . Del mismo modo,
Host y col. (1992) no observan correlacion entre los niveles de IgE total y de IgG en 39
niflos con alergia/intolerancia a las proteinas de la leche, al nacimiento ni en medidas
posteriores, independientemente de que la reaccién sea mediada o no por IgE, es decir,
tanto para alérgicos como para intolerantes. En otros estudios si se comprueba una relacién
entre los valores de IgE y de IgG en suero. Nifios con valores elevados de IgG frente a
distintos alimentos acaban desarrollando respuesta de tipo IgE frente aeroalergenos
(Calkhoven y col., 1991). Berrens y Homedes (1991) observan esta correlacion en
pacientes alérgicos con reaccion de tipo inmediata tanto para aeroalergenos como para

alimentos.

Pocos estudios han analizado la regulacion de la respuesta de anticuerpos IgG por
medio de citoquinas segregadas de forma especifica frente a un antigeno. La relacién entre
inmunidad celular Thl y la produccion de anticuerpos no ha sido demostrada aun en
humanos. Jenmalm y col., 1999 observan que los sintomas atdpicos estan asociados con
niveles elevados de IgG, especialmente de 1gG4, frente al pdlen de abedul y a la BLG. El
objetivo del estudio fue investigar la posible relacion entre los sintomas atopicos, la
produccion de citoquinas en células mononucleares de sangre periférica tras estimulacion
con abedul o con BLG, y los valores en suero de IgE y de subclases de 1gG especificas
frente a estos alergenos. 55 nifios de 8 afios fueron seguidos de forma prospectiva desde el
nacimiento. Se midi6 la produccién in vitro de citoquinas IL-5, IL-6, IL-10 por ELISA 'y
de IL-4 e IL-9 por RT-PCR. La expresion de IL-4 y produccion de IL-6 se correlacionaba
con IgG4 también frente a abedul; mientras que se encontrd una correlacién positiva entre
el IFN-y y la 1IgG1. Sin embargo, no se observa correlacion alguna entre la produccién de
citoguinas tras estimulacién con BLG vy los niveles de 1gG frente a BLG, a excepcion de

una correlacion negativa entre la IL-4 y la 1gGL1.

Seria interesante en nuestro estudio, correlacionar los niveles de 1gG frente a la

leche en el momento del diagndstico en relacion a la distinta evolucion de los pacientes.
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Sin embargo, como ya se indico anteriormente, debido al pequefio tamarfio de la muestra de
niflos que desarrollan tolerancia, no se ha llevado a cabo tratamiento estadistico al
respecto. Asi, en el caso de tener significacion estadistica estos valores de concentracion
podrian ser utilizados como predictivos del mantenimiento de la alergia/intolerancia o
desarrollo de tolerancia. En este sentido, James y col. (1992) tratan de determinar si la
respuesta especifica frente a la leche se correlaciona con el desarrollo de tolerancia en 29
nifios alérgicos de una media de edad al diagnostico de 3 afios. Para ello, analizan las
concentraciones de IgE, 1gG, 1gG1 y 1gG4 en distintos intervalos de tiempo. En los nifios
que desarrollan tolerancia las concentraciones de IgE especifica y el cociente IgE/IgG
frente a ambas proteinas es inferior al diagnostico que en los nifios que mantienen la
alergia y ademas, va disminuyendo significativamente con el tiempo. En otro estudio,
Eysink y col. (2002) observan en 397 nifios de 1 a 4 afios (media 28 meses) y sin riesgo de
desarrollar alergia, que en concreto, los niveles de 1gG frente a trigo y arroz y frente a la
naranja pudieran ser Utiles como tests para detectar de forma precoz nifios de mayor riesgo
de sensibilizacion IgE en un futuro. Sin embargo, estos autores atribuyen a la 1gG para
alimentos en general, un valor predictivo positivo de un 16,5% Yy negativo de un 90,6% no
resultando por tanto, Gtil en la practica clinica para la identificacion a nivel individual de

nifios con riesgo alérgico.

El papel de los anticuerpos IgG en las alergias sigue sin estar del todo claro. Por
ejemplo, no estd establecido si el aumento de IgG especifica observado durante la
inmunoterapia es causante de la falta de sintomas o si Unicamente es consecuencia del
fendmeno de alta exposicion al antigeno al que hacen referencia distintos autores (Boluda
y col., 1997; Keller y col., 1999).

A pesar de no estar clara la implicacion de la 1gG en el desarrollo de la
sintomatologia, estos anticuerpos representan un posible marcador de la respuesta inmune

frente a los principales alergenos alimentarios a los que nos vemos expuestos a lo largo de
toda la vida.

5.4.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS
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5.4.1.- SERIE ERITROCITARIA

Dentro de los parametros hematoldgicos, y en concreto, en relacion con la serie
roja, solo en los valores correspondientes a la hemoglobina corpuscular media (HCM) y al
volumen corpuscular medio (VCM) se observan diferencias entre controles, alérgicos e
intolerantes, siendo estos valores significativamente menores en alérgicos que en
intolerantes y en controles (Tabla 27). Sin embargo, los niveles en alérgicos se encuentran
para todos los grupos dentro de los valores de referencia correspondientes a la edad (Tabla
28).

Al considerar a los alérgicos e intolerantes como un Unico grupo, tampoco se
observan diferencias entre este grupo de pacientes (alérgicos e intolerantes) y los controles
sanos (Tabla 29).

Existen pocas referencias bibliograficas en las que se ven reflejados estudios sobre
los pardmetros hematoldgicos en estos grupos concretos de poblacion infantil con alergia a
la leche de vaca. En uno de ellos se valora el estado nutricional de nifios de una media de
edad de 2 afios con alergia a las proteinas de leche de vaca. La cantidad de formula infantil
y de proteina que tomaban los nifios alérgicos era menor que en los nifios sanos (Tianinen
y col., 1995). En otro estudio se evalta el estado nutricional de 19 nifios mediante un

seguimiento durante la dieta de exclusion (Paganus y col., 1992).

En cuanto a la presencia de anemia en nifios con alergia a la leche, existen casos
especificos como el de un nifio con alergia a las proteinas de leche, alimentado con formula
infantil a base de soja durante un mes. Una incorrecta preparacion de la formula
desencaden6 anemia megaloblastica por deficiencia en folato (Patane y col., 1992). O el
caso de 3 nifios con alergia a las proteinas de la leche con sintomas gastrointestinales que
presentaban anemia debida a una hemorragia intestinal oculta (Ivady y col., 1992).

Henriksen y col. (2000) evaltan la ingesta de nutrientes en nifios (31-37 meses) con

alergia a la leche y/o al huevo, mediante cuestionarios dietéticos; comparandola con nifios

sin dietas restrictivas. Observan una menor ingesta de energia, grasa, proteina y calcio en
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los nifios con dietas de exclusion de leche por lo que advierten de las posibles deficiencias

nutricionales que pueden sufrir estos nifios.

Como se puede observar, los pocos estudios encontrados en relacion al estado
nutricional en nifios con alergias alimentarias, se refieren a nifios mas mayores que los del

presente estudio.

5.4.2.- SERIE TROMBOCITICA

En cuanto al recuento de plaquetas e indices plaquetarios no se observa ninguna
diferencia entre controles, alérgicos e intolerantes (Tabla 30), al igual que cuando se

consideran alérgicos e intolerantes en su conjunto frente a controles (Tabla 31).

En los estudios revisados, solo se presenta un caso de trompocitopenia en
gastroenteropatia alérgica en un nifio de 11 semanas (Simila y col., 1981).

5.4.3.- SERIE LEUCOCITARIA

En la serie leucocitaria no se observan diferencias entre controles, alérgicos e
intolerantes, tanto en porcentaje de células (Tabla 32) como en valores absolutos (Tabla
33).

Al comparar la cantidad de eosinofilos en sangre de forma mas precisa se observa
que los nifios alérgicos presentan niveles superiores tanto en porcentaje como en valor
absoluto, frente a cada uno de los otros dos grupos estudiados (test pares de Mann-
Whitney, p<0,05). Ademas, Unicamente en el grupo de alérgicos se observa una
correlacion entre los eosinofilos y la produccion de IL-5 (p=0,317), que como ya se ha
indicado anteriormente esta implicada en la activacion de estas células con importante

funcién en los procesos alérgicos.

Cuando se considera el grupo de alérgicos y el de intolerantes como un unico grupo

(Tablas 34, 35) y compararlo frente al grupo control, se observa que el numero de
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neutrofilos, linfocitos, monocitos y eosindfilos son superiores siempre en el grupo de

pacientes pero las diferencias no llegan a ser significativas (Tabla 34).

Pocos estudios determinan el perfil y la férmula leucocitaria en enfermedades
atdpicas. En individuos con asma se observa correlacion entre el porcentaje de eosindfilos
en esputo (Chlumsky y Pokorna, 2001) y en lavado broncoalveolar (Just y col., 2002) y la
severidad de los sintomas clinicos. Los autores sugieren que este recuento pudiera ser un
buen marcador del grado de inflamacién de la mucosa en pacientes con asma bronquial.
Ademas, estos resultados ponen en evidencia que la inflamacion por eosinofilos que
presentan los nifios asmaticos esta relacionada con la sensibilizacion alérgica (Just y col.,
2002).

También adolescentes asmaticos con remisién clinica muestran niveles mas
elevados de eosinofilos, mastocitos, macrofagos, linfocitos T, IL-5 frente a controles. Esta
inflamacién subclinica pudiera determinar el riesgo de una recidiva de sintomas asmaticos
mas adelante. El recuento de eosindéfilos en sangre se correlaciona con los niveles de estas

celulas en tejidos (Van den Toorn y col., 2001).

En un estudio reciente por Wallaert y col. (2002) se demuestra que existe
inflamacién subclinica del tracto respiratorio debida a neutréfilos en los pacientes con
alergia alimentaria sin sintomas respiratorios; y que la IL-8 pudiera ser mediador de esta
neutrofilia. Estos parametros se determinan en esputo de los distintos grupos de pacientes:
12 alérgicos sin asma, 8 asmaticos sin alergia y en 8 controles sanos. En los pacientes con
asma se observan niveles significativamente superiores de eosinéfilos; mientras que en los
alérgicos el numero de neutréfilos estaba aumentado frente a los otros 2 grupos. En el
presente estudio ninguno de los nifios estudiado presenta sintomas respiratorios al

diagnostico clinico de alergia/intolerancia a las proteinas de la leche de vaca.

5.5.- PARAMETROS INMUNOLOGICOS
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5.5.1.- RECUENTO Y PORCENTAJE DE SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS

Al tener en cuenta los pardmetros inmunoldgicos, y en concreto las subpoblaciones
linfocitarias, no se observan diferencias significativas comparando controles, alérgicos e
intolerantes entre si, tanto en el porcentaje de células (Tabla 36) como en valores absolutos
(Tabla 37).

Sin embargo, es importante destacar las diferencias en el porcentaje de células
CD8" con receptor TCR de tipo y8 con un nivel de confianza del 90% (Kruskal-Wallis).
Asi, al comparar con mas precision estos valores entre los nifios controles y los alérgicos,
si se observan niveles significativamente inferiores en estos Gltimos. De igual forma pero
con un nivel de confianza del 90%, se observan valores mas bajos de CD8" TCR" en

intolerantes que en controles sanos.

Por otra parte, al comparar el grupo de pacientes (alérgicos e intolerantes) con el
grupo control de nifios sanos, se observan diferencias en cuanto al porcentaje de linfocitos
T CD8" con receptor y3-TCR y en cuanto al nimero de células NK. Como se observa en la
Tabla 38, los valores de CD8" con receptor y3-TCR" estan disminuidos en pacientes frente
a controles. En cambio, el nimero de células NK (CD56%) se encuentra aumentado en

pacientes respecto a controles sanos (Tabla 39).

Numerosos estudios han analizado las subpoblaciones linfocitarias en distintas
enfermedades alérgicas: asma, rinitis alérgica, dermatitis atopica. Sin embargo, pocos
estudios se han centrado en el estudio de las supoblaciones de linfocitos en las alergias

alimentarias.

En este sentido, al comparar con otros estudios, tampoco se encuentran diferencias
en las subpoblaciones linfocitarias entre pacientes asmaticos y controles sanos tanto en
nifilos como en adultos (Gemou-Engesaeth y col., 1994; Corrigan y col., 1993). De igual
forma Laan y col. (1998) en nifios con dermatitis atopica, con o sin alergia al cacahuete y
al comparar con controles sanos, no observan diferencias en las subpoblaciones
linfocitarias: CD4", CD8", CD3", CD19", NK".
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Jarvinen y col. (1998) llevan a cabo un estudio prospectivo de seguimiento desde el
nacimiento en 47 nifios lactantes (0,4 a 10 meses) con padres atopicos. Se analizan las
subpoblaciones de linfocitos en sangre (citometria de flujo) para determinar en estos nifios
con sospecha de alergia, posibles marcadores del desarrollo de alergia. Del total de nifios,
23 siguen sanos y 24 desarrollan posteriormente alergia a las proteinas de la leche. Se
observa que los nifios con alergia presentan un porcentaje significativamente mayor de
linfocitos CD19" y menor de linfocitos CD8" que los nifios sanos. Esto indica que los nifios
con alergia presentan alteracion en la regulacion de las células B. Los autores sugieren
estos parametros como posibles marcadores de la alergia alimentaria por ser detectados ya

en sangre durante los primeros sintomas alérgicos.

En el presente estudio, aunque no se encuentran diferencias significativas, hay una
tendencia a que los porcentajes de CD8" sean inferiores, y los de CD19" superiores en

pacientes que en controles.

Beyer y col. (1998) llevaron a cabo otro estudio en 17 nifios con dermatitis atopica
y sensibilizacion a alimentos (huevo o leche) y en 9 nifios también con dermatitis atopica
pero sin sensibilizacion alimentaria, con objeto de conocer si las diferencias en los niveles
de leucocitos y de subpoblaciones linfocitarias antes y después de la provocacion oral
pudieran determinar el resultado de las pruebas de provocacion oral. Los autores
observaron una disminucion en el nimero de leucocitos y de las subpoblaciones de
linfocitos CD3"y CD19", junto con un aumento del cociente CD4/CD8 en los nifios con
sensibilizacion alimentaria independientemente del resultado de la provocacion oral. Estos
cambios reflejan por tanto, alteraciones en el sistema inmune en respuesta a alergenos, y
parecen estar relacionados con la sensibilizacion alérgica pero no con el resultado de la

provocacion oral.

Otros grupos de investigacion han estudiado la importancia clinica de las
alteraciones del sistema inmune en individuos con dermatitis atépica, observando tanto en
sangre periférica (Adamek-Guzik y col., 2001) como a nivel cutaneo (Lugovic y col.,

2001) un aumento de los linfocitos CD4", una disminucion de CD8" y por tanto, el
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cociente CD4/CD8 superior en atopicos que en controles sanos, ademas de que Unicamente

la IgE sérica total se correlaciona con la sintomatologia.

En relacidn a las células NK, los resultados que se presentan en este estudio con
niveles mas altos en pacientes con alergia/intolerancia frente a controles, se han observado
también en adultos con asma alérgico grave frente a otros asmaticos leves y frente a
controles sanos (Krejsek y col., 1998). El posible papel de estos niveles aumentados de
celulas NK no es conocido. En estudios recientes se ha descrito la existencia de dos
subpoblaciones de células NK: NK1 y NK2, en funcion del patrén de citoquinas, tipo 1 o
tipo 2 que producen. Proponiendo ademas, a la subpoblacion de células NK que segregan
IL-13 y no IFN-y, un posible papel en distintas patologias incluidas la alergia (Deniz y col,
2002; Lozay col., 2002; Moretta y col., 2002).

En cuanto a los linfocitos CD8" y8-TCR", los resultados del presente estudio
coinciden con los presentados por otros autores en nifios con dermatitis atopica (Schauer y
col., 1991) o en adultos con asma alérgico (Krejsek y col., 1998; Chen y col., 1996) y
fiebre del heno (Chen y col., 1996). En este tltimo estudio, los valores disminuidos de yo-
TCR", no se correlacionan con los valores de IgE sérica total ni con el recuento de

eosinofilos, ambos elevados.

Sin embargo, en otros estudios, no se observan diferencias en los porcentajes,
fenotipo ni estados de activacion de linfocitos en sangre periférica. Asi, en 15 adultos con
rinitis alérgica perenne (alergia al polvo) y 14 pacientes con rinitis infecciosa, no se
observan diferencias a nivel nasal en cuanto a CD3" y CD8". Sin embargo, los niveles de
CD4" y de y5-TCR" se encuentran aumentados en los pacientes con rinitis alérgica
independientemente de los valores en sangre periférica y, el nimero de células NK
aumentadas en la rinitis infecciosa. Estos resultados indicarian que las células y5-TCR" de

la mucosa difieren de las de sangre periférica (Pawankar y col., 1995).

Kokkonen y col. (2000) han estudiado en 32 nifios alérgicos (20 sin tratamiento y
12 celiacos) y en 12 controles, la expresion de las células T a nivel intraepitelial. Los nifios
con alergia no sometidos a dieta de exclusion presentaron los mismos porcentajes de CD3"

pero valores significativamente superiores de células y5-TCR™ que los alérgicos con dieta
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de exclusion y que los controles. Seria interesante conocer también en estos estudios, la

relacion de estas células T con receptor yd, en sangre periférica.

Hayday y col. (2000) han estudiado el papel potencial de las células T con receptor
vd en la respuesta inmune. Su contribucién en las mucosas parece ser importante debido a
su elevada localizacion a este nivel. Ademas, han analizado su papel en infecciones en
edades tempranas cuando estas células son méas abundantes; comprobandose una menor
respuesta de células a3-TCR en relacion a las yd. Esta capacidad protectora de las células
vd en las primeras etapas de la vida pudiera compensar el desequilibrio Th1-Th2
acelerando el proceso hacia Thl, con la consiguiente implicacion de los niveles
disminuidos, en la susceptibilidad a desarrollar respuesta alérgica Th2. Considerando por
ello, el posible efecto protector frente a la sensibilizacion alérgica de estas células T con
receptor yo (Libero, 2000), en el presente estudio los niveles significativamente mas bajos
en los pacientes con alergia/intolerancia a la leche de vaca frente a controles, podrian
explicar la falta de tolerancia inmunoldgica que tiene lugar en ellos. Seria ademés
interesante en el seguimiento de estos pacientes, estudiar la evolucion de los mismos y su

posible relacion con los niveles de células y3-TCR en el momento del diagndstico.

Se sabe que muchas subpoblaciones de linfocitos estan involucradas en la
patogénesis de las distintas enfermedades alérgicas. Por ello ha sido interesante analizar
éstas, en sangre periférica de nifios con alergia alimentaria. Sin embargo, existen pocas
referencias en la bibliografia en relacion a los distintos cocientes linfocitarios en

enfermedades alérgicas, y en concreto en las alergias alimentarias.

En el presente estudio, en relacion a los cocientes CD4/CD8, CD3/CD19 y
CD2/CD19, no se observan diferencias entre controles, alérgicos e intolerantes (Tabla 36).
Se ha sugerido que alteraciones en el cociente entre linfocitos T helper y T supresores,
pudieran jugar un importante papel en la etiopatogénesis de la alergia a las proteinas de
leche (Jarvinen y col., 1998). En nuestro estudio, tanto alérgicos como intolerantes
presentaron valores superiores del cociente CD4/CD8, debido a los valores més altos de
CD4" que presentaron ambos grupos de pacientes. Sin embargo, en los cocientes
CD3/CD19 y CD2/CD19, los controles mostraron niveles superiores que los grupos de

pacientes, aunque las diferencias no llegan a ser en ningun caso significativas.

170



Discusién

En un estudio en 32 individuos con asma estable (14 atopicos y 18 no atdpicos) no
se observan diferencias en los porcentajes de CD4", CD8" ni en el cociente CD4/CD8 con
10 controles sanos que no presentaban asma ni atopia. Sin embargo, se da una correlacion
inversa entre el cociente CD4/CD8 y la hiperreactividad bronquial (Harmanci y col.,
1998).

5.5.2.- SECRECION DE CITOQUINAS

5.5.2.1.- SECRECION DE CITOQUINAS “IN VIVO”

En relacién a la produccién de citoquinas in vivo en el grafico 2 puede observarse la
dispersion de los resultados. Unicamente en la secrecidn de IL-5 se observan diferencias
entre controles, alérgicos e intolerantes (Tabla 40). En la Tabla 40A vienen reflejados para
cada grupo, los valores de la mediana y del rango interquartil. Asi, en esta tabla se puede
observar que los niveles mas elevados corresponden a los alérgicos, seguido de controles y
por ultimo de los intolerantes; siendo las diferencias significativas Unicamente entre
alérgicos e intolerantes. También se han observados niveles mas altos de IL-5 en pacientes
que en controles procedentes de otros estudios en nifios con asma o con dermatitis atdpica
(Koning y col., 1997) y en nifios con alergia a las proteinas de leche (Matsumoto y col.,
1999). Tras 2 meses de exclusién de la leche de vaca en los nifios alérgicos y coincidiendo
con la remision de los sintomas, los altos niveles de IL-5 disminuyen (Matsumoto y col.,
1999). Se han encontrado similares resultados en 63 nifios (edad media 10,6 afios) con
alergia alimentaria y sintomas principalmente gastrointestinales (Maciorkowska y col.,
2000). En este Gltimo la determinacion de citoquinas se llevé a cabo a nivel de la mucosa
gastrica. Lorentz y col. (1999) también en la mucosa intestinal sefialan que en pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal se produce un mayor numero de células productoras
de IL-5 (eosindfilos y mastocitos) al comparar con controles sanos. En otro estudio,
Vandezande y col. (1999) encuentran a nivel de la lamina propia que los pacientes con
alergia alimentaria seguidos de los atdpicos presentan los valores mas altos de linfocitos,
mastocitos y eosinofilos, mientras que en controles sanos estos valores son indetectables.

Ademas, sélo se detecta la citoquina IL-5 en el grupo de pacientes alérgicos.
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GRAFICO 2.

SECRECION DE CITOQUINAS EN CONTROLES, ALERGICOS E INTOLERANTES.
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Al igual que en el estudio que aqui se presenta, Sutas y col. (2000) tampoco
observan diferencias significativas en la secrecion de citoquinas en nifios de entre 5y 46
meses de edad (media de 15 meses), con dermatitis atopica y con alergia alimentaria
(n=26) o sin ella (n=10), en los que la concentracion sérica de IFN-y fue muy baja y de IL-
4 indetectable para casi todos los pacientes. Sin embargo, tampoco observan niveles
detectables de IL-5.

Este grupo estudia ademas, el efecto de la provocacién oral con el alergeno
sospechoso sobre los niveles de citoquinas circulantes. Para ello determinan estos niveles
tras la provocacion con el alérgeno. Dicho alérgeno estimula la produccién de IL-10
unicamente en los nifios con provocacion oral positiva, observandose un aumento de esta
citoquina después de las pruebas. Por otra parte, los nifios con reaccion de tipo retardado
tras la provocacion oral presentan menos IL-10 en suero que los que reaccionan de forma

inmediata.

En el estudio que aqui se presenta no se observan diferencias en la secrecién de IL-
10 en relacién al tiempo de reaccion tras la prueba de provocacion oral. Es decir, los
niveles de IL-10 son similares en los nifios independientemente de que reaccionen de

forma inmediata o retardada a las pruebas de provocacion.

La poblacion del estudio es, no obstante, de distintas caracteristicas a las que en el
presente estudio se observan, por tratarse de nifios, todos ellos, con dermatitis atdpica.
Ademas, una alta proporcion de nifios alérgicos presentan tras las pruebas de provocacién
oral, reaccion de tipo retardada; mientras que en el estudio que se presenta aqui la mayor

parte de los nifios alérgicos reaccionan de forma inmediata a la provocacion oral.

En el presente estudio, los alérgicos muestran valores méas altos para todas las
citoquinas que los intolerantes, excepto para la IL-10 y el TNF-a. que son superiores en los
intolerantes. Sin embargo, y con excepcion para la IL-5, las diferencias no son

significativas en ningun caso.

Hauer y col. (1997) estudian la frecuencia de células que segregan de forma

espontanea distintas interleuquinas en sangre y mucosa intestinal en nifios con alergia o
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con enteropatia a las proteinas de la leche de vaca y en controles sanos. En sangre, se
observan niveles mas elevados de IFN-y, IL-4, IL-5 y IL-10 en ambos grupos de pacientes
al comparar con controles. Los resultados muestran por tanto, en general aumento de
citoguinas tanto Thl como Th2. En la ldmina propia también observan un aumento de
células productoras de IFN-y y de IL-4 en los nifios con enteropatia al comparar con
controles; siendo el nimero de células productoras de IFN-y 10 veces superior que las
células que secretan IL-4, por lo que se observa un predominio de respuesta Thl tanto en

pacientes con enteropatia como en controles.

Al considerar los pacientes (alérgicos e intolerantes) como un unico grupo y
comparar la secrecion de citoquinas con el grupo control de nifios sanos, no se observan

diferencias para ninguna de ellas (Tabla 41).

Ya se ha mencionado anteriormente la importancia de la IL-5 en la produccion y
activacion de los eosinofilos. Se ha observado la presencia de estos granulocitos en los
infiltrados inflamatorios de la fase tardia de las reacciones inmediatas, aunque no se sabe
bien si son reclutados de forma selectiva en las reacciones inflamatorias o si su presencia
es simplemente reflejo de su incremento en sangre. Los niveles aumentados de eosinéfilos
en sangre de individuos atopicos podrian sugerir que su produccion esta regulada por las

mismas células T que regulan la sintesis de IgE (Sanchez-Pérez, 1998).

La elevada respuesta de IgE junto con la eosinofilia que se observa en pacientes con
dermatitis atopica pudiera reflejar un exceso en la respuesta tipo Th2 junto con una
disminucion en la produccion de IFN-y. Yoshizawa y col. (2002) estudian los niveles de
IL-18, IL-10, IL-2 e IFN-y en suero para evaluar su posible relacion con la severidad de los
sintomas la enfermedad. S6lo observan niveles mas elevados de IL-18 en los pacientes
atopicos frente a controles sanos y una correlacion inversa entre IL-2 y la IgE sérica. Esta
correlacion inversa podria sugerir que la produccion de IgE es inhibida por la IL-2 en los
pacientes con dermatitis atdpica. En el presente estudio no se observa correlacion alguna

entre estos parémetros.

En el estudio que aqui se presenta y a diferencia de la mayor parte de estudios, la
extraccion de sangre tiene lugar antes de las pruebas de provocacién oral con el alergeno
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sospechoso. Por ello, hay que considerar que para llevar a cabo estas pruebas de
provocacion es necesario un tiempo previo de eliminacion del alimento sospechoso
causante de la reaccion adversa. En el estudio que aqui se presenta este periodo de
exclusion de la leche de vaca de la dieta, es de entre 3 a 4 semanas. Este hecho podria
quizas justificar el distinto patron de alguna de las citoquinas discutidas al comparar con
otros estudios llevados a cabo en que la determinacion de citoquinas en suero se determina

tras provocacion oral con el alergeno sospechoso.

5.2.2.2.- SECRECION DE CITOQUINAS “IN VITRO”

Como se explico en el apartado “Sujetos y Métodos” la secrecidn de citoguinas “in
vitro” fue determinada en sobrenadante de cultivos. Esta produccién de citoquinas por
parte de las células mononucleares de sangre periférica tiene lugar tras estimulacién de los
linfocitos con mitégeno (PHA), con alergenos (BLG o CAS) o, sin estimulacién, en medio
de cultivo. Los resultados relativos a la produccion de citoquinas se encuentran

representados en las Tablas 42 - 57.

Es de destacar la variabilidad intragrupal que procede de pocos casos muy
extremos, como se puede observar en las grandes desviaciones estandar que presentaron
todas y cada una de la citoquinas estudiadas. Los resultados de algunas de ellas se pueden
observar en el Gréafico 3. Por ello, ademas de presentar los valores medios se optod por
presentar el valor de la mediana y el rango interquartil (Tablas 42A - 57A).

Al comparar la produccion de las distintas citoquinas entre los 3 grupos estudiados,
no se observaron diferencias significativas en cuanto a las siguientes citoquinas: IFN-y, IL-
4, 1L-10, IL-1, IL-6 y TNF-a, para ninguna de las condiciones de cultivo utilizadas.
Solamente, en la produccion de IL-5 e IL-2, tras estimulacién con PHA y con CAS,
respectivamente se observaron diferencias entre los controles, alérgicos e intolerantes. En
concreto, la produccion de IL-2 tras estimulacion con CAS fue superior en los intolerantes
que en controles o en alérgicos (Tabla 44). En cuanto a la IL-5, el grupo de alérgicos

presento valores superiores que los otros 2 (Tabla 48).
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Se han obtenido resultados similares en 59 nifios de entre 6 meses y 5 afios con
alergia al huevo (Ng y col., 2002). Los autores analizan la produccién de IL-4 e IFN-y por
clones de linfocitos CD4" 0 CD8" especificos frente a la caseina, observando capacidad de
respuesta tanto Thl como Th2. Este grupo de nifios seria comparable con el grupo de nifios
alérgicos que aqui se presenta (la mayoria con reaccion inmediata, sintomas cutaneos y
valores de IgE especifica positivos). El resultado es semejante en el tipo de respuesta
Th1/Th2 que observan estos autores para los nifios alérgicos. Sin embargo, estos autores no
analizan la produccion de citoquinas en el grupo de 15 nifios que consideran controles: con
DA pero sin reaccion ante la provocacion oral y niveles negativos de IgE especifica frente
a la leche. En ese sentido, no se puede comparar con el presente estudio en el que no se

observan diferencias con los nifios del grupo control.

Al comparar el grupo de nifios alérgicos con el de intolerantes, se observaron
diferencias significativas en la produccion de IL-10 inducida por BLG (Tabla 50), y de IL-
4 (Tabla 46), IL-5 (Tabla 48), IFN-y (Tabla 42) tras estimulacion con PHA, presentando

para todos los casos los nifios alérgicos, valores superiores a los intolerantes.

Cuando se comparan para cada grupo de nifios estudiados, las diferencias en la
produccion de citoquinas en funcién de las condiciones de cultivo, se encontraron siempre
diferencias significativas entre los distintos medios de cultivo utilizados: sin estimulacion,
con PHA o con alergenos (CAS o BLG). Asi por ejemplo, la produccién de IL-4 (Tabla
46) y la de IL-6 (Tabla 56) siguen el mismo patrén en todos los grupos estudiados: sélo se
observaron valores superiores tras estimulacion con PHA. En cuanto a la produccién de IL-
5, en todos los grupos fue superior con PHA, pero ademas, en ambos grupos de pacientes
se encontraron niveles superiores tras estimulacion con CAS que en el medio de cultivo sin
estimular (Tabla 48).
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GRAFICO 3. DETERMINACION DE CITOQUINAS EN SOBRENADANTE

DE CULTIVO.
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Por otra parte, al considerar a los pacientes como un solo grupo, éstos presentaron
valores de IL-2 superiores a los controles, pero las diferencias solo fueron significativas en
la estimulacion con CAS (Tabla 45). De igual forma ocurre con la IL-5, encontrandose
valores mas altos en pacientes que en controles pero con diferencias significativas
solamente tras estimulacion con CAS (Tabla 49). Es decir, la capacidad de produccion de
IL-2 e IL-5 tras estimulacion con la CAS fue superior en los pacientes que en controles.
Por lo tanto, se observa segun este resultado un patrén de citoquinas tanto Thl como Th2

en los pacientes.

Reekers y col. (1996) analizan el papel de los linfocitos T especificos frente a
alergenos alimentarios en 11 nifios alérgicos con DA y niveles de IgE especifica frente a la
leche positivos. 7 de estos nifios, ademas del empeoramiento del eczema que presentan tras
las pruebas de provocacion oral con leche que tiene lugar en todos los nifios, reaccionan de

forma inmediata tras esta prueba.

En otro estudio, Werfel y col. (1996) caracterizan clones de células T especificas
frente a la caseina en adultos con DA y alérgicos a la leche. Observan una produccion muy
baja o indetectable de IL-4.

En el presente estudio, la produccién de IL-10 tras estimulacion policlonal (PHA)
es superior en alérgicos; pero tras estimulacion alergénica o sin estimular los valores
mayores corresponden a los controles sanos; presentando los intolerantes los niveles mas
bajos. Debido a la alta dispersidn de datos no puede probarse si las diferencias entre los 3
grupos son significativas. Sin embargo, al comparar de forma mas precisa la concentracion
de IL-10 tras estimulacion con BLG se observaron diferencias significativas entre alérgicos
e intolerantes. Como consecuencia del efecto inhibidor de la IL-10, esta capacidad
disminuida seria la responsable de la falta de desarrollo de tolerancia oral en estos nifios.

Resultados similares han sido obtenidos por Siitas y col. (2000).
En algunos estudios no se detectan niveles de IL-4 o de otras citoquinas en

sobrenadante de cultivo tras estimulacion de linfocitos con el alergeno alimentario

mediante la técnica de ELISA. Por ejemplo, Laan y col. (1998) determinan también la
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expresion del mMRNA para estas citoquinas en nifios con DA y alérgicos o no, al cacahuete.
En los nifios alérgicos observan una correlacion positiva entre la respuesta proliferativa y

la expresion de IL-4 mRNA tras estimulacidn con extracto de cacahuete.

Como se observa en el Cuadro 5, los resultados de los distintos estudios son a veces
contradictorios. Algunos estudios muestran respuesta Th2 en los pacientes alérgicos
mientras que en otros existe incapacidad para secretar IFN-y, o no se observan diferencias

en la produccion de 1L-4.

En el estudio que aqui se presenta la respuesta de IL-5 es la que refleja mas
claramente el estado alérgico. En otros estudios, se detecta una incapacidad en la
produccion de citoquinas Thl presentdndose un exceso de respuesta Th2. En el presente
estudio, no se observa una incapacidad para producir IFN-y (Thl) sino més bien, una
dualidad de respuesta Thly Th2.
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CUADRO 5. RESUMEN DE ESTUDIOS SOBRE LA PRODUCCION DE
CITOQUINAS POR LINFOCITOS ESTIMULADOS CON EL ALERGENO
ALIMENTARIO.

N° Pacientes (N) Tipo de Alergia .

N° Controles (C) Estimulacién (cultivo) Resultados Referencia
Nifios : .

N=11, DA+Alergia Leche de vaca o huevo AIIEEI:JrDA' Reekers v col. 1996
C=15, DA Caseina y cot.

IFN-y 4

Adultos

N=22, DA+Alergia Leche de vaca Alergia+DA: IFN-y%

N=66, DA solo Caseina Wertel y col. 1897
C

Nifios (media 3,2m) . )

N=31, Alergia Leche de vaca Alergia: : !I'FNNFY Osterlund y col.
Cc=12 Concavalina A o 1999

IL-4 indetectable

Nifios (8m-3a)

N=25: 5 urticaria (r. inmediata) Huevo DA: > IFN- querr.
19 DA (r. retardada) OVA inmediata y controles  Shinbara y col. 1996
7(r.inmediata+retardada) IL-4: diferencias NS

C=10

Nifios Huevo Alergia: < IFN-y

N=9, Alergia+DA (3,1+2,9) OVA IL-4: diferencias NS Nomay col. 1996

C=5 (3,6£2,1)

Adultos

N=9, Alergia (6-53a) Cacahuete Alergia: < IFN-y .

C=12: 6 Asma (25-44a) Ara h2 IL-4: diferencias N ~ D°riony col 1994
6 Sanos (30-46a)

Adultos .-

N=5, Alergia (26a) (Ezif;rgtjgtge cacahuete Alergla.<>l::Lfo Higgins y col. 1995

C=4 (30a) Y

Adultos .

N=7, Alergia (27+6,7a) gif;@‘t‘gtge cacahuete A'erg'a'<>|'F",\'lf1 De Jong y col. 1996

C=10 (31+10a) Y

Nifios (46-51m)

N=13, DA+alergia Cacahuete Alergia: > IL-4

N=8, DA
C=8

Extracto de cacahuete

IFN-y: diferencias NS Laany col. 1998

DA = dermatitis atopica; NS = no significativas
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5.5.3.- PROLIFERACION DE LINFOCITOS ESTIMULADOS

Como se explicaba en la seccion de Sujetos y Métodos, las células mononucleares
de sangre periférica se cultivan sin estimulacién o, con estimulacion por mitégeno (PHA) o
con alergenos alimentarios (BLG o CAS). Los resultados vienen expresados en cuentas por
minuto (cpm) y en indice de estimulacion (SI, stimulation index), que corresponde al
cociente entre la respuesta proliferativa (cpm) tras estimulacion y sin estimulacion, en

medio de cultivo.

En ninguna de estas condiciones de cultivo se observan diferencias significativas en
la proliferacion de linfocitos entre controles, alérgicos e intolerantes (Tablas 58, 59). En
relacion a la estimulacion con los alergenos alimentarios, los nifios alérgicos presentan
mayor proliferacion pero las diferencias no son significativas. Estos resultados se han
observado en otros estudios con caracteristicas similares en cuanto la poblacion estudiada.
Asi, Hoffman y col. (1997) comparan la respuesta proliferativa de células T frente a la
leche de vaca, soja, antigeno del tétanos o sin estimulacién, en 27 nifios alérgicos, 9 con
enterocolitis inducida por leche de vaca y 21 controles sanos. Debido también a la gran
dispersion de los datos no observan diferencias entre grupos, presentando también el grupo

de controles sanos, reactividad a la leche.

Sin embargo, en otros estudios si se observan diferencias entre los distintos grupos
de pacientes, y al comparar con controles sanos. Por ejemplo, Reekers y col. (1996)
muestran cOmo en nifios con dermatitis atdpica, los que reaccionan a la leche de vaca
presentan un Sl (con CAS) maés alto que los nifios con provocacion oral a la leche de vaca

negativa.

De igual forma, en adultos con dermatitis atopica Werfel y col. (1997) demuestran
la existencia de una mayor respuesta proliferativa con leche en los individuos con
agravacion de la DA tras la provocacion con leche que en los individuos en los que la
dermatitis no empeora tras provocacion y que en controles sanos. Sin embargo, no

observan diferencias en el Sl tras estimulacién con PHA y sin estimular. Ademas, los
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valores de IgE especifica no se correlacionan con la proliferacion linfocitaria tras

estimulacion con los antigenos correspondientes.

En otro estudio, Suomalainen y col. (1994) miden la proliferacion de linfocitos
estimulados con leche o sin estimulacion (con medio de cultivo), en 44 nifios (15,7 meses)
antes de la provocacion oral con leche. Los nifios con sintomas gastrointestinales (39%)
presentan mayor Sl que los nifios con sintomas cutaneos (20%) tras la provocacion oral y
gue los que no responden a la misma (controles). Ademas, en los nifios alérgicos la

proliferacion esponténea, en medio de cultivo sin estimular, es mayor que en los controles.

Ademas, hay que destacar que para cada grupo de estudio, los valores mas altos
corresponden a la estimulacion con PHA seguido de la estimulacion con el alergeno
alimentario (Tabla 58).

Por otra parte, y como se puede observar en las tablas 58 y 58A, para cada grupo de
nifos de estudio, se presentan diferencias en la respuesta proliferativa de linfocitos en
funcion del medio de cultivo, tanto en los grupos de pacientes como en controles. En todos
los casos la proliferacion de linfocitos es significativamente superior en la estimulacion
con PHA que con las proteinas alergénicas (CAS o BLG) o que con medio de cultivo, sin
estimulacion. Ademas, en los nifios alérgicos la respuesta proliferativa a alergenos
alimentarios es mayor que sin estimulacion con excepcion de entre sin estimular y tras
estimulacion con BLG, que aunque es superior, las diferencias no llegan a ser

significativas.

Al comparar el grupo de pacientes frente a controles, en general todos los valores
son mas altos en el grupo de pacientes (alérgicos e intolerantes) que en controles, menos en
condiciones de cultivo sin estimulacion. Sin embargo, debido a la alta dispersion de los
datos, las diferencias en la respuesta proliferativa entre pacientes y controles no llegan a
ser significativas (Tablas 60, 61).

Como se puede observar en el Cuadro 6, en el que se exponen los resultados de
diversos estudios y para grupos de poblacién distintos en cuanto a edad y tipo de alergia

alimentaria, los resultados son a veces contradictorios.
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En el estudio que presentamos, la respuesta proliferativa de linfocitos presenta un
rango de valores muy disperso con solapamiento entre los distintos grupos. Esta alta
dispersion es también observada en otros estudios. Por ejemplo, tras estimulacion con PHA
0 con alergeno alimentario y para unos valores de medias de 4304 y 2310 cpm, se
presentan rangos de valores de entre 274-298700 y 20-292338, respectivamente
(Hourihane y col., 1998).

Ademas, en el estudio que presentamos, algunos nifios del grupo control muestran
una alta respuesta proliferativa, mientras que en otros nifios alérgicos, la respuesta

proliferativa es baja.

Esto se observa también en otros estudios revisados. Asi, en 114 nifios con
problemas gastrointestinales: 42 con sospecha de intolerancia a las proteinas de la leche
(solo se confirma en 34), 42 con diarrea por distintas causas, 12 con intolerancia al gluten y
18 controles, Baudon y col. (1987) llevan a cabo el test de proliferacion de linfocitos
estimulando con CAS y BLG. De los 34 nifios en que se confirma intolerancia a la leche de
vaca, un 79% presentan respuesta proliferativa. En el resto de nifios con sospecha de
intolerancia pero con provocacion oral negativa (n=8), un 62% presenta respuesta en la
proliferacion de linfocitos. En los otros grupos estudiados, nifios con diarrea o con
intolerancia al glaten, entre un 12-27% no presentan respuesta proliferativa. Sin embargo,
el grupo control no presenta nada de respuesta. Es decir, en un porcentaje de nifios sanos,
sin reaccion adversa a la leche de vaca y en otros, con distintos problemas
gastrointestinales, se observa in vitro respuesta proliferativa de los linfocitos. Por ello, y a
pesar de las diferencias con controles sanos, los autores concluyen gue estos tests no tienen

la suficiente especificidad para ser fiables para el diagndstico.

En el estudio realizado por Higgins y col. (1995) se observa que las células T de
adultos, tanto procedentes de alérgicos a frutos secos con historial de anafilaxis como de
controles no atopicos, proliferan frente a distintos extractos de frutos secos en un rango
entre 6100 y 83300 cpm. La respuesta en los pacientes atdpicos es mayor para el cacahuete
y la avellana que en los controles, pero las diferencias no llegan a ser significativas. La

proliferacion de linfocitos sin estimular se encuentran en un rango entre 500 y 13100 cpm.
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Ademas, la respuesta proliferativa de las celulas T de individuos atopicos no se
correlaciona con los niveles de IgE especifica en suero. Esta falta de correlacion entre la
proliferacion linfocitaria frente al antigeno y los valores de IgE se muestran también en el
estudio presentado por Hourihane y col. (1998) en pacientes con alergia al cacahuete en
comparacién con controles sanos. Tampoco se asocia esta respuesta linfocitaria con la

severidad de los sintomas, la respuesta al test cutaneo o los valores de IgE especifica.

En la alergia al cacahuete, se ha sugerido como causa de la mayor respuesta
proliferativa de linfocitos sin estimular o tras estimulacion con PHA, la frecuente e
inevitable exposicion al cacahuete (Sampson y Ho, 1995; Hourihane y col., 1997). Estas
dosis frecuentes de exposicion de forma intermitente activan a las células T sensibilizadas,
lo contrario que ocurre con la exposicion a bajas dosis de alergeno que disminuyen la

reaccion alérgica en la alergia a aeroalergenos (Hourihane y col., 1998).

Como se puede observar en la cuadro Il de los resultados de estudios revisados, las
edades de los grupos estudiados es variable, incluso dentro de una misma poblacion de
estudio se incluyen nifios y adultos con rangos de edades amplios, tanto para nifios (1-14
afios) como en adultos (15-37 afos) (Hourihane y col., 1998). Asi mismo, en relacion a los

criterios de inclusién en el grupo de poblacion estudiada se observan también diferencias.

Estos resultados parecen indicar que el test de proliferacion de linfocitos no tiene
caracter diagndstico ni predictivo de reactividad clinica en pacientes con alergia a las

proteinas de la leche.

186



Discusién

CUADRO 6. RESUMEN DE ESTUDIOS SOBRE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS.

N° Pacientes (N)
N° Controles (C)

Tipo de Alergia
Estimulacién (cultivo)

Respuesta
proliferativa

Referencia

N=42, Sospecha intolerancia
N=42, Diarrea

N=12, Intolerancia al gluten
C=18; Nifios

De los 42 con sospecha: 8
provocacion negativa
Caseina, BLG, ALA

Mayor en pacientes
que en controles; pero
también en 5/8 con
sospecha de
intolerancia: test +

Baudon y col. 1987

N=26;Alergia+intoleranci
aC=25

Leche de vaca
Caseina, BLG

Mayor en
alergia/intolerancia

Albani y col. 1989

N=10, Alergia
C=15
Nifios

Leche de vaca
Leche de vaca (alergeno
para estimulacion cultivo)

No diferencias con
controles. Ni tras 3
meses con dieta de
exclusion.

Eigenmanny col.
1995

N=11, DA+alergia

Leche de vaca o huevo

Mayor en DA +

C=15, DA solo ; . . . Reekers y col. 1996
- Caseina alergia que sin alergia

Ninos

N=22, DA+alergia Leche de vaca Mayor en DA +

N=66, DA solo . alergia que sin alergia ~ Werfel y col. 1997
: Caseina

C; Adultos o controles

N=27, Alergia: leche
N=9, Enterocolitis: por
leche

Leche de vaca
Leche, PHA, sin estimular

- Mayor en alérgicos
- Diferencias NS entre
pacientes

Hoffman y col. 1997

C=21; Nifios
N=9, Alergia;
C=12; Adultos )Cﬁ;:a;}hzuete Diferencias NS Dorion y col 1994
N=5, Alergia Cacahuete . . -
C=4; Adultos Extracto de cacahuete Diferencias NS Higgins y col. 1995
N=7, Alergia Cacahuete _
C=10; AdSItos Extracto de cacahuete Mayor en alergicos De Jong y col. 1996
N=44, Alergia Cacahuete

Nifos (30), Adultos (14) Extracto de cacahuete Mayor en alérgicos Hourihane y col. 1998
C=13; Adultos
N=13, DA+alergia Cacahuete Mayor en DA +
N=8, DA solo Extracto de cacahuete alergia que sin alergia Laan y col. 1998
C=8; Nifios 0 controles

DA+alergia (n=27)
n=11, r. inmediata
n=16, r. retardada

Nifios

Huevo
OvalbUmina

Mayor en pacientes
con r. retardada

Fukutomi y col. 1994

DA = dermatitis atépica; NS = no significativas
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6.- CONCLUSIONES

Con el fin de contribuir a un mejor conocimiento del mecanismo biolégico de la
alergia y de la intolerancia a las proteinas de la leche de vaca, se evalu6 un grupo de 139
nifos que fueron remitidos por su pediatra al Hospital bajo sospecha de alergia a las
proteinas de la leche. El estudio se llevo a cabo durante un periodo de 20 meses (Junio
2000 - Febrero 2002).

Se determinaron en todos los nifios los pardmetros antropométricos y
hematoldgicos, asi como los inmunolégicos para evaluar la presencia de IgE y de un
posible mecanismo inmunologico mediado por células. Se llevaron también a cabo pruebas
de provocacién oral con la férmula lactea infantil, conteniendo como alergeno sospechoso
las proteinas de la leche de vaca. Ademds, se evaluaron la historia clinica y los
antecedentes familiares del nifio. En funcion de las pruebas de provocacion oral y de las

pruebas inmunes, los nifios fueron agrupados en alérgicos, intolerantes y controles sanos.

De los resultados expuestos podemos concluir:

CONCLUSION PRIMERA: SOBRE EL DIAGNOSTICO DE LA
ALERGIA/INTOLERANCIA

1. En funcién de los resultados de las pruebas diagnosticas de la alergia/intolerancia a las
proteinas de la leche, es de destacar el alto porcentaje de nifios que presentan alergia
(56,8%) frente a una menor incidencia de nifios intolerantes (11,5%) durante los 18

meses que ha durado la toma de muestra en el Hospital 12 de Octubre.
CONCLUSION SEGUNDA: SOBRE LOS PARAMETROS ANTROPOMETRICOS
1. De acuerdo con los resultados obtenidos en los parametros antropométricos, y en

particular en cuanto al peso y al indice de masa corporal, los nifios con intolerancia a

las proteinas de la leche, constituyen el grupo que con mas frecuencia presenta menor
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peso. Por ello, aunque aplicable para todos los nifios que reciben formulas hidrolizadas,
son los pacientes intolerantes los que precisarian un seguimiento mas individualizado

que pueda asegurar un crecimiento y desarrollo normales.

CONCLUSION TERCERA: SOBRE EL SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES

1. En relacion a la evolucion de los pacientes tras un afio de seguimiento, ésta es muy
distinta segin el grupo de pacientes. Asi, mientras que en la mayor parte de los
nifios alérgicos persiste la enfermedad, los nifios con intolerancia desarrollan
alergia o tolerancia en la misma proporcion, y tan s6lo en un pequefio porcentaje
persiste la intolerancia. Esta situacion en los nifios intolerantes podria explicarse
como una fase subclinica de la alergia en la que la sensibilizacién es tan tenue que

no puede detectarse mediante los tests utilizados.

2. De acuerdo con estos resultados seria interesante llevar a cabo un seguimiento mas
prolongado de los pacientes para determinar la posible correlacion entre la
evolucion de los pacientes (persistencia de la alergia a la leche, aparicion de
alergias a otros alimentos, a aeroalergenos) con los parametros al diagndstico de la
enfermedad. Se permitiria asi ademas, identificar posibles marcadores de la

persistencia de alergia o desarrollo de tolerancia.

3. Seria también interesante llevar a cabo un seguimiento de los nifios del grupo
control que presentaban resultados positivos en algunas de las pruebas inmunes de
evaluacion de la posible implicacion de un mecanismo inmunoldgico. De esta
manera se podria controlar en estos nifios el posible desarrollo posterior de alergia

alimentaria o algun otro tipo de manifestacion alérgica.
CONCLUSION CUARTA: SOBRE LA INMUNIDAD CELULAR
1. En relacion a las pruebas de determinacion de la inmunidad celular, y en concreto de la

proliferacion de linfocitos estimulados por el alergeno sospechoso, no se observaron

diferencias significativas entre los controles sanos, los nifios alérgicos y los
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intolerantes. Por ello, y segln estos resultados esta prueba carece de valor diagndstico

y diferencial entre la alergia e intolerancia alimentaria.

2. En cuanto a las subpoblaciones de linfocitos hay que resaltar las diferencias observadas
en el porcentaje de células T CD8" con receptor v8. En concreto, los niveles inferiores
observados en los pacientes con alergia e intolerancia frente a los nifios sanos. Este
parametro podria ser de interés como posible marcador bioldgico de las alergias
alimentarias. De igual forma los valores aumentados en el numero de células NK
podrian estar relacionados con el estado alérgico. Debido al conocimiento reciente que
se tiene sobre los subtipos de células NK segun el patron de citoquinas que producen
(Th1 o Th2); seria interesante realizar mas estudios para una mejor comprension de su

implicacion en el mecanismo de la alergia/intolerancia alimentaria.

3. En la estimacion de la capacidad de las células mononucleares de sangre periférica de
producir citoquinas para la valoracion de la funcionalidad de las células T y para
determinar la posible alteracion del equilibrio Thl y Th2, no se observaron diferencias

entre los 3 grupos estudiados.

CONCLUSION GENERAL:

En los Gltimos afios numerosos grupos de investigacion han estudiado la inmunidad
humoral y celular en reacciones adversas a las proteinas de la leche de vaca
(alergia/intolerancia). Sin embargo, debido sobre todo a la distinta terminologia, criterios
diagnosticos y variabilidad en los sujetos de estudio, muchos de los resultados son dispares

y no siempre comparables entre si.

En relacion a las pruebas inmunes in vitro, los numerosos estudios han utilizado
distintas proteinas alérgenicas, a distintas concentraciones y horas de cultivo. Todos estos

factores podrian explicar la variabilidad de los resultados.
Por todo ello, seria conveniente seleccionar grupos mas especificos en cuanto a las

poblaciones de estudio para una mejor interpretacion de los resultados y su correcta

comparacion con otros estudios.
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En la mayor parte de las reacciones adversas debidas a la leche de vaca esta
implicado un mecanismo inmunolégico mediado principalmente por IgE siendo las
manifestaciones mas frecuentes las de tipo inmediato. Las reacciones en las que no parece
estar implicado el sistema inmune, o dicho de otra manera, en las que no es posible
confirmar un mecanismo inmunoldgico, reacciones de intolerancia, podrian tratarse en
algunos casos, de reacciones mediadas en una primera fase por otro mecanismo de
hipersensibilidad no mediado por IgE, por lo que no son detectadas por los tests de

diagnosticos habituales.
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