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RESUMEN EN CASTELLANO E INGLES

RESUMEN

Introduccién

La esofagitis eosinofilica (EoE) es una patologia compleja. Se han realizado intentos para
relacionar la EoE con la ingesta de ciertos alimentos. El problema es establecer qué
alimentos estan realmente involucrados en la fisiopatologia de esta enfermedad y
objetivar un biomarcador inflamatorio fiable para el seguimiento de pacientes sometidos a

tratamiento farmacologico y/o dietas.

Objetivo

Nuestro objetivo es evaluar el perfil de sensibilizacion alimentaria de los pacientes con
diagndstico objetivado de EoE y determinar la utilidad de proteina catidnica eosinofilica
(ECP) como biomarcador inflamatorio para el seguimiento de pacientes con EOE tratados
con dietas especificas, con la hipétesis de que se observarda disminucidon asi como

mejoria clinica tras el mantenimiento de estas dietas.

Métodos

Se incluyeron 19 sujetos entre el 1 de enero de 2012 y el 30 de junio de 2015. Se
establecieron dietas basadas en pruebas de alergia. Antes del inicio de las dietas, se
determind la ECP basal. Se organizaron citas para los pacientes entre 4 y 6 meses mas
tarde para evaluar la respuesta clinica a las dietas especificas y para solicitar una

segunda muestra de sangre y valorar los niveles séricos de ECP tras las dietas y



compararlos con la cifra basal.

Resultados

Finalmente fueron incluidos 19 pacientes diagnosticados de EoE (12 varones y 7 mujeres)
entre enero de 2012 y junio de 2015, con edades comprendidas entre 17 y 68 afios (33,52
+ 13,67), 15 de los cuales mostraron una respuesta Optima a las dietas especificas
basadas en pruebas de alergia. Se observé una disminucién estadisticamente significativa

de la ECP en nuestros pacientes.

Discusioén

Hasta ahora, la mayoria de los estudios publicados anteriormente en referencia al uso de
ECP como biomarcador para el seguimiento de pacientes en tratamiento con dietas
muestran una disminucion llamativa pero no estadisticamente significativa en los niveles
de ECP. Sin embargo, la ECP parece ser un buen marcador de inflamacién si las

determinaciones se realizan evitando factores confusionales.

Conclusion

La determinacion seriada de ECP es Util en el seguimiento de pacientes con EOE tratados

con dietas especificas.



ABSTRACT

Background

Eosinophilic esophagitis (EoE) is a complex pathology. Attempts have been made in order
to relate EoE with the intake of certain food. The problem is to establish which foods are
really involved in the pathophysiology of this condition and to objectify a reliable
inflammation biomarker for the follow-up of patients undergoing pharmacological treatment
and/or diets. Our aim is to assess the food sensitization profile of patients with objective
diagnosis of EOE and obijectify the utility of ECP as an inflammation biomarker for the
follow-up of patients with EoE treated with specific diets, based on the hypothesis that we

will observe a decrease and clinical improvement after maintenance of these diets.

Methods

A total of 19 subjects were included between 1 January 2012 and 30 June 2015. Diets
based on allergy testing were established. Prior to the initiation of the diets, baseline ECP
was determined. Appointments were arranged for the patients between 4 and 6 months
later to assess the clinical response to the specific diets and to request a second blood

sample for blood counts and serum ECP levels to compare with the previous baseline.

Results

19 patients diagnosed with EoE (12 males and 7 females) between January 2012 and

June 2015, aged between 17 and 68 (33.52; SD 13.67 years), were included



consecutively, 15 of whom showed optimum response to specific diets based on allergy

testing. A statistically significant difference ECP decrease was observed in our patients.

Discussion

Until now most of the studies previously published in reference to the use of ECP as a
biomarker for monitoring patients on treatment with diets show consistent but insignificant
decreases in ECP levels. However, ECP seems to be a good marker of inflammation if the

determinations are performed avoiding confounding factors.

Conclusion

The serial determination of ECP is useful when monitoring patients with EoE treated with

specific diets.
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GLOSARIO

ECP: Proteina catidnica eosinofilica.

EoE: Esofagitis eosinofilica.

IBP: Inhibidor de la bomba de protones.

FeNO: Oxido nitrico en aire exhalado.
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2. Introduccion
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2. INTRODUCCION:

2.1. Alergia e inmunologia: La reaccion alérgica [1].

La alergia (neologismo creado a partir de los lexemas griegos a aAdo¢—«otro o
distinto»—, y gpyia) es una reaccion inmunitaria desmesurada del organismo frente a una
sustancia generalmente inocua para el anfitrion, que se manifiesta por unos signos y
sintomas caracteristicos cuando este se expone a ella (por inhalacion, ingestibn o
contacto cutdneo). La consecuencia final de este error del sistema inmunitario es la
enfermedad del anfitrion, provocada por los efectos colaterales sufridos por los tejidos, alli
donde el sistema inmunitario trata de defenderse de esa sustancia inocua. Las
manifestaciones clinicas de esta enfermedad son diversas, ya que dependen de la
sustancia causal y del organo afectado. La alergia es la causa fundamental de

enfermedades tan frecuentes como la conjuntivitis, la rinitis, el asma y de la anafilaxia.

Para entender como se desarrolla una “reaccion alérgica” primero debemos conocer las

caracteristicas fundamentales de nuestro sistema inmune:

1. Especificidad: Es la capacidad para reconocer y responder frente a un antigeno

determinado.

2. Diversidad: Pese a poder responder de forma especifica frente a un antigeno, nuestro
sistema inmune tiene la capacidad para “aprender” a reconocer a una gran variedad de

antigenos.

3. Seleccidn clonal de linfocitos para cada antigeno.

15



4. Memoria inmunoldgica: Explica la capacidad del organismo para desarrollar una

respuesta secundaria frente a un antigeno conocido.

5. Autolimitacion, pudiendo atenuar la respuesta para evitar, en situacion fisioldgica, el

dafio colateral a los tejidos propios.

6. Tolerancia innata para antigenos propios, pero pudiendo desarrollarla para antigenos

foraneos (base de muchas de las terapias empleadas en alergologia).

Un antigeno es una molécula que puede ser reconocida por nuestro sistema inmune.
Dicha molécula se caracteriza por su inmunogenicidad y su antigenicidad. La parte del
antigeno que es especificamente reconocida es el epitopo o determinante antigénico. Un
antigeno suele tener distintos epitopos. Por otra parte podemos hablar de antigenos
completos o incompletos, constituidos por un hapteno y un “carrier”. Un dato importante
es que las secuencias de aminoacidos reconocidas, pueden serlo como estructuras
secundarias (secuenciales) o terciarias (conformacionales) [Figura 1]. Este hecho
condiciona que algunos alérgenos se caractericen  por su termoestabilidad o
termolabilidad. En muchos casos, al someter un alérgeno a temperaturas extremas
condicionamos la pérdida de su estructura terciaria o conformacional, perdiendo su
antigenicidad y capacidad para generar una respuesta por parte del sistema inmune. En la
practica supone que algunos alimentos a los que un paciente es alérgico, son tolerados si

se cocinan a altas temperaturas o se congelan (como ocurre con el anisakis).

16
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Figura 1. Epitopos secuenciales y conformacionales.

Otro concepto basico para entender como funciona nuestro sistema inmune son las
citocinas. Son proteinas o glucoproteinas que actian sobre receptores de la membrana
celular y pueden ejercer mas de una accion bioldgica actuando sobre varios tipos
celulares distintos. En la practica son el mecanismo de comunicaciéon entre las células que
componen nuestro sistema inmune, de modo que cada tipo de citocina tiene una serie de
finalidades especificas (interleucinas (IL) en el crecimiento y activacion de leucocitos;
chemocinas para el reclutamiento en el foco inflamatorio; factores de crecimiento
hematopoyético; interferones en la respuesta a infecciones virales; factor de necrosis

tumoral o el TGF Beta: proliferacion de fibroblastos/matriz extracelular)

Los receptores de membrana que permiten los mecanismos de reconocimiento de
antigenos propios o exégenos, para su tolerancia o su atague, respectivamente, son las
moléculas de adhesion que constituyen nuestro sistema HLA (complejo mayor de
histocompatibilidad). EI HLA de tipo | permite la tolerancia y los HLA de tipo Il el

reconocimiento de antigenos exdgenos [Figura 2].
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Figura 2. Representacion de los HLA de tipo | y de tipo II.

Es por tanto importante destacar que los complejos mayores de histocompatibilidad de
tipo | estan presentes en todas las células de nuestro organismo mientras que los
complejos mayores de histocompatibilidad de tipo Il lo hacen en células especificas como
las células presentadoras de antigeno o los linfocitos B y T. De hecho los mencionados
linfocitos B y T pueden reconocer antigenos que otras células les presentan a través de
sus sistemas HLA mediante receptores de membrana propios, denominados BCR
(receptores de los linfocitos B caracterizados por ser receptores solubles con capacidad
para actuar como inmunoglobulinas circulantes) y TCR (receptores de superficie de los
linfocitos T). Es precisamente la exposicion al antigeno lo que condiciona una maduracion
de los linfocitos en dos fases, una primaria e independiente del antigeno y una secundaria
dependiente del antigeno y que condiciona las respuestas inmunoldgicas secundarias que

son la base en su forma alterada de las reacciones alérgicas [Figura 3].
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Un concepto basico a la hora de entender las reacciones alérgicas es el balance Thl y
Th2. Existen dos subpoblaciones linfocitarias de los linfocitos T CD4: Los linfocitos Thl a
través de ciertas citocinas (IL2e IFN Gamma) inducen inmunidad celular (Implicados en
procesos de autoinmunidad). Los linfocitos Th2 secretan de forma predominante 1L4, IL5 e
IL13, induciendo particularmente la secrecion de IgE, principalmente implicadas en las
reacciones alérgicas de tipo | o inmediato. Es importante destacar que se trata de
poblaciones excluyentes. En los pacientes con perfil “alérgico” predomina la subpoblacién

linfocitaria Th2.

Como se ha comentado previamente, existe un tipo de receptor de membrana soluble o
circulante, sintetizado y liberado de forma predominante por los linfocitos B. Nos referimos
a las inmunoglobulinas. Las inmunoglobulinas se caracterizan por poseer una region “fija”
o carboxiterminal y una region “variable” o aminoterminal, que es la que la capacita para

unirse a una gran variedad de antigenos [Figura 4].
19
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Figura 4. Regiones carboxiterminal (fragmento Fc) y aminoterminal (fragmento

Fab) de las inmunoglobulinas.

Existen distintos tipos de inmunoglobulinas y cada tipo posee una distribucion y funciones

caracteristicas:

1. 1gG, es la mas prevalente (80%) y se relaciona con mecanismos de neutralizacion,
opsonizacién y citotoxicidad celular.

2. IgA (10%) esta implicada en la inmunidad de mucosas.

3. 1gM (9%) esta relacioanada con la respuesta inmunitaria primaria. Finalmente

4. IgE (0.04%) esta implicada en la proteccion frente a parasitos y en las reacciones

alérgicas de tipo I.

20



2.1.1. Tipos de reacciones alérgicas:

Las reacciones alérgicas que de forma anOmala se pueden desarrollar en nuestro

organismo se clasifican artificialmente en 4 tipos:

Las reacciones de tipo | [Fiqura 5]:

Constituyen la forma tipica y posiblemente mas frecuente de reacciébn de
hipersensibilidad. Son reacciones inmediatas mediadas por inmunoglobulinas E. La
interaccion de la IgE de la superficie de mastocitos y basdfilos, provoca la degranulacion
de mediadores inflamatorios por parte de dichas células. Se relaciona directamente con

conceptos como anafilaxia.

Las reacciones de tipo | se producen cuando en una segunda exposicion al alérgeno, la
interaccion del mismo (a través de las células presentadoras de antigeno y su complejo
mayor de histocompatibilidad de tipo II) con dos moléculas de IgE adheridas a la

superficie de mastocitos y basofilos induce la liberacion de mediadores.

Suele constar de dos fases de respuesta, la inmediata observada entre 30 y 60 minutos

tras la exposicion al alérgenos y la tardia, que puede ocurrir hasta 6 a 8 horas después.

21
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Figura 5. Reaccion alérgica de tipo I.

Las reacciones de tipo II:

Son la base de muchas enfermedades autoinmunes. El diagnostico se basa en la
deteccién del depdsito de inmunoglobulinas o factores del complemento en el tejido diana.
Se basa en el uso de técnicas diagndsticas como la Inmunofluorescencia o aglutinacion

(Coombs). Su paradigma son las reacciones transfusionales.

Las reacciones de tipo |ll [Figura 6]:

Se trata de reacciones mediadas por el depoésito de inmunocomplejos. Entendemos como
inmunocomplejo la conjuncién de un anticuerpo especifico y un antigeno soluble. Los

anticuerpos deben ser IgM o IgG capaces de activar la via del complemento.

El problema radica en un exceso de presencia de inmunocomplejos por que se forman
demasiados y/o por problemas en el aclaramiento o eliminacion de los mismos. Su

depdsito provocara problemas en los 6rganos en los que se acumulen.
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Figura 6. Reaccién alérgica de tipo Ill.

Posiblemente, la reaccion de tipo Ill mas conocida sea la “enfermedad del suero”,
observada en relacién con la administracién de la vacuna antitetanica, enzimas como la
estreptoquinasa o determinados antibidticos como el cefaclor (mayor prevalencia en

pediatria).

Las reacciones de tipo 1V [Fiqura 71:

Mediadas por respuesta celular “directa”, suelen estar implicados linfocitos Th1, linfocitos
citotoxicos CD8+ y células “Natural killer’. Se deben a alérgenos de bajo peso molecular
con capacidad para penetrar a través de la piel. Entre los desencadenantes mas
frecuentes destacamos los metales como el niquel, productos de peluqueria o excipientes
cosmeéticos. Es el mecanismo observado en la reaccion tuberculinica o la dermatitis de

contacto.
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Figura 7. Reaccion alérgica de tipo V.

El problema al que nos enfrentamos con frecuencia es que los distintos tipos de
reacciones descritas no son excluyentes, pudiendo observar reacciones de tipo mixto con
componente, por ejemplo de tipo Iy Ill o | y IV. Un ejemplo llamativo son las “dermatitis de
contacto proteinicas” en las que observamos una expresion clinica caracteristica de una
reaccion de tipo IV pero en las que podemos identificar alérgenos mediante el uso de
técnicas diagndsticas de tipo | como el prick. Otros ejemplos son las propias esofagitis
eosinofilicas o ciertos tipos de reaccion severa frente a farmacos como el sindrome de

DRESS.
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2.2. Alergia alimentaria.

La alergia alimentaria es un fenémeno frecuente especialmente prevalente durante el
primer afio de vida, afectando a un 6% de los nifios de menos de 3 afos. Se trata de una
respuesta alterada del sistema inmune de la mucosa digestiva frente a los antigenos que
atraviesan el tracto digestivo. El hecho de que hasta los 4 afios de edad no se alcance la
madurez del sistema enzimatico y unos niveles 6ptimos de IgA, explica la alta prevalencia
de los procesos citados en nifios. Podemos clasificar a los alérgenos alimentarios en
alérgenos de clase I: Se trata de alérgenos de 10 a 70 kd, estables frente a temperatura,
proteasas y enzimas digestivas y en los que la sensibilizacion ocurre en el tracto digestivo
y de clase II: Son labiles frente a temperatura, proteasas y enzimas digestivas. El
paradigma de dichos alérgenos son las profilinas, presentes en las frutas y hortalizas. Son
responsables de los fendmenos de reactividad cruzada polen-alimentos y de los SAO

(Sindromes de alergia oral). [1]

Tanto la esofagitis como la gastroenteritis eosinofilicas, pueden ser debidas a un
mecanismo IgE mediado, no IgE mediado o mixto, de sensibilizacion a alimentos. Ambos
procesos estan caracterizados por la presencia de infiltrados de eosinéfilos a nivel de
esofago, estbmago y/o intestino, observandose eosinofilia periférica s6lo en un 50% de
los casos. En el caso de la esofagitis eosinofilicas no existen manifestaciones clinicas
patognomonicas, presentando una mayor prevalencia en hombres y pudiendo debutar a
cualquier edad. En nifios, las manifestaciones mas frecuentes son dificultades en la
alimentacion, trastornos del medro, vomitos y dolor abdominal. En los adultos lo mas
frecuente es la disfagia y reflujo gastroesofagico, dolor abdominal/toracico y episodios
consistentes en impactacion del bolo alimenticio. Un problema en esta entidad es la no

correlacion entre intensidad de los sintomas e inflamacion tisular.
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En pacientes con disfagia, la endoscopia y el estudio anatomopatoldgico confirman los
casos de esofagitis eosinofilicas en un 15 a 35% de casos. Aunque las endoscopias y
toma de biopsias pueden ser empleadas para el diagndstico y para el seguimiento de la
respuesta del paciente a los tratamientos planteados (en lo que se refiere a la eventual
resolucion de la inflamacion de la mucosa esofagica), se necesitan estudios para hallar
un biomarcador inflamatorio fiable que limiten el numero de endoscopias invasivas

necesarias para el adecuado seguimiento de los pacientes con esofagitis eosinofilica.

Actualmente se admite que las esofagitis eosinofilicas precisan del manejo interdisciplinar
de Digestologos, Alergdlogos y Anatomo-patologos. Objetivar la sensibilizacion a
alérgenos alimentarios implicados en la evolucion de esta entidad nosoldgica es
fundamental a la hora de establecer dietas de evitacion de los alimentos implicados en la
evolucion de las esofagitis a estadios de fibrosis y estenosis esofagicas que pueden
desencadenar complicaciones graves como la impactacién y eventualmente, perforacion

esofagica.

2.3. Esofagitis eosinofilica: Fenotipado y manejo.

Los pacientes con esofagitis eosinofilica se caracterizan por presentar un amplio abanico
de fenotipos, desde pacientes con un importante fondo atdpico asociando problemas
respiratorios, cutaneos y multiples y atipicas alergias alimentarias a casos en los que no
se aprecia ningun tipo de sensibilizacion. Por ello, un paso previo fundamental ha sido
describir los distintos fenotipos de pacientes con esofagitis y establecer desde un punto
de vista epidemiologico los perfiles de sensibilizacion observada (no solo a alérgenos

alimentarios), distribucion por edades, sexo o diferentes respuestas a tratamiento.
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Hoy en dia los criterios diagnésticos de esofagitis eosinofilica estan perfectamente
establecidos en términos histolégicos (como se ha comentado, la clinica no es
patognomonica en esta entidad). No obstante, la experiencia clinica nos va ayudando a la
hora de superar el problema de infradiagnostico en casos de esofagitis eosinofilica,
habiendo pasado de tratarse de casos excepcionales a una prevalencia nada desdeiable
de unos 40-50 casos por 100.000 habitantes. Es un hecho el aumento progresivo en la
deteccién de casos entre los afios 2004 y 2011. Globalmente el 85% de los casos de EoE
detectados hasta el afio 2012 se objetivaron en los ultimos 5 afios hasta la fecha del
estudio referenciado [2]. En la actualidad, la valoracion en consulta de un paciente que
presenta alergia alimentaria extensa a alimentos “atipicos” para el adulto, junto a clinica
de impactacién del bolo alimenticio y un perfil “atopico” en referencia a sensibilizacion a
alérgenos ambientales, unido a observar cifras elevadas de proteina catidnica eosinofilica

en suero, nos hacen pensar en un posible caso de esofagitis eosinofilica.

La consideracion del paciente con EoE desde un punto de vista “atopico” debe ser tenida
en cuenta y cada vez la realizacion de pruebas de alergia y el estudio global de
enfermedades alérgicas en estos pacientes se hace méas patente y necesaria. Hasta el
afo 2012 solo un 68% de los pacientes con EoE habian sido sometidos a la realizacion de
pruebas alérgicas. Se ha observado que hasta en un 33% de los pacientes existen
familiares de primer grado con enfermedades alérgicas, siendo la mas relevante el asma
bronquial. En general, entre un 60 y un 70% de los pacientes con EOE tienen
enfermedades alérgicas concomitantes siendo las mas frecuentes la rinoconjuntivitis
(47,4%), el asma (32,8%) y enfermedades cutaneas (6%). La deteccion de alergia a
alimentos es variable (en nuestras series, hasta un 84% de los pacientes presentaron

alergia objetivada a alimentos).
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El gran problema en lo que se refiere al seguimiento de pacientes con esofagitis
eosinofilica es determinar la eficacia de los distintos tipos de dieta recomendadas en cada
caso. Como se referencia en el estudio publicado en formato de articulo que justifica la
tesis doctoral, las dietas empiricas de 6 alimentos son bastante eficaces pero muchas
veces, dificiles de asumir por los pacientes (suponen la evitacién sistematica de leche,
huevo, gluten y trigo, frutos secos, leguminosas y soja asi como mariscos y pescados), lo
gue lleva a la escasa cumplimentacion de las mismas y por tanto, a la dependencia del
tratamiento farmacoldgico (de eficacia comprobada) o en caso de no mantener dichos
tratamientos ni ningun tipo de dieta, la no deseable aparicién de graves complicaciones
como la impactacion del bolo alimenticio y la perforaciébn esofagica. Lo deseable (y
nuestro objetivo final) es poder identificar los alimentos desencadenantes para poder
recomendar dietas mas concisas y no tan extensas, que facilitarian al paciente un buen
control de su enfermedad y la no dependencia de tratamiento farmacol6gico de por vida.
Nuestras lineas de investigacion van encaminadas por tanto a poder identificar dichos
alimentos responsables de forma directa o indirecta, mediante el uso de mediadores
inflamatorios que varien en funcién de la exposicion del paciente a los alérgenos

responsables.
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2.4. Mediadores inflamatorios en alergia:

Uno de los principales problemas a los que nos enfrentamos los especialistas en
alergologia, es que debemos diagnosticar y realizar el seguimiento de enfermedades
caracterizadas por tratarse de procesos inflamatorios, sin poder objetivar esa inflamacion.
Un ejemplo muy claro es la patologia bronquial en general y el asma en particular. La
herramienta de uso habitual es la espirometria forzada, en la que valoramos la evolucion
clinica de nuestros pacientes asi como su respuesta al tratamiento mediante el estudio de
parametros de funcién respiratoria. Lo ideal seria poder determinar el grado de
inflamacion de la mucosa bronquial, pero es evidente que tomar muestras de forma
directa no podria formar parte de la practica clinica habitual. Por ello y desde hace afios
se buscan mediadores inflamatorios como el 6xido nitrico en aire exhalado (FeNO), que
ha llegado a emplearse de forma habitual, aunque con numerosas limitaciones. Tras
diversos estudios se ha observado que un mediador inflamatorio puede ser util si se
emplea e interpreta de forma correcta. En el caso de FeNO que describimos se ha
observado que su utilidad aumenta si se descartan factores confusionales como que el
paciente fume o no o presente rinitis severa. Asi mismo se ha demostrado que el FeNO
en combinacion con otras técnicas que de forma indirecta evaltuan la inflamacién bronquial
(provocacion bronquial con adenosina monofosfato o medicion del pH del condensado de
aire exhalado) permiten estudiar la respuesta del paciente a determinados tratamientos o

predecir agudizaciones de su enfermedad [3,4,5].

Es llamativo observar como el comportamiento de la mucosa del esofago en términos de
inflamacion, recuerda al comportamiento de la mucosa bronquial. Si se comparan biopsias

de mucosa nasal, bronquial o esofagica, de pacientes alérgicos y expuestos a alérgenos
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relevantes asi como con sintomas, se observa que la presencia de celularidad
inflamatoria es bastante similar. De hecho, cuando un paciente con esofagitis eosinofilica
presenta mala evolucion, se habla de los fendmenos de “traqueizacion” de la mucosa
esofagica, observando al realizar los estudios endoscopicos los conocidos patrones de
‘bandas” y “anillamiento” que a su vez representan la evolucion de una mucosa normal a
un estado de fibrosis, estrechamiento y los ya comentados episodios de impactacion y la

temida perforacion esofagica.

Dado que por definicion, la célula responsable de dichos fenédmenos inflamatorios son los
eosindfilos, parece légico que encaminemos nuestras lineas de investigacion a la
bdsqueda de mediadores inflamatorios caracteristicos del eosindfilo, como la proteina
catibnica eosinofilica. No obstante se ha trabajado con un importante nimero de
mediadores para valorar la respuesta a tratamiento farmacol6gico o dietas, como la
triptasa mastocitaria o las CCL 17, CCL 18, CCL 26 (distintos tipos de quemocinas)

[6,7,8].

2.5. Busqueda de nuevos alérgenos alimentarios y el fenédmeno de la reactividad

cruzada pélenes y alimentos:

Clasicamente la alergia alimentaria no suponia un gran problema a la hora de evaluar a
pacientes alérgicos. Hasta hace unos afos, se creia que la alergia alimentaria quedaba
restringida a manifestaciones de tipo | o inmediatas. Desde hace unos afos, el manejo del
paciente alérgico a alimentos se ha tornado muy complejo. Por una parte los pacientes no
solo presentan manifestaciones de tipo I, sino que como ocurre con los pacientes con
esofagitis, las manifestaciones son de un perfil tardio que en cierto modo recuerda a la

alergia de contacto (mecanismo tipo IV o celular). Esto hecho nos lleva a observar un
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amplio abanico de sintomas en relacion con la sensibilizaciébn a alergenos alimentarios,
con manifestaciones tipicas como la urticaria o el angioedema a otras como el prurito oral
leve (sindrome de alergia oral), dolor abdominal de predominio epigastrico, sintomas
digestivos de tipo mas inespecifico como diarrea o fendmenos derivados de la fibrosis de
la mucosa esofagica como la impactacion del bolo alimenticio. Es fundamental identificar
cada alérgeno y poder preveer el tipo de sintomas que el paciente podra presentar,
distinguiendo manifestaciones sistémicas que pueden suponer un riesgo para la vida de
sintomas leves, muchas veces evitables con recomendaciones dietéticas o el modo de

preparacion del alimento.

Por otra parte nos debemos enfrentar a los fendmenos de reactividad cruzada entre
pélenes y alimentos, que se deben a la presencia de panalérgenos como la profilina.
Algunos pacientes con esofagitis cuentan agudizacion de sus sintomas pese a respetar
las dietas indicadas en periodo estacional de exposicion a poélenes a los que estan
sensibilizados. Este dato refuerza que cuando indicamos dietas a los pacientes, no solo
debemos tener en cuenta las alergias alimentarias observadas sino también las
ambientales. En este aspecto los pacientes deberan evitar también aquellos alimentos
que presenten reactividad cruzada con los pélenes observados, siendo las evitaciones
indicadas de forma habitual ciertas frutas (meldn o sandia) y alimentos de la familia de las

solanaceas (tomate, pimiento o berenjena).

En conclusion, la indicacion de las dietas en pacientes con esofagitis debe ser
cuidadosamente establecida, teniendo en cuenta las alergias observadas, los fenomenos
de reactividad cruzada asi como nuevos alérgenos alimentarios que pueden pasar
desapercibidos presentando falsos negativos si se emplean métodos convencionales. En
este aspecto destacamos a las oleosinas, de reciente conocimiento y que han sido y son

objeto de estudio en nuestra unidad [9]. Tomando como ejemplo este ultimo tipo de
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alérgeno, podemos observar que los pacientes presentan sintomas variables que van
desde las molestias locales en mucosa oral hasta sintomas de caracter sistémico. Se trata
de alérgenos de naturaleza lipidica que provoca un falso negativo diagndstico si se
preparan las pruebas cutaneas basandonos en las técnicas clasicas de dilucion en suero.
Solo podremos detectar la sensibilizacion a dichos alérgenos si preservamos la fraccion

lipidica o empleamos determinadas técnicas de diagndstico como el immunoblotting.

Mencion aparte merece la consideracion de la realizacién de pruebas en parche para la
deteccion de sensibilizacion a alérgenos alimentarios en pacientes con esofagitis
eosinofilica. Parece légico pensar en su utilidad, si asumimos que se trata de una entidad
de mecanismo IgE mediado y no IgE mediado (probable reaccién mixta tipo | y IV). En la
realidad, la realizacion de parches presenta problemas. Por una parte exige la
preparacién con alimentos en fresco, lo que lo hace poco practico en consulta. Por otra,
no se ha conseguido una reproductibilidad aceptable ni una estandarizacién adecuada,
con resultados muy variables al emplearlas. Pese a todo, no debemos descartar su

posible utilidad en el futuro si se consiguen superar las limitaciones descritas.

Pensamos que una prometedora linea de investigacion en lo referente a la identificacion
de alérgenos alimentarios, podria ir dirigida al estudio simultdneo de niveles de IgE y
subclases de IgG. Existen publicaciones al respecto [10], pero se requieren mas estudios

en este sentido .
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2.6. Laproteina cationica eosinofilica:

El eosinofilo pertenece al grupo de los granulocitos polimorfonucleares, originados a partir
de la cascada hematopoyética. Su funcion principal es probablemente atacar y defender a
nuestro organismo de parasitos invasores, por o que pese a que es capaz de fagocitar
particulas bacterianas su principal arma consiste en la produccion de radicales libres y de
granulos proteicos toxicos; también son productores de citocinas y mediadores
inflamatorios como el leucotrieno C4 (LTC4) y el factor activador plaquetario (PAF). No
obstante, en ausencia de pardasitos o agentes patdégenos los eosindfilos activados pueden
causar dafio tisular e inflamacién. Existe un gran numero de procesos inflamatorios
asociados a la eosinofilia como el asma, la rinitis alérgica, enfermedades atopicas de la

piel y procesos inflamatorios que pueden afectar a cualquier tramo del tracto digestivo.

En el caso de las enfermedades alérgicas estan involucradas un gran numero de células,
aunque tres de ellas tienen un rol destacado en su desarrollo: los eosindfilos, los
mastocitos y los linfocitos de perfil Th2, siendo los eosindfilos y los mastocitos importantes
células efectoras. En este sentido la liberacién por parte de los eosinéfilos de potentes
proteinas citotoxicas como la ECP (proteina catidnica eosinofilica) que condiciona el
desarrollo de sintomas agudos, subagudos y cronicos en el ambito de la patologia
alérgica. La ECP fue purificada por primera vez en 1971 a partir de granulos de células
mieloides obtenidas de pacientes con leucemia mieloide cronica, pero no fue hasta 1975

cuando se describio claramente que provenia de los granulos eosinofilicos.

La proteina cationica eosinofilica es por tanto una proteina altamente cationica con gran
numero de funciones biolégicas y efecto citotéxico con un peso molecular de 16 a 22 kDa

y que presenta homologia aminoacidica con proteinas de la familia de las ARNasas.
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Su efecto citotdéxico es probablemente debido a su capacidad para construir poros en las
membranas celulares que permiten el transito no controlado de agua e iones, lo que
termina por afectar la integridad celular y provocar una lisis osmatica. Otros efectos
observados “in vitro” y no citotdéxicos son la inhibicion de la proliferacion de la respuesta
de células T frente a antigenos, la interferencia de la sintesis de inmunoglobulinas por
parte de las células B o la liberacién de histamina y triptasa por parte de mastocitos. En
células epiteliales, la ECP aumenta la expresion de varios receptores y ligandos como el
factor de crecimiento asociado a la insulina (IGF-1) o la molécula de adhesion intracelular
(ICAM-1). Todas estas observaciones “in vivo” e “in vitro” parecen hacer patente la
capacidad inmunomoduladora que puede ser ejercida por los eosindfilos en el organismo

a través de la secrecion de ECP.

Por otra parte se ha observado que la ECP puede estimular la secrecion de “mucus” en
las vias aéreas, el cual desempefia un papel muy importante en los procesos de
reparacion de los tejidos y es indicativo de la influencia de los eosinoéfilos en los procesos
de inflamacion crénica que terminan por condicionar fenébmenos como el remodelado o la

fibrosis (muy importantes en el ambito del asma y de la esofagitis eosinofilica).

La ECP puede ser medida en numerosos fluidos biolégicos y diferentes condiciones
patolégicas, lo que refleja una marcada activacion eosinofilica en un importante niamero
de enfermedades. Se han realizado mediciones en suero y plasma, esputo, lavado
bronco-alveolar, secrecion nasal o heces. Dichas determinaciones pueden ser Utiles en el
seguimiento de numerosas patologias. La patologia mas estudiada es el asma y la alergia
respiratoria. Diversos autores han descritos los niveles de proteina catidnica eosinofilica
sérica caracteristicos de distintos tipos de procesos como rinitis y asma alérgicas,
dermatitis atopica, infecciones bacterianas o parasitarias o el sindrome hipereosinofilico
[11] asi como en pacientes sanos control.
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Podria por tanto tratarse de un marcador Gtil en el seguimiento de otras entidades como la
esofagitis eosinofilicas, sobre todo en lo que respecta a uno de los aspectos mas
controvertidos como es el establecimiento de las dietas de evitacion de alimentos (en
ocasiones, muy extensas) y en lo referente a la reintroduccion de los mismos de forma
secuencial. Existen publicaciones de series cortas de pacientes en las que la proteina
cationica eosinofilica parece ser un biomarcador Util (determinada en sangre y/o en
heces). No obstante es necesario realizar estudios en series mas amplias y establecer la
utilidad no solo en lo que respecta a la evitacion de alimentos, sino también en su

reintroduccion y posterior seguimiento de estos pacientes.

2.7. Experiencia previa del investigador en el campo abordado:

El doctorando inicié su experiencia en el estudio y manejo de mediadores inflamatorios en
patologia alérgica (inicialmente respiratoria) en el Hospital Dr. Peset de Valencia. En dicha
seccién a cargo del Dr. Luis Prieto (investigador muy reputado en el d&mbito del asma)
adquirié experiencia en el uso y aplicacion practica de mediadores inflamatorios en asma.
Como se comenta en apartados previos, el uso de mediadores como en FeNO (6xido
nitrico exhalado) es util si se emplea de forma correcta (eliminando factores
confusionales) y concomitante con otras técnicas basadas en el estudio de la inflamacion
bronquial (provocacion bronquial con adenosina, esputo inducido o pH del condensado de

aire exhalado).
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Posteriormente y durante una rotacion especifica en relacion a alergia alimentaria en el
Hospital San Carlos (Madrid) entr6 en contacto con los primeros casos de esofagitis
eosinofilica. Se trataba de una entidad de reciente descripcion y con escasa prevalencia
por infradiagnostico. Ya en ese momento existia un gran interés en la busqueda de
mediadores inflamatorios que de forma fiable pudiesen ayudar en el seguimiento y la
respuesta de los pacientes a las dietas recomendada. Entre esos mediadores o
determinaciones que inicialmente se valoraron destacaban la proteina cationica
eosinofilica, la IgE o la eosinofilia periférica. De estas determinaciones la que parecia ser
mas especifica de la entidad que nos ocupa era la proteina catidnica. Inicialmente se
trabajaba con la determinacion de proteina en heces, sin llegar a conclusiones definitivas
en cuanto a su utilidad. La determinacion en heces no estaba disponible para la practica
clinica habitual, lo que unido a las, por aquel entonces escasas series de pacientes,

determind que no se profundizase en su uso en pacientes con esofagitis eosinofilica [12].

No obstante, y dado que la obtencion de los niveles séricos de proteina cationica
eosinofilica es mas asequible, fueron descritos ensayos en los que se observaba una
disminucién llamativa aunque no significativa de sus niveles en respuesta a las dietas
planteadas. Dichos estudios contaban con la ventaja de agrupar series de pacientes mas
amplias, pero la desventaja de no tener en cuenta todos los factores que podian influir en
su variabilidad. También pecaban de ser poco sistematicos a la hora de indicar las dietas
de evitacion, mezclando dietas especificas basadas en pruebas de alergia y dietas

empiricas, incluyendo alimentos cuya sensibilizacion no habia sido objetivada [13].

Posteriormente, el gran trabajo del Dr. Lucendo (digestdlogo y reputado investigador)
logro poner de relevancia que estamos ante una entidad mucho mas prevalente de lo que

inicialmente parecia. Sus publicaciones en relacion al fenotipado de pacientes,
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metodologia diagndéstica, recomendacién de dietas empiricas de 6 alimentos o respuesta
clinica e histolégica al tratamiento farmacolégico con inhibidores de la bomba de protones
0 corticoides inhalados-deglutidos, han permitido profundizar y progresar
espectacularmente en el conocimiento de la esofagitis eosinofilica. El doctorando participo
como investigador colaborador aportando datos clinicos y de sensibilizacion a alérgenos
ambientales y alimentarios, con la finalidad de poder describir los distintos fenotipos de

pacientes ya comentados previamente.

Es precisamente la conjuncion de conocimiento previo asi como la valoracion total y
multidisciplinar del paciente lo que ha llevado al desarrollo de la actual tesis doctoral
publicada como articulo de investigacién. Pensamos que el éxito a la hora de valorar al
paciente con esofagitis e indicar una dieta asumible y eficaz depende de una serie de

factores, que pasamos a enumeratr:

1. Valoracién extensa de todas las sensibilizaciones alimentarias y aerdgenas,
teniendo en cuenta los fenbmenos de reactividad cruzada entre alimentos y entre
polenes y alimentos (fundamental para indicar las dietas especificas sin obviar

posibles desencadenantes).

2. Busqueda activa de alérgenos alimentarios no frecuentes o atipicos en el adulto asi

como la evitacion de falsos negativos, por no emplear la técnica idonea y adecuada

para detectar sensibilizaciones (por ejemplo, deteccion de lipoproteinas).
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3. Fidelizacion del paciente con la finalidad de evitar transgresiones dietéticas o en
caso de que estds se produzcan, que no sean ocultadas en las sucesivas
revisiones (en nuestro estudio aprovechamos las transgresiones para objetivar el

eventual aumento de los niveles de ECP).

4. Valoracion seriada de la proteina cationica eosinofilica como mediador o marcador
de inflamacion de la mucosa esofagica, llevando al limite el evitar que los factores

confusionales puedan invalidar su uso en el seguimiento de pacientes.

2.8. Estado actual del diagnéstico y manejo de pacientes con esofagitis eosinofilica.

Segun un articulo de revision y posicionamiento en referencia a la esofagitis eosinofilica

[14], lo que actualmente se acepta en términos diagndsticos y terapéuticos es lo siguiente:

1. La esofagitis eosinofilica es una entidad clinica y anatomopatoldgica a cuyo
diagnéstico se llega mediante un cuadro compatible y los correspondientes
hallazgos endoscépicos e histologicos, con 15 o mas eosindfilos por campo,
infiltrados de eosindfilos confinados a la mucosa esofagica y excluyendo otras

entidades que pueden cursar con hipereosinofilia.

2. El estudio histopatologico mediante la toma de biopsias es esencial.
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La respuesta al tratamiento con inhnibidores de la bomba de protones ha dejado de
considerarse un criterio de exclusion (en relacion con el diagnostico diferencial con

un cuadro clasico de reflujo gastroesofagico).

El objetivo del tratamiento en los pacientes con EoE es conseguir la remision de la
enfermedad en lo referente a los sintomas y al infiltrado inflamatorio de la mucosa

esofagica.

Aunque la mejoria de los sintomas por si sola es importante, debe ir acompafiada
de la remision de las alteraciones inflamatorias de la mucosa esofagica. En
ausencia de otras herramientas, el estudio endoscépico sigue siendo el “Gold

standard” en relacién al diagndéstico y seguimiento de la enfermedad.

Se acepta que la primera linea de tratamiento son los IBPs durante al menos ocho

semanas.

Los corticoides inhalados-deglutidos son una segunda linea a pautar tras el fallo en

la respuesta a la primera linea con IBPs.

En los pacientes con ausencia de respuesta al tratamiento deben considerarse

pautas mas largas y dosis mas altas asi como la combinacibn de ambos

tratamientos y la indicacion de dietas.
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9. Las dietas podrias ser consideradas una primera linea de tratamiento en pacientes

con EoE.

10. El tipo de dieta recomendada (elemental, empirica o especifica y guiada por
pruebas de alergia) debe ser individualizada en cada caso y dependerd de los

medios diagndsticos con los que cuente el facultativo responsable.

11.La dilatacion esofagica puede ser util en pacientes sintomaticos pese a las medidas

terapéuticas mencionadas.

12.Una vez se consigue respuesta, se recomienda el tratamiento a largo plazo con la

mitad de la dosis eficaz.

Independientemente de los puntos mencionados, en el articulo se comenta que los
alérgenos responsables no son solo los alimentarios, pudiendo depender de la exposicion
a aeroalergenos ambientales. Destacan el aumento de la incidencia y que en ocasiones el
infradiagnostico va asociado a décadas de retraso en el diagndstico de la enfermedad con

las complicaciones asociadas al inicio tardio de las medidas terapéuticas en cada caso.
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3. Justificacion del estudio

41



3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La esofagitis eosinofilica (EOE) puede ser mediada por inmunoglobulina E (IgE), no
mediada por IgE o deberse a mecanismos mixtos de sensibilizacion a alimentos. La EoE
se caracteriza por la presencia de infiltrados de eosindfilos en el eséfago, con eosinofilia
periférica observada en ~ 50% de los casos. La EOE no tiene manifestaciones clinicas
patognomoénicas, es mas comun en los hombres, y puede manifestarse a cualquier edad
[15]. En los nifios, las manifestaciones mas frecuentes son las dificultades de
alimentacion, trastornos del crecimiento, vomitos y dolor abdominal. En adultos, las
manifestaciones mas frecuentes son disfagia, reflujo gastroesoféagico, dolor abdominal y
episodios de impactacion del bolo alimenticio. Ademas, una cuestion importante es la falta

de correlacion entre la intensidad de los sintomas y la inflamacion de los tejidos.

En pacientes con disfagia, la endoscopia y el estudio anatomo-patolégico pueden
confirmar la EOE en un 15 a 35% de los casos [16]. Sin embargo, es necesario identificar
biomarcadores inflamatorios fiables para limitar el nimero de endoscopias invasivas

necesarias para la monitorizacion adecuada de los pacientes con EoE.

Ahora se conoce que la EOE requiere del manejo interdisciplinar por parte de
gastroenterodlogos, alergologos y anatomo-patélogos. La sensibilizacion objetivada a los
alérgenos alimentarios es fundamental para establecer dietas que eviten la evolucion de
la esofagitis a la fibrosis y el desarrollo de estados de estenosis esofagica que pueden
desencadenar complicaciones graves, incluyendo la impactacion del bolo alimentaicio y

posiblemente la perforacion del esofago.
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La proteina catidnica eosinofilica (ECP) es una proteina altamente catidnica con
numerosas funciones bioldgicas y efectos citotoxicos, y que es almacenada por los
eosindfilos y los neutrofilos. Los niveles de ECP pueden ser medidos en muchos fluidos
biolégicos, y aunque es mas comunmente utilizada para estudiar el asma [17], también
puede ser un marcador Gtil para monitorizar a pacientes con EoE. En particular, se
necesitan mejores métodos de seguimiento en el contexto de las dietas de evitacién de
alimentos, dietas que a menudo son complejas y precisan de su re-evaluacion tras la
reintroduccion secuencial de cada alimento. Estudios anteriores han descrito series cortas
de pacientes en los que la ECP parece ser un biomarcador util (determinado en sangre o
heces). Sin embargo, se necesitan estudios adicionales que involucren tamafos de
muestra mas grandes para determinar la utilidad de la ECP como biomarcador, no sélo
para la evitacion inicial, sino también para la reintroduccién de cada tipo de alimento y

seguimiento posterior de los pacientes.
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4. Hipotesis del estudio
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4. HIPOTESIS DEL ESTUDIO

Se sugirio la siguiente hipotesis basada en nuestra experiencia clinica: Los niveles séricos
de ECP disminuiran significativamente tras el establecimiento de dietas especificas
recomendadas tras la sensibilizacion objetivada a alimentos mediante pruebas cutaneas
y/o IgE especifica. Ademas, esperamos que la disminucién objetivada se correlacione con
mejoria clinica y posiblemente con la suspension del tratamiento sintomético con

inhibidores de la bomba de protones o con corticosteroides inhalados/deglutidos.
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5. Objetivo del estudio
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5. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Nuestro objetivo fue confirmar o descartar la utilidad de la ECP como biomarcador en el
seguimiento de pacientes con EOE. Diversos marcadores han sido previamente
identificados en el marco de esta enfermedad incluyendo la IgE total o la propia ECP [18].
En concreto buscamos establecer la utilidad de la ECP para la monitorizacion de
pacientes con esofagitis eosinofilica (EOE) tratados con dietas de exclusion especificas.
Teniendo en cuenta que los niveles de ECP pueden variar debido a muchos factores,
particularmente aquellos asociados con patologias respiratorias o dietas mal controladas,
una de nuestras prioridades fue eliminar estos factores de confusion antes de caracterizar

este biomarcador como una herramienta para el seguimiento de pacientes.
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6. MATERIAL y METODOS

6.1. Recursos materiales y humanos.

Nuestro Departamento de Salud atiende de forma integral a la poblacién de los municipios
de Benejama, Biar, Campo de Mirra, La Cafiada, Elda, La Alguefia, La Romana, Monobvar,
Novelda, Salinas, Sax, Petrer, Pinoso y Villena, con un total de mas de 120.000

personas.

Para ello contamos con el Hospital General Universitario de Elda, el Centro de
Especialidades de Elda, el Centro Sanitario Integrado de Villena, los centros de salud de:
Acacias, Biar, Marina Espafiola, Monévar, Novelda, Petrer I, Petrer Il, Pinoso, Sax, Villena
| y Villena Il, asi como con los consultorios auxiliares de: Avda. de Sax de Elda,
Benejama, Campo de Mirra, La Cafada, Casas del Sefior-Chinorlet, La Alguefa, La

Encina, La Romana y Salinas, ademas también del Centro de Salud Publica de Elda.

La Seccion de Alergologia esta formada por tres alergdlogos, tres enfermeras y dos
auxiliares administrativas, que realizan su actividad asistencial en la zona de Consultas
externas HGUE, de lunes a viernes, y en Centro de Salud Integrado de Villena (CSIV),
martes y jueves. En el hospital contamos con tres consultas, dos salas para la realizacion

de pruebas, una zona para pacientes en estudio y zona de espera.
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6.2. Disefio del estudio

El estudio incluyd a pacientes adultos y adolescentes remitidos por un especialista en
medicina digestiva con un diagndstico objetivo de EOE, basado en los criterios
actualmente aceptados (15 o mas eosinofilos por campo de la biopsia de la mucosa del
esotfago). Se incluyeron 19 sujetos entre el 1 de enero de 2012 y el 30 de junio de 2015.
Durante la cita inicial se recogio informacion relevante sobre la historia clinica y se
realizaron pruebas cutdneas con baterias completas de aeroalérgenos estandar (23
items) y alérgenos alimentarios (62 items) (se realizaron pruebas en prick utilizando
extractos estandarizados de alérgenos de Laboratorios Bial Aristegui®). A continuacion,
los pacientes fueron remitidos al laboratorio del hospital para tomar una muestra de
sangre para determinar los niveles de IgE especificos para alimentos, recuento sanguineo
y ECP sérica (valor basal antes de indicar dietas especificas). Se informé a los pacientes
de que la muestra de sangre debia tomarse sin sintomas respiratorios compatibles con
rinitis 0 asma y ninguna infeccion activa; La recogida de muestras de sangre se llevo a
cabo fuera del periodo de empeoramiento correspondiente en cada caso (en relacién con
la sensibilizacion a aeroalérgenos ambientales). Se programaron citas para todos los
pacientes para informar de los resultados de sus pruebas y recomendar dietas
especificas. Se indicd a nuestros pacientes la evitacion de alimentos cuya sensibilizacion
habia sido objetivada por prueba cutanea, niveles de IgE especificos superiores a 0,35
kUA/L asi como alimentos con reactividad cruzada con polen a los que los pacientes
estaban sensibilizados (principalmente frutas y solanaceas). Una vez indicadas las dietas,
se Cito a los pacientes entre 4 y 6 meses después para evaluar la respuesta clinica a las
dietas especificas y para solicitar una segunda muestra de sangre para los recuentos

sanguineos y los niveles séricos de ECP para comparar con la cifra basal. Las
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caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio, valores analiticos y hallazgos

endoscépicos se resumen en la Tabla 1.

Los pacientes que no siguieron el criterio de proporcionar muestras de sangre sin
sintomas respiratorios o fuera del periodo estacional (la mayoria de las muestras fueron
tomadas en agosto, diciembre y enero) fueron excluidos. Ademas, los pacientes que

habian iniciado dietas antes de la consulta no fueron incluidos en el estudio.

A los pacientes se les dijo que continuaran con tratamiento sintomatico segun indicacién
de su gastroenterélogo durante 2 a 3 meses para luego suspenderlo y continuar solo con

las dietas, si presentaban mejoria clinica y estabilidad.

6.3. Estudio anatomopatolégico y endoscopico

Los procedimientos endoscopicos fueron realizados por un gastroenterélogo
experimentado usando un gastroscopio flexible de 8,5 mm con un canal de 2,8 mm (EG-
530 FP, Fujinon, Fujifilm Corporation, Tokio, Japén). Las biopsias se realizaron con
forceps convencionales (Radial JawTM 4 Boston Scientific, Proparck, Costa Rica). No se
observaron complicaciones como resultado de los procedimientos endoscopicos o0
biopsias realizadas. El estudio histologico se realiz0 soOlo para tener un diagnostico
confirmado de EoOE, no realizando un estudio de control después del mantenimiento de las

dietas indicadas.

Las muestras obtenidas en la biopsia fueron enviados al Departamento de Anatomia
Patolégica, donde fueron fijados con formalina y embebidos en parafina. A continuacion

se realizaron secciones en serie utilizando un microtomo y se tifieron con eosina

51



hematoxilina. Se confirmo el diagnéstico de EoE con 15 eosinodfilos / hpf o mas en al

menos un campo de alta potencia (HPF).

6.4. Andlisis estadistico

Las comparaciones se realizaron mediante pruebas no paramétricas de muestras
pareadas. Cada individuo se compar6 con sus mediciones basales. Las variables
continuas (ECP) se expresan en valores de media + DE, y la prueba de rango de
Wilcoxon se utilizd para contrastar las hipotesis con respecto a variables continuas para
pre y post-dieta. Los gréaficos muestran diagramas de caja que expresan mediana y rango

intercuartil.

6.5. Aspectos éticos del estudio

Los pacientes firmaron el documento de consentimiento informado para participar en el
estudio (anexo 3). El proyecto de investigacion y el protocolo de estudio (anexo 5) fue
evaluado y aprobado por el CEIC (Comité de Etica del Hospital General Universitario Elda
(anexo 6). Adicionalmente el doctorando declara que no tiene conflictos de interés y que

no se recibieron fondos para el presente estudio.
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/. Resultados



7. RESULTADOS

7.1. Datos epidemiolégicos

Se incluyeron consecutivamente 19 pacientes con EoE (12 varones y 7 mujeres) entre
enero de 2012 y junio de 2015, con edades comprendidas entre 17 y 68 afios (33,52; DE

13,67 afos). Las variables epidemioldgicas se resumen en la Tabla 1.

7.2. Datos clinicos

La mayoria de nuestros pacientes presentaban alergia a alimentos. Observamos alergias
alimenticias atipicas, siendo los alimentos mas prevalentes los frutos secos, las
leguminosas, el gluten y la leche. Las sensibilizaciones alimentarias objetivadas se
resumen en la Tabla 2. La caracteristica atopica mas comun fue la rino-conjuntivitis con
algunos casos de asma y dermatitis atdpica. Se destacé la diversidad fenotipica de los
pacientes estudiados, desde pacientes con multiples sensibilizaciones alimenticias y
ambientales hasta pacientes sin rasgo atépico o patologia respiratoria asociada. También
encontramos pacientes cuyos sintomas digestivos fueron peores durante los periodos de

empeoramiento de sus sintomas respiratorios debido a la exposicion al polen

7.3. Resultados del estudio estadistico

Basalmente todos nuestros pacientes presentaron altos niveles de ECP en comparacion
con el estandar normalmente aceptado, con niveles promedio de 34.253 ug / mL *
26.3725. Primero analizamos los cambios en los niveles de ECP para los 19 casos

inicialmente incluidos en el estudio sin correccion de posibles transgresiones de la dieta o
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muestras de sangre tomadas en periodo estacional, y observamos una reduccidon no
estadisticamente significativa de los niveles de ECP a 23,663 ug / + 14,692 (p = 0,052).
Sin embargo, cuando se incluyeron sélo los 16 pacientes que siguieron los protocolos con
respecto a las transgresiones dietéticas y obtencion de las muestras de sangre sin
sintomas respiratorios, observamos una media de ECP pre-dieta de 37,3875 + 26,66871 y
una media ECP posterior a la dieta de 21,4688 + 10,56325, que son significativamente

diferentes (P <0,001) (Figura 1).

7.4. Respuesta clinica

15 de los 19 pacientes mostraron una respuesta Optima a las dietas especificas y
permanecieron asintomaticos sin tratamiento farmacoldgico. Esta respuesta se evaluo
mediante el E0O-QOL-A (cuestionario de calidad de vida de pacientes con EoE) [19]. De
los 4 pacientes restantes, se indicaron dietas empiricas de 6 alimentos [20] en 2
pacientes, ya que no se establecio sensibilizacién o no respondieron a dietas especificas;
Uno de estos pacientes no respondi6 a la dieta, y el otro no pudo mantenerla. En ambos
casos, estos pacientes continuaron el tratamiento con  corticosteroides
inhalados/deglutidos e inhibidores de la bomba de protones (IBP). Los otros dos pacientes
continuaron con IBP solo. Dos pacientes en seguimiento necesitaron tratamiento
sintomatico durante el periodo estacional y siguieron la dieta especifica durante el resto
del afio. Uno de los pacientes que respondio a la dieta especifica presentd la resolucion
de las bandas en mucosa observadas en el primer estudio endoscopico. Nuestra intencion

es repetir el estudio endoscépico con el resto de los pacientes incluidos.
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8. Discusion y conclusiones
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8.1. DISCUSION

Nuestro estudio muestra que la ECP puede ser un biomarcador util para el seguimiento de
pacientes con EoE tratados con dietas especificas. Somos conscientes de que el pequefio
tamafio de la muestra no nos permite extrapolar més all4 la eficiencia de las dietas

utilizadas.

Hasta ahora, la mayoria de los estudios publicados anteriormente en referencia al uso de
ECP como biomarcador para el seguimiento de pacientes en tratamiento con dietas
muestran disminuciones consistentes pero no significativas en los niveles de ECP
después de las dietas. Sin embargo, hay que destacar otras publicaciones en las que
ECP y otros marcadores han mostrado disminuciones significativas en respuesta al
tratamiento farmacolégico con corticosteroides o IBPs [21, 22]. Como se discute en estas
publicaciones es imprescindible lograr un control adecuado de nuestros pacientes
mediante el uso de técnicas no invasivas que pueden ser utilizadas en la practica clinica
normal. En este sentido, la ECP parece ser un buen marcador de inflamacién si las

determinaciones se realizan correctamente.

La EOE es una entidad compleja caracterizada por la variedad de fenotipos. Afecta
predominantemente a hombres entre 30 y 40 afios de edad, y generalmente se
diagnostica al menos tres afios después del inicio de los sintomas y en clara relacion con
la sensibilizacién a alimentos y aeroalérgenos ambientales [23]. Sin embargo, es cada vez

mas evidente que la EoE puede ser una entidad infradiagnosticada con diagnadstico tardio.
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Este retraso pone de relieve la importancia de buscar activamente pacientes con sintomas
compatibles, ya que el diagnostico precoz es fundamental para evitar el desarrollo de
complicaciones, como la impactacién del bolo alimenticio. Segun nuestra experiencia, los
médicos deben sospechar esta condicion si los pacientes informan episodios de
impactacion de bolo alimenticio o si se detectan sensibilizaciones alimenticias "atipicas"
para el adulto como la leche, el huevo y el gluten. El paciente debe entonces ser derivado
a un especialista de la medicina digestiva para el estudio endoscépico y poder confirmar

el diagnéstico de sospecha.

Estudios recientes [24] han profundizado en el tratamiento de pacientes con EoE. Cabe
destacar que se puede lograr mejoria clinica e histolégica en un 50,5% y 60,8%
respectivamente, de los pacientes utilizando solo IBPs. El tratamiento con esteroides
topicos (particularmente fluticasona y budesonida) también es eficiente. El tratamiento
dietético conduce a una mejoria en los pacientes, con dietas empiricas y elementales de 6
alimentos siendo mas eficientes que las dietas desarrolladas en base a los resultados de
las pruebas de alergia. La eficiencia de este ultimo tipo de dieta es bastante variable

segun la literatura (de 30 a 70%) [25].

Por lo tanto, existe un amplio abanico de posibilidades de tratamiento y manejo de
pacientes EoE, lo que hace fundamental escoger la mejor opcion en cada caso en

particular [26].

Aunque el tratamiento con IBP o corticosteroides topicos permite un buen control de los
pacientes, no es deseable depender de este tipo de tratamiento durante toda la vida. Hay
gue destacar que el uso indiscriminado y mantenido de los inhibidores de la bomba de
protones se ha asociado a fenomenos no deseados como el incremento del riesgo de

osteopenia, osteoporosis, fracturas, neumonia nosocomial o problemas como la baja
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absorcion de vitamina B12 o de magnesio [27]. Por su parte, los corticoides inhalados-
deglutidos pueden condicionar problemas de infecciones fungicas, que pueden ser
molestas para los pacientes (afortunadamente al tratarse de administracion topica, no se

observan efectos adversos de caracter sistémico en estos casos).

Por lo tanto, es preferible establecer una dieta que permita a los pacientes controlar su
condicion a largo plazo sin depender del tratamiento cronico. Como se discutid
anteriormente, la variabilidad fenotipica de EOE hace imposible formular reglas de
tratamiento simples. Se debe establecer un perfil para cada paciente con esofagitis, y los
tratamientos deben ser adaptados en cada caso. En base en nuestra experiencia, las
dietas especificas fueron méas aceptadas por los pacientes, ya que son mas faciles de
seguir que las dietas empiricas de 6 alimentos o las elementales (inviables en adultos).
Lamentablemente, este enfoque no siempre es posible. En los casos en que pudimos
establecer dietas con respuesta clinica y disminucién en los niveles de ECP, estamos
reintroduciendo secuencialmente los alimentos en cuestion (inicialmente gluten o
legumbres cocidas). Se esta evaluando cada respuesta en particular asi como la
posibilidad de repetir el estudio endoscépico después de un cierto periodo de tiempo para

evaluar la respuesta y concordancia entre histologia, mejoria clinica y reduccién de ECP.
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8.2. CONCLUSIONES

Creemos que la determinacion seriada de ECP es (til para el seguimiento de pacientes
con EOE, siempre que se eviten factores de confusion tales como infecciones,
agudizaciones de dermatitis atépica, transgresiones alimenticias o sintomas respiratorios,
aungue somos conscientes de que los sintomas perennes pueden obstaculizar la utilidad
de este biomarcador en muchos casos. Se necesitan mas estudios y baterias con mas

pacientes para comprender mejor esta patologia.
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. Abstract

Background: Ecsincphilic esophagitis (Eof) is a complex pathoogy. Atternpts have been made in order to relate Eok
with the intake of certain food. The problem is to establish which foods are really involved in the pathophysiology of this
condition and to objectify a reliable inflammation biomarker for the follow-up of patients undergoing pharmacological
treatrment and/or diets. Our aim is to assess the food sensitization profile of patients with objective diagnosis of EoE and
objectify the utility of ECP as an inflammation biomarker for the follow-up of patients with EoE treated with specific diets,
based on the hypothesis that we will observe a decrease and clinical improvement after maintenance of these diets.

Methods: A total of 19 subjects were induded between 1 January 2012 and 30 June 2015, Diets based on allergy testing
were established. Prior to the initiation of the diets, baseline ECP was determined. Appointments were arranged for the
patients between 4 and & months later to assess the clinical response to the spedfic diets and to request a second blood

sample for blood counts and serum ECP levels to compare with the previous baseline.,

Results: 19 patierts diagnosed with EcE (12 males and 7 females) between January 2012 and June 2015, aged
between 17 and 68 (33.52; 5D 13.67 years), were included consecutively, 15 of whom showed optimum response to
specific diets based on allergy testing. A statistically significant difference ECP decrease was observed in our patients.
Discussion: Until now most of the studies previously published in reference to the use of ECP as a biomarker for
monitoring patients on treatment with diets show consistent but insignificant decreases in ECP levels. However, ECP
seems to be a good marker of inflammation if the determinations are performed avoiding confounding factors.

Conclusion: The serial determination of ECP is useful when monitoring patients with EoE treated with specific diets.

Keywords: Eosinophilic esophagitis, Ecsinophil cationic protein, Spedific diet

Background

Eosinophilic esophagitis (EoE) can be caused by immuno-
globulin E (IgE)-mediated, non-IgE-mediated or mixed food
sensitization mechanisms. EoE is characterized by the pres-
ence of eosinophil infiltration in the oesophagus, with periph-
eral eosinophilia observed in ~50% of cases. EoE has no
pathognomonic clinical manifestations, & more common in
men, and can manifest at any age [1]. In children, the most
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frequent manifestaions are feeding difficulties, growth
disorders, vomiting and abdominal pain. In adults, the most
frequent manifestations are dysphagia, gastroesophageal refh,
abdominal pain and impaction episodes of the alimentary
bolus. Furthermore, an important issue is the lack of correl-
ation between symptom intensity and tissue inflammation.

In patients with dysphagia, endoscopy and anatomo-
pathology testing can confirm cases of EoE in 15 to 35% of
cases [2]. However, reliable inflammatory biomarkers need
to be identified to limit the number of invasive endoscopies
needed for the adequate monitoring of EoE patients.

@ The Author(s) 2017 Open Access This article i distributed under the terms of the Creative Commaons Attribution 4.0
International License (htt o/ creativecommaons.angficensesby 4.0, which permits unrestricted use, distribution, and
repradudion in any medium, pravided you give appropriate credit to the odginal authors) and the source, provide a link to

the Creative Commeans license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(hitt e/ creat vecomm ans.org fpublicdomain/zera 1.0/ applies to the data made available in this anticle, unless atherwise stated.
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It is now acknowledged that EoE requires interdisciplinary
management by gastroenterologists, allergists and anatom-
ical-pathologists. Objective sensitization to food allergens is
fundamental to establishing diets that avoid the evolution of
oesophagitis to fibrosis and the development of cesophageal
stricture  states that can ftrigger serious complications,
including impaction and possibly oesophageal perforation

Eosinophilic cationic protein (ECP) is a highly cationic
protein with numerous biological functions and cytotoxic
effects, and it is stored by eosinophils and accumulated by
neutrophils. ECP levels can be measured in many biological
fluids, and though it is most commonly used to study
asthma [3], ECP may also be a useful marker for monitor-
ing EoE. In particular, better testing methods are needed in
the context of food avoidance diets, which are often com-
plex and involve multiple testing steps after the sequential
reintroduction of each type of food. Previous studies have
described short patient series in which ECP appears to be a
useful biomarker (determined in blood or faeces). However,
further studies are needed involving larger sample sizes to
determine the usefulness of ECP as a biomarker, not only
for initial avoidance but also for the reintroduction of each
kind of food and subsequent monitoring of EoE patients.

The aim of this study was to better characterize a
number of previously identified biomarkers, including
IgE [4] and ECP [5] levels. We seek to establish the
usefulness of ECP for the monitoring of patients with
EoE under treatment with specific exclusion diets. Con-
sidering that ECP levels can vary due to many factors,
particularly those associated with respiratory pathologies
or poorly controlled diets, one of our priorities was to
eliminate these confounding factors prior to characteriz-
ing this biomarker as a patient monitoring tool.

Methods

Study design

To determine the usefulness of ECP as a biomarker, the
following hypothesis was suggested based on our cinical
experience: Serum ECP levels will significantly decrease
after recommended specific diets have been established fol-
lowing objective food sensitization by means of skin tests
or specific IgE. Furthermore, we expect the objective de-
crease to correlate with clinical improvements and possibly
with the cessation of symptomatic treatments with proton-
pump inhibitors or swallowed/inhaled corticosteroids.

The study included adult and adolescent patients referred
by a digestive medicine specialist with an objective diagno-
sis of EoE, which was based on currently accepted metrics
(15 or more eosinophils per oesophageal mucosal biopsy
field) [1]. A total of 19 subjects were included between 1
January 2012 and 30 June 2015. During the initial appoint-
ment, relevant medical history information was gathered,
and skin tests were performed with complete batteries of
standard aeroallergens (23 items) and food allergens (62
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items) (prick tests were performed using standardized aller-
gen extracts from Bial Aristegui® Laboratories). Patients
were then referred to a hospital laboratory for a blood sam-
ple to be taken to establish IgE levels specific to food, blood
count and serum ECP (baseline prior to establishing rele-
vant specific diets). Patients were informed that the blood
sample had to be taken when the subject had no respiratory
symptoms compatible with rhinitis or asthma and no active
infection; the blood sample collection took place outside
the relevant aggravation period in each case (in relation to
aero-allergen sensitization). Appointments were arranged
for all patients to discuss the results of their tests and to
recommend specific diets. We indicated to our patients the
avoidance of food whose sensitization had been objectified
by skin tests, specific IgE levels higher than 0.35 kUA/L as
well as foods with cross-reactivity with pollen to which the
patients were sensitized (mainly fruits and the solanaceae
family). After the diets had been established, appointments
were arranged for the patients between 4 and 6 months
later to assess the clinical response to the specific diets and
to request a second blood sample for blood counts and
serum ECP levels to compare with the previous baseline.
The characteristics of patients induded in the study with
analytical values and endoscopic findings are summarized
in Table 1.

Table 1 Characteristics of patients included in the study with
analytical values and endoscopic findings

Number of patients 19
Men/Women 12/7 (63.15%/36.85%)
Age 3352+ 1367
Asthma 4 (21%)
Rhinoconjunctivitis 12 (63.15%)
Atopic dermatitis 5 (263%)
Mergallergens 13 (68.4%)
Food allergies 16 (84.29)
Overall clinical response to diet

Improvement 15 (799)

Mo response 1 (5.22%)

Mat included 3 (15.78%)
Endoscopic findings

Eosinophil in biopsies (n/hpf) 2206+ 534

Inflammatory phenotype 9 (4736%)

Stenosing phenotipe 4 (219)

Mixed phenatype & (31,64%)

Analytical values
Totl ig
ECP Pre diet (pg/mL)
Easinophils in perpheral blood

25553 £272.26
3425+ 637
34333 +17783

70



Domeénech Witek et al World Allergy Organization Journal _###HERRHRE

Patients who did not follow the eriteria of providing blood
samples during a period without respiratory symptoms or
outside the aggravation period (the majority of samples were
taken in August, December and January) were excluded
Furthermore, patients who had previously started diets prior
to consultation were not included in the study.

Patients were told to continue with their symptomatic
treatments as directed by their gastroenterologists for 2 to
3 months and then to stop the treatment and continue
with the diets alone if they began to see improvements.

Histological and endoscopic studies

Endoscopic procedures were performed by an experienced
gastroenterologist using a flexible 8.5 mm gastroscope with
a 2.8 mm work channel (EG-530 FP Fujinon, Fujifilm
Corporation. Tokyo, Japan). Biopsies were performed using
conventional forceps (Radial JawTM 4 Boston Scientific,
Proparck, Costa Rica). No complications were observed as
a result of the endoscopic procedures or biopsies per-
formed. The histological study was performed only to have
a confirmed diagnosis of EoE, not carrying out a control
study after the maintenance of the indicated diets.

Biopsy specimens were sent to the Pathology Depart-
ment, where they were formalin-fixed and paraffin-
embedded. Serial sections were then performed using a
microtome and stained with eosin haematoxylin. EoE
was diagnosed in cases with 15 eosinophils/hpf or more
in at least one high-power field (HPF).

Analysis

Comparisons were performed using non-parametric
tests of paired samples. Each individual was compared
to their baseline measurements. Continuous variables
(ECP) are expressed in mean + SD values, and the Wil-
coxon rank test was used to contrast hypotheses regard-
ing continuous variables for pre- and post-diet. Graphs
show box plots with median and interquartile ranges.

Results

Epidemiological data

Nineteen patients diagnosed with EoE (12 males and 7
females) between January 2012 and June 2015, aged be-
tween 17 and 68 (33.52; SD 13.67 years), were included
consecutively. The epidemiological variables are summa-
rized in Table 1.

Clinical data

Most of our patients presented food sensitization, and we
observed atypical food allergies, being the most prevalent
allergy to nuts, legumes, gluten and milk. Objectified food
sensitizations are summarized in Table 2. The most com-
mon atopic feature was rhino-conjunctivitis with some
cases of asthma and atopic dermatitis. The phenotypic di-
versity of the patients studied, from patients with multiple
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Table 2 Food sensitization objectified by percentage of each
kind of food

Muts 9%
Rice/Vegetables 19%
Gluten 18%
Milk 13%
Peach 1%
Egg %6
Banana/Kiwi B
Fish 2%
Meat <1%
Anisakis

Solanaceae

Cocoa

Other fruits

food and environmental sensitizations to patients with no
atopic trait or associated respiratory pathology, was note-
worthy. We also encountered a number of cases in which
patients said their digestive symptoms were worse during

aggravation periods of their respiratory symptoms due to
pollen exposure.

Analytical values

At baseline, all our patients presented with high ECP
levels compared with the normally accepted standard [6],
with average levels of 34253 pg/mL + 26.3725. We first
analysed changes in ECP levels for the 19 cases initially
included in the study without correction for possible diet
transgressions or blood samples taken in a seasonal
period, and we observed a non-statistically significant
reduction in ECP levels to 23.663 (pg/mL) + 14692 (p=
0.052). However, when we included only the 16 patients
who followed the protocols regarding dietary transgres-
sions and blood sampling without respiratory symptoms,
we observed a pre-diet ECP mean of 37.3875 + 26.66871
and post-diet ECP mean of 21.4688 + 10.56325, which are
significantly different (p < 0.001) (Fig. 1).

Clinical response

Fifteen of the 19 patients showed optimal responses to
their specific diets and remained asymptomatic without
pharmacological treatment This response was assessed
using the EoO-QOL-A (Adult ecsinophilic cesophagitis
quality of life questionnaire) [7]. Of the 4 remaining pa-
tients, empirical diets of 6 food items [8] were indicated
in 2 patients, as sensitization was not established or they
did not respond to specific diets; one of these patients
did not respond to the diet, and the other could not
maintain it In both cases, these patients continued treat-
ment with inhaled corticosteroids and proton-pump in-
hibitor (PPIs). The remaining two patients continued
with PPIs alone. Two respondent patients required

71



Doménech Witek et al World Allergy Organization Journal _#### R

Page 4of 6

i

A

1

BASELINE ECP

Fig. 1 Significant differences between baseline ECP levels (34.25 (pg/mb) + 2637) and ECP levels after diets (21.46 + 10.56)
LS

ECPAFTER DIET

symptomatic treatment during the seasonal period and
followed the specific diet for the rest of the year. One of
the patients responding to the specific diet presented
resolution of the mucosal banding observed in the first
endoscopic study. Our intention is to repeat the endo-
scopic study with the remainder of the included
patients.

Discussion

This study shows that ECP may be a useful biomarker for
monitoring EoE patients being treated with specific diets.
We are aware that the small sample size does not allow us
to extrapolate beyond the efficiency of the diets used.

Until now most of the studies previously published in
reference to the use of ECP as a biomarker for monitoring
patients on treatment with diets show consistent but in-
significant decreases in ECP levels following diets. How-
ever, we should highlight other publications in which ECP
and other markers have shown significant decreases in re-
sponse to pharmacological treatment with corticosteroids
or PPIs [9-11]. As discussed in these publications it is im-
perative to achieve an adequate control of our patients
through the use of non-invasive techniques that can be
used in normal clinical practice. In this sense the ECP
seems to be a good marker of inflammation if the determi-
nations are performed correctly.

EoE is a complex entity characterized by a variety of
phenotypes. It predominantly affects men between 30
and 40 years old, and it is generally diagnosed at least
three vyears after the start of symptoms involving
sensitization to food and environmental aeroallergens

[12]. However, it is becoming increasingly apparent that
EoE may be an under-diagnosed entity with a late diag-
nosis. This delay highlights the importance of actively
searching for patients with compatible symptoms, as
early diagnosis is fundamental to avoiding the develop-
ment of complications, such as impaction of the alimen-
tary bolus. In our experience, doctors should suspect
this condition if patients report episodes of choking or if
one detects “atypical” adult food sensitizations such as
milk, egg and gluten. The patient should then be re-
ferred to a digestive medicine specialist for endoscopy
and biopsy to confirm the suspected diagnosis.

Recent studies [13] have further described the thera-
peutic management of patients with EoE. It is note-
worthy that clinical and histological improvements can
be achieved in 50.5 and 60.8% of patients, respectively,
using PPIs alone. Treatment with topical steroids
{particularly fluticasone and budesonide) is also efficient.
Dietary treatment leads to improvement in patients, with
6-food empirical and elemental diets being more effi-
cient than diets developed based on allergy test results.
The efficiency of the latter diet type is quite variable
according to the literature (from 30 to 70%) [14].

Therefore, there are a number of management and
monitoring solutions available for EoE patients, which
makes selecting the best option for each patient very im-
portant [15].

Although treatment with PPIs or topical corticoste-
roids allows for good control of patients, life-long de-
pendency on this type of treatment is not desirable.
Establishing a diet that allows patients to control their
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condition in the long term without depending on
chronic treatment is preferable. As previously discussed,
the phenotypic variability of EoE makes it impossible to
formulate simple treatment rules. A profile must be
established for each patient with esophagitis, and the
treatments must be adapted in each case. Based on our
experience, specific diets were most widely accepted by
patients, as they are easier to follow than the elemental
{unfeasible in adults) and 6-food empirical diets. Unfor-
tunately, this approach is not always possible. In cases in
which we were able to establish diets with clinical re-
sponses and a decrease in ECP levels, we are sequentially
reintroducing the foods in question (initially gluten or
cooked legumes). We observed responses in each case
and assessed the possibility of repeating the endoscopic
study after a certain period of time to assess the re-
sponse and concordance between histology, clinical im-
provement and ECP reduction.

Conclusions

We believe that the serial determination of ECP levels is
useful for monitoring most patients with EoE, given one
avoids confounding factors such as infections, acute
atopic dermatitis, dietary transgressions or respiratory
symptoms, although we are aware that perennial symp-
toms may hinder the utility of this biomarker in many
cases. More studies and batteries with more patients are

needed to better understand this pathology.

Study limitations

Owr study has two important limitations: the small num-
ber of patients and the absence of a histological study
after the establishment of the diets and ECP measure-
ment. We are currently including more patients, al-
though this is complicated by the low prevalence of this
disease. Although an anatomo-pathological study is de-
sirable as a gold standard, it is ethically questionable to
subject an asymptomatic patient to an invasive tech-
nique with potential complications. We must remember
that most of our patients remain asymptomatic without
pharmacological treatment.

Abbreviations
ECP: Eosinophil cationic pratein; EoE: Eosinophilic esophagitis; PPL Proton
pump inhibitor
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10.2 TABLAS y FIGURAS

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio con valores analiticos y

hallazgos endoscépicos.

Tabla 2. Sensiblizaciones alimentarias objetivadas expresadas en porcentaje por

alimento.

Figura 1. Diferencias significativas entre los niveles basales de ECP (34,25 ug/ mL)

26,37) y tras las dietas (21,46 + 10,56).
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TABLA 1

NuUmero de pacientes
Hombres/Mujeres

Edad

Asma

Rinoconjuntivitis
Dermatitis atopica
Aeroalergenos

Alergias alimentarias
Respuesta clinica a las dietas
Mejoria

No respuesta

No incluidos

Hallazgos endoscopicos

Eosindfilos en biopsia (n/hpf)

Fenotipo inflamatorio
Fenotipo estendtico
Fenotipo mixto
Valores analiticos

IgE total

ECP Pre dieta (ug/mL)

Eosinofilia en sangre periférica

19
12/7 (63.15 %/36.85 %)
33.52 + 13.67

4 (21%)

12 (63.15%)

5 (26.3%)

13 (68.4%)

16 (84.2%)

15 (79%)
1 (5.22%)
3 (15.78%)

22,06 + 5,34

9 (47.36%)
4 (21%)
6 (31,64%)

255,53 + 272,26
34,25 + 26,37
343,33 £177,83
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TABLA 2

Frutos secos

Arroz/Legum.

Gluten
Leche
Melocoton
Huevo
Platano/Kiwi

Pescados

Carnes
Anisakis
Solanaceas
Cacao
Otras frutas

19%
19%
18%
13%
11%
9%
8%
2%
<1%
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FIGURA 1
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ANEXO 10.3
HOJA DE INFORMACION PARA PACIENTES/CONSENTIMIENTO INFORMADO.

PROYECTO (CODIGO EOE-1):

“ESTUDIO DE LA VALIDACION DE LA PROTEINA CATIONICA EOSINOFILICA EN EL
SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON ESOFAGITIS EOSINOFILICA EN TRATAMIENTO
CON DIETAS DE EXCLUSION ESPECIFICAS”

Tengo constancia de que he sido diagnosticado/a de ESOFAGITIS EOSINOFILICA, una
enfermedad de reciente conocimiento caracterizada por la inflamacién de la mucosa
esofagica causada por entre otros factores, la ingesta de ciertos tipos de alimentos a los
gue el paciente puede o0 no estar sensibilizado.

Se trata de una entidad en la que el diagnéstico esta perfectamente establecido pero en la
gue existen dudas en términos de seguimiento y sobretodo, en lo que se refiere a la
duracion del tratamiento con farmacos y a la recomendacion de dietas, que pueden ser
empiricas o basadas en la realizacion de pruebas de alergia.

Numerosos investigadores intentan en la actualidad aclarar este punto para recomendar
la mejor forma de seguimiento y tratamiento a los pacientes con esofagitis eosinofilica.

De este modo consiento que se realice el DIAGNOSTICO y SEGUIMIENTO de mi
enfermedad (en lo que se refiere a control de sintomas, pruebas alérgica y peticiones
analiticas) en la SECCION DE ALERGOLOGIA del H.G.U de ELDA asi como en el resto
de las unidades, servicios o secciones pertinentes (normalmente MEDICINA DIGESTIVA
y ANATOMIA PATOLOGICA). Asi mismo consiento que los datos clinicos y analiticos
derivados del estudio realizado (y sin que nunca trasciendan mis datos personales,
nombre, apellidos, direccidén y en general informacion personal no pertinente al estudio)
puedan ser publicados para que otros pacientes en seguimiento puedan beneficiarse del
desarrollo de nuevos protocolos para el diagnéstico y seguimiento de pacientes con
esofagitis eosinofilica.

Paciente: Facultativo responsable/Investigador.
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ANEXO 10.4

CUESTIONARIO DE CALIDAD DE VIDA (INGLES)

Appendix S1. Items for each subscale of the Adult Eosinophilic Oesophagitis Quality of Life.

Eating/Diet I have to be very cautious about eating.

Impact I am always thinking about food.
I spend a lot of time planning my meals.
I worry about never being able to eat normally again.
I find myself spending more money on food because of EoE.
I find it time consuming to read food labels and shop at special stores.
I have difficulty finding foods I can eat.
| feel frustrated that | cannot eat what | want because of EoE.
I find it embarrassing when | have to make special requests at restaurants.
| worry about going to new restaurants for fear of eating something |
shouldn’t.

Social Impact | feel embarrassed when | have a choking episode in public.

I try to hide choking episodes so that other people do not realize what is
happening.

| feel embarrassed if | need to spend a long time in the bathroom trying to
resolve a choking episode.

I worry about scaring other people around me when I have an attack.

| feel frustrated when people think | cause my own choking episodes by
eating too fast or taking too big of bites.

I worry that | cause my family members anxiety when | have an attack.

| feel embarrassed if | need to leave the table abruptly during a meal.

Emotional Impact

| find EOE to be a stressful disease.

| feel like my life is less enjoyable because of EoE.

My daily life does not feel normal.

| feel helpless because of my disease.

| feel angry that | have this disease.

I find myself getting nervous or anxious before a meal.

| feel isolated from others because of my disease.

I have a difficult time explaining the disease to my family in order to ease
their concerns.

Disease Anxiety

I worry about the future with this disease.

I worry about the side effects of my medications long-term.

I worry that my disease will get worse.

I worry about having to be on medications for the rest of my life.

I worry about never identifying the trigger or root cause of my EoE.
I have anxiety because this is a relatively new disease.

I worry that this disease may progress or turn into something else.

Choking Anxiety

| feel panicked or out of control when I have difficulty swallowing.

| fear that I will choke during a swallowing episode.

I worry about when the next choking episode will occur.

| fear that I will not be able to breathe when I have difficulty swallowing.
| fear that I will not be able to resolve my difficulty swallowing using
things that have worked before (e.g. raising my arms over my head,
inducing vomiting).
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CUESTIONARIO DE CALIDAD DE VIDA (CASTELLANO) [28]

Spanish version of EOE-QoL-A Questionnaire

Elija la respuesta que mejor describe su experiencia dia a dia con la esofagitis eosinofilica (EE).
Pregunta

1. Encuentro estresante la enfermedad de EoE

2. Tengo que tener cuidado al comer porque padezco EoE

3. Tengo sensacion de panico o de no poder controlarme al tener dificultades para
tragar

4. Me preocupan los efectos secundarios a largo plazo causados por la medicacion
para la EoE

5. A causa de la EoE, mi rutina diaria no me parece normal

6. Me siento impotente a causa de la EoE

7. Me pongo nervioso o me entra ansiedad antes de las comidas

8. Me asusta no poder respirar cuando tengo dificultad para tragar

9. Me averglienza tener que pedir comidas especiales en los restaurantes

10. Me preocupa tener que seguir un tratamiento para la EOE durante el resto de mi vida
11. Tengo la sensacién de que disfruto menos de mi vida por la EOE

12. Me preocupa que nunca se identifique lo que causa mi EoE

13. Me siento frustrado por padecer la EoE

14. Trato de disimular mi dificultad al tragar para que el resto de la gente no se dé
cuenta de lo que me ocurre

15. Me preocupa que la EoE vaya a mas o empeore

16. Me siento frustrado al no poder comer lo que quiero por la EoE

17. Me preocupa causar ansiedad a mi familia cuando me atraganto

18. El hecho de que la EOE sea una enfermedad relativamente nueva me provoca ansiedad
19. Me siento frustrado cuando la gente piensa que soy yo quien causa mis
atragantamientos por comer demasiado deprisa o tomar bocados demasiado grandes
20. Me preocupa no saber cuando volveré a tener otro atragantamiento

21. Lo paso mal cuando tengo que explicar la EoE a mi familia para que no se
preocupen tanto

22. Me resulta embarazoso el tener que permanecer largo rato en el bafio intentando
solucionar un atragantamiento

23. Me siento aislado de los demés a causa de mi EoE

24. Me preocupa el no poder comer nunca con normalidad por la EOE

25. Me preocupa que cuando estoy fuera de casa no vaya a encontrar comida
adecuada para mi

26. Me preocupa comer en restaurantes por miedo a la contaminacién de los alimentos
27. Paso mucho tiempo planificando mis comidas

28. Encuentro problematico leer las etiquetas de [los envases de] la comida y comprar
en tiendas especializadas

29. Acabo gastando mas dinero en comida por la EoE

30. Me resulta dificil encontrar productos que yo pueda comer por la EoE

Respuestas en escala de 1 a 5 (Nada Poco Algo Bastante Mucho)

81



ANEXO 10.5

PROTOCOLO DE ESTUDIO

Diagnostico objetivado de EoE: Confirmacion AP >15-20 eos/campo.

H2 Completa: Sintomas respiratorios/Desencadenantes alimentarios

Pruebas cutaneas: Baterias completas/exhaustivas para aeroalergenos/alimentos

Estudio analitico:

1. Hemograma completo/VSG.
2. IgE total/IgE especifica (Ampliada).

3. Proteina catidnica eosinofilica sérica (Basal)

Establecimiento de dietas especificas: Alimentos objetivados/React. cruzada.

4/6 meses con dieta estricta

ECP seriada.
Vigilar mejoria clinica.

Pudo suspender tratamiento sintomatico?
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ANEXO 10.6

DOCUMENTOS CEIC
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COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

DEL HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ELDA
Ctra. Elda-Sax, s/n. 03600-Elda. http://www.eida.san.gva.es
Tfno: 96 698 9019 Fax: 96 697 5148. email: ceic_helda@gva.es

Departamento de Eida

Comité de Valoracion Institucional del Hospital General Universitario de Elda
Institutional Review Board of Elda General University Hospital

Fecha | »7 / 03 /2017
Date

Nuimero Protocolo Estudio Clinico | e 4
Clinical Study Protocol Number

Investigador Principal ; Departamento | Servicio de Alergologia del
Principal Tnvestigator | " 1oan Domeneel Witek Department H.G.U. de Elda

Titulo del Proyecto | ESTUDIO DE LA VALIDEZ DE LA PROTEINA CATIONICA EOSINOFILICA COMO
Project Title BIOMARCADOR PARA EL SEGUIMIENTO DE LA EFICACIA DE DIETAS
ESPECIFICAS EN PACIENTES CON ESOFAGITIS EOSINOFILICA.

ASSESSING EOSINOPHILIC CATIONIC PROTEIN AS A
BIOMARKER FOR MONITORING PATIENTS WITH EOSINOPHILIC
ESOPHAGITIS TREATED WITH SPECIFIC EXCLUSION DIETS.

CERTIFICA /CERTIFIES

Que el estudio arriba indicado, habiendo completado satisfactoriamente todos los
requerimientos impuestos por las autoridades de este Pais, incluyendo los de Ia
Declaracion de Helsinki (AMM, 2008) y las Normas de Buena Practica Clinica de la Unidn
Europea,

That the above study, having successfully completed all the requirements imposed by the
authorities of this Country, including those of the Declaration of Helsinki (WMA, 2008) and Norms
of Good Clinical Practice of the European Union,

fue APROBADO por este CEIC
was APPROVED by this IRB

en (fecha) y efectivo hasta (fecha)
on (date) ey and effective until (date) Ly

Dr. D. Alendro Lizaur Utrilla
Secretario/Presidente [Secretary/President]
CEIC Hospital G. U. Elda [IRB Elda G. U. Hospital]

84



)

27

& GENERALITAT VALENCIANA COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
DEL HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ELDA

Departamento de Elda Ctra. Elda-Sax, s/n. 03600-Elda. http://www.elda.san.gva.es
Tfno: 96 698 9019 Fax: 96 697 5148. email: ceic_helda@gva.es

’/%

(ST-3c) DICTAMEN SOBRE ADECUACION ETICA
PARA OTROS PROYECTOS DE INVESTIGACION

Dr. D. Alejandro Lizaur Utrilla
Presidente del Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital General Universitario de Elda

CERTIFICA:

Que en relacion al protocolo de investigacion siguiente:

Titulo:

ESTUDIO DE LA VALIDEZ DE LA PROTEINA CATIONICA EOSINOFILICA COMO BIOMARCADOR PARA EL
SEGUIMIENTO DE LA EFICACIA DE DIETAS ESPECIFICAS EN PACIENTES CON ESOFAGITIS EOSINOFLICA.

Investigador principal: Dr. Joan Domenech Witek
del Servicio: de Alergologia del Centro: Hospital General Universitario de Elda

Este Comité, en su reunién de fecha 27/03/2017, tras la evaluacién realizada en sus aspectos generales y
éticos, y tomando en consideracion las siguientes cuestiones:

1. Cuestiones relacionadas con la adecuacién a los postulados éticos, y especificamente los relativos a
la Declaracién de Helsinki de ia Asociacion Médica Mundial y las Normas de Buena Practica Clinica de la
Unidn Europea.

2. Cuestiones relacionadas con el procedimiento de informacién y obtencién del consentimiento
informado y el plan de reclutamiento.

3. Cuestiones relacionadas con los aspectos generales {(pertinencia, cientificos, metodoldgicos, éticos y
documentacién anexa)

4. Cuestiones relacionadas con la idoneidad del investigador y de sus colaboradores

5. Cuestiones relacionadas con la idoneidad de las instalaciones.

6. Cuestiones relacionadas con los aspectos econémicos.

Este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE para su realizacion en el Servicio de Alergologia del Hospital
General Universitario de Elda por el Dr. Dr. Joan Domenech Witek como investigador principal.

Lo que firmo en ELDA a 28 de marzo de 2017

Fdo., El Presidente
Dr. D. Alejandro Lizaur Utrilla




ANEXO 10.7. DIFUSION DEL ESTUDIO EN EL MOMENTO ACTUAL

El articulo fue publicado como “ORIGINAL RESEARCH” el 23 de marzo del 2017 en la
revista “World allergy organization journal” (ISSN: 1939-4551) . Dicha revista esta
indexada en CAS, DOAJ, Embase, Emerging Sources Citation Index, PubMed, PubMed

Central, SCImago y Scopus.

La revista esta clasificada en Q1 segun la base de datos de SCImago (SJR) (Categoria de
Alergia e Inmunologia). Presenta un percentil 89 en Scopus (Posicion 17 de 162

publicaciones en su categoria) con un “Cite score 2015” de 5.25, SJR 1.940 y SNIP 2.467.

Desde la publicacion (23 de marzo del 2017) hasta la fecha de redaccién del manuscrito
de tesis doctoral se han observado mas de 700 accesos/descargas del articulo (Open
access) consiguiendo una puntuacion “Altmetric” de 13 que situa al articulo en un percentil

87 de atencién en su categoria.

86





