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1. RESUMEN

Contexto:

La proteina catiénica eosinofilica (ECP) ha demostrado ser un util marcador de actividad para un
gran namero de enfermedades inflamatorias eosinofilicas activas. En los ultimos afios hemos
tratado con éxito a pacientes que padecen esofagitis eosinofilica con inmunoterapia dirigida
especifica de alérgenos (AIT) y dieta por diagnéstico de componentes (CRD), los cuales podrian

detectar posibles alérgenos implicados en la esofagitis eosinofilica (EEO0).

bietivo:
Se llevaron a cabo mediciones de ECP después de 3 afios de AIT en pacientes con EEo y tras

dos afos de suspension de este tratamiento sin recaida de la enfermedad, con el fin de evaluar la

ECP como marcador objetivo de mejora de la esofagitis.

Meétodos:

129 con EEo fueron probados para detectar alérgenos ambientales y alimentarios. Se realizaron
analisis histolégicos, botanicos y CRD. Las puntuaciones clinicas y las biopsias endoscépicas se
realizaron cada seis meses durante cinco afios. 15 pacientes sanos y 34 asmaticos por el polen
fueron incluidos como grupos control.

La inmunoterapia dirigida y dieta por diagnostico de componentes se administré a 91 pacientes
con EEo y el tratamiento convencional (inhibidores de la bomba de protones, dieta empirica,
corticoesteroides) en el resto de los pacientes (n=38). Se recogid suero de todos los pacientes
antes de la terapia y después de la supresion del tratamiento. El analisis ciego aleatorizado de
ECP se realiz6 en todas las muestras de tratados (AlT/convencional) y sujetos controles, y se

correlacion6 con hallazgos clinicos y endoscopicos.

Resultados:

Se midieron los niveles mas altos de ECP en pacientes con EEo (media de 46.5 ug/mL) con
respecto a los pacientes asmaticos por el polen (media de 19.19 ug/mL), y superiores en ambos
procesos con respecto a pacientes sanos (p<0.0001). En pacientes tratados con AIT, se observo
una marcada disminucién de la ECP, significativamente mayor gque en pacientes con tratamiento
convencional (p<0.001). Esta mejora se correlacioné significativamente con los hallazgos clinicos

y endoscdpicos de la evolucion favorable de la enfermedad (p<0.001).

Conclusion:
La medicion de la proteina cationica eosinofilica (ECP) puede ser Util tanto para controlar la
eficacia de la inmunoterapia especifica de alérgenos (AIT) en esofagitis eosinofilica (EEo), como

también puede ser utilizada como marcador de actividad de dicha enfermedad.



Palabras clave: Proteina cationica eosindfila, esofagitis eosinofilica, inmmunoterapia con

alérgenos, diagnadstico resuelto por componentes.

2. INTRODUCCION

2.1. EOSINOFILO

El eosindfilo es un granulocito pequefio, que mide 10-15 nanémetros de diametro, de nucleo
tipicamente bilobulado. Es derivado de la médula 6sea y después de abandonarla se diferencia
completamente. Normalmente circula en la sangre en bajas concentraciones, con un 3-6% del
total de granulocitos de la médula 6sea. Tiene un metabolismo muy activo y su caracteristica mas

relevante son los granulos citoplasmaticos (1).

MEDIADORES:

Los eosinofilos producen una serie de mediadores entre los que destacan: en primer lugar, los
preformados, derivados de proteinas granulares, que son almacenados en granulos especificos;
en segundo lugar, los lipidicos, sintetizados de novo; y en tercer lugar la produccion de citocinas
como TNFay IL-5. Los eosindfilos son unos de los principales formadores de leucotrienos en la
inflamacioén alérgica y también producen cantidades significativas de factor activador de plaguetas.
ACTIVACION:

Los eosindfilos se encuentran en estado de reposo en la sangre periférica y los tejidos no
inflamados. Para producir una respuesta inflamatoria efectiva los eosinéfilos primero deben
estimularse, un proceso por el cual las funciones efectoras tales como migracion, adhesion, y
fagocitosis aumentan, y luego ser activados para liberar sus mediadores. Una vez que estan en
los tejidos, los eosindfilos pueden generar sus propias citocinas inductoras de supervivencia, en
concreto IL-5 y GM-CSF, a través de la interaccion entre VLA-4 y VLA-6 y entre fibronectina tisular

y laminina.

Tipos de granulos
a) Granulos primarios.
b) Gréanulos grandes o especificos, también llamados secundarios.

¢) Granulos pequefios.

) Granulos primari

Son de tamafo variable, redondos, forman cristales y no tienen core. Estan localizados en la
membrana del eosindéfilo. Contienen lisofosfolipasa A, proteina que forma los cristales de Charcot-
Leyden (los cuales son caracteristicos del esputo asmatico). Estan presentes en tejidos y liquidos

corporales y constituyen el 5 a 10% de la proteina eosindfila (2).



b) Grénul
Formados por un nuicleo cristaloide y estan rodeados por una matriz. Miden 0.3 a 1.2 nm de
didmetro y estan adheridos a la membrana, contienen 4 proteinas catiénicas eosindfilas basicas.
I. Proteina basica principal (MBP).

Il. Proteina catiénica eosinofilica (ECP).

[ll. Neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN).

IV. Peroxidasa de eosinofilo (EPO) e hidrolasas lisosomales e histaminasa.

y 2 bAsi incipal (MBP):

Constituye el 55% de los granulos de proteina. Tiene toxicidad contra helmintos y estimula la
liberacion de histamina de los basofilos. Es liberada de los eosindéfilos y depositada en la
superficie de parasitos. Destruye a E. coli y células tumorales. Seguramente también tiene un
papel en la hiperreactividad bronquial, causando ciliostasis y exfoliacién de células respiratorias.
El nimero de eosinéfilos en sangre periférica de pacientes con asma se correlaciona con la
concentracién de MBP y la severidad de la hiperreactividad bronquial. La MBP es inhibida por

antagonistas de la calmodulina, inhibidores de fosfolipasa Ay el &cido poliglutamico.
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Consiste en una cadena polipeptidica simple localizada en el cromosoma 14 de los eosindfilos. Se
une a heparina y neutraliza su actividad anticoagulante, por lo que altera la fibrindlisis y acorta el
tiempo de coagulacién del plasma. Es una helmintotoxina més potente, de 8 a 10 veces mas que

MBP, con destruccion completa de Esquistosoma, Trichinella spiralis y Microfiliaria.

[ll. Neurotoxina derivada de eosinofilos (EDN):

Es una potente neurotoxina que puede dafiar duramente las neuronas mielinizadas en animales
de experimentacién. Los pacientes con sindrome hipereosinfilico idiopatico y pacientes con
eosinofilia de liquido cerebroespinal presentan alteraciones neurolégicas que tienen como

sintomas cambios en el patrén de conducta, excitabilidad y déficit de atencién.

IV. Peroxidasa de eosindfilo (EPO):

Es un potente bacteriostatico. Se encuentra en la saliva y en la leche humana. Es el principal
oxidante producido por la eritropoyetina. La produccion de superéxido por los eosindfilos es
incrementada por TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa). Dentro de la morfologia normal del
eosinofilo, también contienen aproximadamente 5 cuerpos lipidicos sin membrana (que son la
fuente principal del acido araquidénico) y ademas ciclooxigenasa y 5-lipooxigenasa que son
requeridas para sintetizar prostaglandinas y leucotrienos. El eosinéfilo al encontrarse en sitios de
respuesta inflamatoria puede tener en su interior decenas de cuerpos lipidicos. Los cristales de

Charcot-Leyden y la proteina basica principal, son los principales marcadores de los eosindfilos.



Contienen arilsulfatasa B y fosfatasa acida. El proceso de degranulacién que ocurre en respuesta
a estimulos especificos, tales como la unién de IgA a los receptores de superficie del eosindéfilo

para IgA, es la liberacién de proteinas granulares citoplasmicas.

EUNCIONES:

Opiniones sobre el papel de los eosinofilos en la salud y las enfermedades han cambiado con el
tiempo. Durante afios se pensaba que mejoraban las respuestas inflamatorias, ahora se cree que
tienen un papel perjudicial. Incluso mas recientemente se ha hecho evidente que los eosinéfilos
son la fuente de una gran gama de citoquinas, varias de las cuales se cree que tienen una funcion
homeostatica, en lugar de una proinflamatoria. Por ejemplo, la observaciéon de que los eosinéfilos
secretan TGFalfa junto con estudios mostrando un aumento del nimero de eosindfilos en
los bordes de las heridas en curacién sugieren que pueden ser importantes en la curacién
de las heridas. Secretan IL-1, expresan receptores para HLA de clase Il y presentan
antigenos a las células T in vitro, lo que sugiere que pueden ser importantes como células
accesorias en reacciones mediadas por células T. Hay evidencia de que los eosinéfilos
disminuyen la tasa de progresion de los tumores solidos, presumiblemente por ser
citotdxicos contra las células tumorales. Sin embargo, también hay pocas dudas de que
los eosindfilos pueden causar dafios tisulares graves bajo ciertas circunstancias. Los
recuentos persistentemente altos de eosindéfilos causan reacciones a medicamentos,
infecciones parasitarias, leucemia eosinofilica y sindrome hipereosinofilico que se asocian
con fibrosis (una afeccién que se presenta con insuficiencia cardiaca y signos

consistentes con una cardiomiopatia restrictiva) (3).

Los eosindfilos se reclutan en el area inflamada en respuesta a los estimulos, modulando la
respuesta inmune a través de la liberacién al medio extracelular de su contenido derivado de
granulos. Se han identificado varios mecanismos de desgranulacion. Los leucocitos
polimorfonucleares contienen cuerpos multivesiculares que generan exosomas que se secretan en

el entorno extracelular. Los exosomas eosinéfilos participan en multiples procesos y mecanismos.

La comprension de que los eosindfilos podrian liberar mediadores proinflamatorios como PAF y
eiconsanoides, y la observacion de que las proteinas basicas del eosindéfilo eran téxicas para el
epitelio de las vias respiratorias ha llevado a un consenso de que los eosinéfilos son una célula
efectora importante para el dafio tisular en el asma y podria causar muchas de las caracteristicas
patoldgicas de la enfermedad. Las células migran al foco inflamatorio y contribuyen al dafio

epitelial y a la remodelacion de las vias respiratorias.



Eosinofilos y asma:

Los eosindfilos juegan un papel importante en la defensa contra las infecciones y son un elemento
clave en el asma y las enfermedades alérgicas. Esta bien establecido que un gran nimero de
eosindfilos junto con células mononucleares son frecuentemente encontrados en y alrededor de
los bronquios en pacientes que han muerto por asma. La aglomeracion inmunoldgica del tejido
bronquial de estos pacientes reveld la existencia de grandes cantidades de MBP depositados en
las vias respiratorias. La presencia de un mayor nimero de eosinéfilos en sangre periférica en
asma crénico atdpico y no atdpico es conocido, aunque esta elevacion no es tan grande como se
ve en otras enfermedades asociadas a eosindfilos, y el recuento de eosindfilos de sangre
periférica es a menudo normal.

Una necesidad primaria de los eosinofilos es la capacidad de migrar de la sangre a los tejidos. La
acumulacion de eosindfilos en las enfermedades alérgicas es probablemente debida a una

combinacion de factores entre los que se incluyen:
« Los patrones de adhesioén selectiva.
» Quimiotraccion selectiva.

» Sobrevivencia prolongada del eosinéfilo bajo la influencia de citocinas generadas localmente.

La plena apreciacién de la magnitud de la implicacion del eosinéfilo en el asma ha venido con el
uso de broncoscopia de fibra éptica para obtener liquido BAL y biopsias endobronquiales de las

vias respiratorias en pacientes con asma leve a moderada.

Hoy en dia, la comunidad cientifica no duda del papel crucial que los eosinéfilos juegan en el
asma. La inflamacidn eosinofilica esta presente en aproximadamente el 50% de los pacientes con
asma y se asocia a mayor gravedad, mayor frecuencia de exacerbaciones y empeoramiento de la
funcion pulmonar. Ademas, un peor control del asma se asocia con el aumento del numero de

eosinofilos en sangre y en esputo.

2.2. PROTEINA CATIONICA EOSINOFILICA

La proteina catiénica del eosindfilo (ECP) es una proteina altamente catidénica con un gran nimero
de funciones biolégicas entre las cuales destaca su funcién citotéxica. Es producida y secretada
por los eosindfilos ante la presencia de numerosos estimulos, aunque puede acumularse tanto en
los eosindfilos como en los neutrdfilos (4).

La ECP puede ser determinada en numerosos fluidos biolégicos y estas se utilizan como
herramienta en la clinica para predecir el comportamiento de los granulocitos eosinofilicos en
enfermedades inflamatorias y alérgicas. La patologia en que la determinacién de ECP ha sido mas
estudiada es el asma. La detallada interpretacion de tales mediciones contribuye de forma
decisiva a la toma de decision por parte de los clinicos para establecer criterios determinados en

cuanto a posibles ajustes de dosis y la monitorizacion de dichas patologias.



CARACTERISTICAS MOLECULARES:

La ECP es una proteina de simple cadena que contiene Zn en su estructura. Su heterogeneidad
radica, en parte, en que la molécula presenta tres potentes sitios de glicosilacion en su secuencia
aminoacidica. Presenta homologia aminoacidica con proteinas de la familia de las ARNasas.
Tiene un gran contenido en arginina, lo que la hace ser una molécula muy afin y propensa a
unirse a moléculas cargadas negativamente como las que se encuentran en las membranas
celulares.

CARACTERISTICAS FUNCIONALES:

La ECP es una potente molécula citotoxica con capacidad de matar diferentes poblaciones
celulares ya sean originarias de mamiferos o no. También le son atribuidas otras funciones
asociadas a alteraciones en el funcionamiento de diferentes sistemas de érganos y numerosos
tejidos en el organismo. Su mecanismo citotdéxico posiblemente sea debido a la capacidad de la
ECP de construir poros en las membranas celulares que permiten el paso de agua y pequefias
moléculas a su interior, lo cual desintegra la pared celular y produce lisis osmética. Otro de los
sitios de actuacion de la ECP es el cerebro.

La ECP presenta efectos no citotéxicos in vitro. Entre ellos destacan la inhibicion de la
proliferacién de la respuesta de células T frente a antigenos, la interferencia en la sintesis de
inmunoglobuinas por las células B y la liberacién de histamina y triptasa por los mastocitos del
corazén y basdéfilos. Todos estos procesos confirman que los eosinéfilos ejercen un efecto
inmunomodulador en el organismo a través de la secrecién de ECP.

Por otro lado, la ECP activa la secrecién de moco en la via aérea, motivo por el cual desempefia
un papel muy importante en los procesos de reparacion de los tejidos y es indicativo de la
presencia de eosindfilos en los tejidos fibréticos. Esto es de importante para comprender el papel
fundamental que tiene la ECP en enfermedades inmunoalérgicas como el asma o la esofagitis
eosinofilica.

Otra de sus funciones recae sobre la coagulacién y la fibrinolisis. Se ha demostrado que, a
concentraciones bajas, la ECP acorta el tiempo de coagulacion por aumento de la actividad del
factor XlI debido a diferentes mecanismos. Con respecto a la fibrinolisis, su papel consiste en el
aumento del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA). También es capaz de interacionar
con diferentes proteinas que actlian en la cascada del complemento.
DETERMINACION EN LAVADO BRONCOALVEOLAR:

El lavado broncoalveolar es una herramienta muy beneficiosa para determinar la inflamacion de la
via aérea. Normalmente, se separan alicuotas de 20 mL de una solucién isot6nica salina de 200
mL para realizar los lavados y se inyectan en los bronquios con ayuda de un broncoscopio de fibra

Optica. El fluido es aspirado posteriormente a cada alicuota y son separadas del resto. Se



centrifuga a 4° y luego se almacena a -20°. Es conveniente no usar grandes volumenes de fluido,

ya que se detectan bajos niveles de ECP por dilucién del material.

2.3. ESOFAGITIS EOSINOFILICA

No hay eosindfilos en la mucosa esofagica sana. Actualmente, la esofagitis eosinofilica (EEo) se
define como una enfermedad esofagica cronica, inmunomediada localmente, caracterizada,
clinicamente por sintomas relacionados con la disfuncion esofagica y, histolégicamente, por
inflamacién predominante con eosinéfilos. La enfermedad se entiende como una entidad clinico-
patolégica, donde los sintomas y la histologia siempre deben considerarse juntos, tanto para el

diagnostico como para el seguimiento o la evaluacién de la respuesta al tratamiento (5).

: iologia:
En los dltimos afios, ha habido un aumento en la incidencia y prevalencia de EEo. En EE. UU. y
Europa, la EEo es la causa mas frecuente de disfagia en nifios y adultos jovenes. En la poblacion
general, se estima que es de aproximadamente 30-52 casos por cada 100.000 habitantes.
Aunque EEo se han descrito en todas las razas y continentes, existe un ligero predominio entre
los caucéasicos. Es més frecuente en hombres que en mujeres (3:1). La edad media en el

momento del diagndstico oscila entre 30 y 50 afios en adultos y 5,4 y 9,6 afios en nifios.

Etiopatogenia:

La esofagitis eosinofilica se considera una enfermedad inflamatoria esofagica asociada con
enfermedades atdpicas. Es causada por una respuesta inmune adaptativa a los antigenos
especificos del paciente, principalmente alimentos.

Se desconoce si EEo esta mediado por IgE o no. El resultado mas probable es la presencia de
linfocitos Th2 con una funcién de barrera esofagica alterada. Las principales citocinas y
quimiocinas implicadas en el reclutamiento y la remodelacion de los eosindfilos son la
linfopoyetina del estroma timico, la interleucina-13 (IL-13), CCL26 / eotaxina-3 y el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B). La disfagia alimentaria cronica, la impactacién alimentaria y
las temidas complicaciones tardias estan en parte relacionadas con la fibrosis subepitelial densa,
probablemente inducida por IL-13 y TGF-.

El deterioro de la barrera epitelial se produce debido a la predisposicion genética, el reflujo y la
ingesta de alimentos. Los alérgenos invasivos y los antigenos microbianos activan el sistema
inmunitario innato y adquirido. Los eosindfilos se degranulan, liberan proteinas téxicas y generan
alteraciones en el ADN extracelular, que sirven como sistema de defensa, pero también causan
dafio tisular. Al liberar diferentes citocinas, los eosinéfilos modulan la inflamacién y promueven su
cronificacion, lo que finalmente resulta en fibrosis, que, a su vez, tiene efectos negativos sobre la

funcion barrera de la piel.



Es una enfermedad compleja, que no sigue el patron mendeliano clasico y produce interaccion de
multiples genes, algunos con un efecto protector y otros como factor de riesgo para la

enfermedad, cuya expresién podria estar condicionada por factores ambientales.

Sintomas:

Los sintomas en EEo se deben a una disfuncion esofagica, que puede aparecer a cualquier
edad. Sin embargo, puede detectarse con mayor frecuencia en nifios y adultos jévenes hasta la 52
década de la vida.

Algunos pacientes presentan sintomas constantemente, otros intermitentemente, permanecen
asintomaticos entre periodos de exacerbacion. Los sintomas pueden estar presentes durante
mucho tiempo (media de 3 a 5 afios) antes de llegar a un diagnéstico de EEo en nifios y adultos,
especialmente si la enfermedad aparece progresivamente.

La presentacién clinica varia segun la edad, evolucionando desde sintomas inespecificos como
dolor abdominal y rechazo de alimentos en pacientes pediatricos hasta sintomas esofagicos mas
pronunciados como disfagia en pacientes adultos.

En nifios en edad preescolar, el rechazo de alimentos y la ingesta de cantidades menores que las
apropiadas para su edad son lo que encontramos mas comunmente. En los escolares, hay que
tener en cuenta el rechazo de alimentos, las dificultades para introducir nuevos alimentos en la
dieta, la preferencia por los liquidos y las dietas blandas, y la tendencia a ser "comedores

lentos". En este grupo de nifios, el dolor abdominal y los vomitos son los sintomas
gastrointestinales mas frecuentes. En nifios mayores y adolescentes, la disfagia y el
estrangulamiento son los sintomas mas notables. La impactacion es mas comun en tales casos
gque a edades tempranas. También mantienen una preferencia por las dietas blandas y la ingesta
de liquidos, tienden a tener una dieta poco variada y pueden mostrar miedo y ansiedad a la hora
de las comidas.

En adultos, la disfagia por sélidos y la impactacion de los alimentos son los sintomas

principales. El dolor en el pecho puede estar asociado con adultos. Sin embargo, algunos de ellos
solo muestran sintomas de ERGE o molestias faringeas inespecificas.

En conclusion, existen diferentes patrones de presentacion clinica que varian con la edad y
pueden enmascararse mediante habitos de adaptacion. Ademas, la gravedad de los sintomas no
se correlaciona necesariamente con la densidad de la inflamacion eosinofilica. En general, los

sintomas por si solos no son suficientes para diagnosticar o evaluar la respuesta al tratamiento.

D anbstico:
Se requiere la presencia de los siguientes criterios de diagndstico para el diagnostico: 1. sintomas
de disfuncion esofagica; 2. inflamacién esofagica eosinofilica, con 215 eosinéfilos por campo de
alta potencia que afecta solo al es6fago; y 3. con exclusion de otras causas de eosinofilia

esofagica.



La endoscopia gastrointestinal superior es la primera prueba de diagnostico que se realiza cuando
se sospecha EEo. Incluye la inspeccién del eséfago, el estbmago y el duodeno, la adquisicién de

biopsias esofagicas de los lugares anteriores y descartar otras patologias.

gt inofil lerai liad :

Los pacientes con EEo generalmente padecen una gran cantidad de trastornos atépicos
concomitantes que incluyen rinitis, asma y eczema. Ademas, las alergias alimentarias mediadas
por IgE son comunes en pacientes con EEo.

Hay casos de pacientes que desarrollaron EEo después de haber sido tratados con inmunoterapia

sublingual con polen y &caros que remitieron con la retirada de la inmunoterapia.

Pronéstico:

En la EEo, el riesgo de desarrollar estenosis esofagica aumenta con la edad vy el retraso en el
diagnéstico y el tratamiento. La esofagitis eosinofilica es una enfermedad crénica; como tal, se
necesita un seguimiento a largo plazo y una estrategia terapéutica. No es potencialmente

mortal; sin embargo, si no se trata puede causar dafio permanente al es6fago. Ademas, como
enfermedad crénica, la calidad de vida se ve sustancialmente afectada siempre que la EEo no se
trate adecuadamente.

Hay una creciente incidencia y prevalencia de EEo. El retraso considerable entre el inicio de los
sintomas y el diagnéstico sugiere que todavia hay médicos que no reconocen la enfermedad, lo

gue puede tener importantes implicaciones clinicas

Tratamiento:

Los tres pilares basicos en el tratamiento de la EEo son los siguientes: medicamentos, dietas de
eliminacién y dilatacion endoscopica. Los dos primeros actlan sobre la inflamacion, y el tercero
actua sobre la fibrosis establecida.

El tratamiento de la EEo podria comenzar con cualquiera de las dos opciones, ya sea
medicamentos o dietas de eliminacion. El primer paso en el tratamiento podria estar constituido
por inhibidores de la bomba de protones (IBP), ya que estos medicamentos son bastante
seguros. En pacientes que no responden a los IBP, el segundo paso podria ser la eliminacién de
dietas o corticoesteroides. El tratamiento debe ser individualizado de acuerdo con las
preocupaciones y estilos de vida de cada paciente o su familia, y puede ser intercambiable con el
tiempo.

Las estrategias terapéuticas a largo plazo y las mejores dosis de mantenimiento para las terapias
farmacoldgicas aln no estan bien definidas. Un enfoque razonable es disminuir la dosis al nivel

mas bajo que mantenga la remision clinica e histolégica hasta que haya mas datos disponibles.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nuestra hipétesis fundamental se centraba en saber si mediante la medicion seriada de proteina
E-cationica en el suero de los pacientes, podamos hacer un seguimiento y evaluar la efectividad
de la AIT en pacientes con EEo.

El objetivo principal es evaluar la ECP como marcador objetivo de mejora de la esofagitis eosinofilica
mediante su medicion en pacientes después de 3 afios de AIT y dos afios de suspension de este

tratamiento sin recaida de la enfermedad.

4. MATERIAL Y METODOS

Se realizaron pruebas a 129 pacientes con EEo para detectar alérgenos ambientales y alimentarios.
Ademas, se realizaron andlisis histol6gicos, botanicos y CRD. Las biopsias endoscépicas y las
puntuaciones clinicas se realizaron cada seis meses durante cinco afios. 15 pacientes sanos y 34
asmaticos por el polen fueron incluidos en el grupo control. A estos pacientes se les proporcion6
informacién suficiente para decidir si recibian tratamiento habitual (corticoesteriodes orales,
inhibidores de la bomba de protones, dieta de 6 alimentos, etc) 0 inmunoterapia dirigida y dieta por
diagnostico de componentes. La hoja de informacion del paciente, el formulario de consentimiento
informado y un nuevo consentimiento informado para el estudio de la biopsia histologica fueron
aprobados por el Comité de ética del Hospital Universitario Rio Hortega.

La inmunoterapia dirigida y dieta por diagnostico de componentes se administro en 91 pacientes con
EEo y el tratamiento convencional (inhibidores de la bomba de protones, dieta restrictiva,
corticoesteroides) en el resto de los pacientes (38). Se recogié suero de todos los pacientes antes
de la terapia y después de la supresion del tratamiento.

Después se compararon los niveles de ECP en el suero de 36 pacientes después de 3 afios de
inmunoterapia y 2 afios de supresion de AIT debido a la resolucion de esta enfermedad (resultados
clinicos y biopsias negativas) con los niveles de ECP en los 38 pacientes que siguieron el
tratamiento convencional.

El andlisis ciego aleatorizado de niveles de ECP se realiz6 en todas las muestras de tratados
(AlT/convencional) y sujetos control, y se correlacionaron con los hallazgos clinicos y
endoscopicos de la evolucién favorable de la enfermedad. Se extrajo sangre para la muestra de
suero de cada paciente, posteriormente se centrifugd en tubos de poliestireno para su
almacenamiento, en lugar de tubos de vidrio (para evitar la disminucién de los valores de ECP).
Las muestras se congelaron en una biblioteca a -20°C hasta el final del estudio (12).

El método elegido para medir los niveles de ECP en suero fue Immulite 2000 ECP Siemens,
aleman, un ensayo inmuno-quimioluminiscente de fase sélida de dos sitios, que se llevaron a cabo
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los valores esperados en nuestro laboratorio en

individuos sanos fueron 8.33 = 5.86 ng/mL. También seguimos el Comité Nacional de
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Procedimientos de Normas de Laboratorio Clinico para la recolecciéon de muestras de sangre
diagnésticas (13).
La técnica de medicidn de los niveles de ECP con Immulite 2000 presenta un rango de calibracién

de hasta 200 ng/m y sensibilidad de 0,2 ng/mL.

Los niveles de ECP se describieron como media + desviacién estandar (SD). Al inicio, se realizé
una prueba post-hoc de ANOVA con Bonferroni para detectar diferencias entre grupos. La prueba
Wilcoxon no paramétrica para muestras emparejadas se utilizé para comparar los medias pre y
posteriores al tratamiento. Para determinar los mejores valores de corte para detectar EEo, se
realizé un analisis de curva de caracteristicas de funcionamiento de recepcion (ROC) y se
calcularon la sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos. Para todas las pruebas, se

establecio un nivel de significancia en p<0.05.

5. RESULTADOS

Antes del tratamiento, los niveles medios de ECP eran mas altos en pacientes con EEo (de 46,6 +
37,7 ng/ml) en relacion con los grupos asmaticos (de 19,2 + 18,9 ng/ml) y en los controles
saludables (de 8,3 + 5,9 ng/ml), con una diferencia intergrupo significativa (p <0,0001).

Ademas, los niveles de ECP fueron mas altos en los pacientes con EEo que en los pacientes
asmaticos por el polen (p <0.001) y en controles sanos (p<0.001), mientras que no se detectaron

diferencias entre sujetos asméticos y sanos (Figura 1).
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Figura 1. Media y niveles de ECP con IC 95% en pacientes con esofagitis eosinofilica, sanos y
asmaticos por polen.
Para detectar EEo al inicio, los valores de ECP mostraron un area bajo la curva de 0,824.

El mejor corte se estableci6é en 13 ng/ml, con una sensibilidad del 90,7% y una especificidad del 67,3%

(Figura 2).

1,0

0,8

o
o
1

Sensitivity

o
»
1

0,2

0.0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Specificity

Figura 2. Andlisis de ROC de curva para detectar EEo mediante la determinacién de ECP (ng/mL).

ECP =20 ng/mL ECP =13 ng/mL

Value (%) | C195% Value (%) CI95%
Sensitivity 75.9 63.6 — 88.2 90.7 82.1-99.4
Specificity 77.6 64.8 — 90. 67.3 53.2-81.5
Positive predictive value 78.8 66.8 — 90.9 75.4 64.1 — 86.6
Negative predictive value | 74.5 61.6-87.4 |86.8 74.8-98.9
Positive likelihood ratio 3.38 1.97-581 |2.78 1.84-4.19
Negative likelihood ratio 0.31 0.19-0.51 0.14 0.06-0.32

Tabla 1. Estudio de prueba diagnostica de ECP para detectar EEo.
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Resulta obvio que lo ideal seria trabajar con pruebas diagnésticas de alta sensibilidad y
especificidad, pero esto no siempre es posible. En general, las pruebas de screening deben ser de
alta sensibilidad para poder captar a todos los enfermos. Una prueba muy sensible sera
especialmente adecuada en aquellos casos en los que el no diagnosticar la enfermedad puede
resultar fatal para los enfermos, como ocurre con enfermedades peligrosas pero tratables, como
los linfomas o la tuberculosis, o en enfermedades en las que un falso positivo no produzca serios
trastornos psicolégicos o econdmicos para el paciente (por ejemplo, la realizacién de mamografia
en el cancer de mama).

Por otra parte, la especificidad se refiere, como se sefialo previamente, a la probabilidad de que
un sujeto sano sea clasificado adecuadamente. En general, las pruebas confirmatorias del
diagnostico deben ser de alta especificidad, para evitar falsos positivos. Los tests de alta
especificidad son necesarios en enfermedades graves, pero sin tratamiento disponible que las
haga curables, cuando exista gran interés por conocer la ausencia de enfermedad o cuando
diagnosticar a un paciente de un mal que realmente no padece pueda acarrear graves

consecuencias, ya sean fisicas, psicologicas o econémicas (por ejemplo, en el caso del SIDA).

La progresion favorable de la enfermedad fue mas frecuente en pacientes con AIT (39/40
pacientes, 97,5%) que en otras terapias (15/27 pacientes, 55,6%) (p<0.001). Los pacientes
tratados con AIT mostraron una disminucion significativa de los niveles de ECP (p <0.001),
mientras que los pacientes con tratamiento convencional mostraron un aumento significativo pero
leve después del tratamiento (Tabla 2).

Por otra parte, esta disminucion significativa de los niveles de ECP se detecto por igual en pacientes
con progresion de la enfermedad favorable o desfavorable (p-0,008 y p <0,001, respectivamente)
(Tabla 2). Ademas, el andlisis de la curva ROC (AUC, 0.441) detecté una ausencia de relaciéon entre
el ECP basal y la progresién de la enfermedad. CI95%, 0.314 — 0.569; pag. 0,372).

N Antes Después Sig.
tratamiento | tratamiento
Todos los pacientes 45 | 41.6 £32.4 | 29.4 £30.3 | <0,001
Pacientes tratados con AIT 26 | 37.7+£295 | 143119 | <0.001
Pacientes no tratados con AIT 19 | 46.8+36.1 | 50.1 +35.6 | <0.001

Tabla 2: Estadisticas de muestras relacionadas de niveles de ECP, en pacientes antes y después

del tratamiento.
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6. DISCUSION

La esofagitis eosinofilica es una enfermedad alérgica reconocida. Actualmente la Unica manera de
diagnosticar la EEo es con una endoscopia y una biopsia del es6fago. Eliminar los principales
alérgenos alimentarios de la dieta antes de cualquier prueba de alergia alimentaria es un
tratamiento aceptado de EEo. Los alimentos excluidos generalmente incluyen: lacteos, trigo, soja,
cacahuete, frutos secos y peces/mariscos. Estas dietas han demostrado ser Utiles en algunos
tratamientos para EEo, aunque pueden ser muy dificiles de seguir. Por lo general, los alimentos se
afiaden de uno en uno con endoscopias de seguimiento para asegurarse de que EEo permanece
controlada, pero la recaida es muy frecuente.

Actualmente, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) no
aprueba medicamentos para tratar la EEo. Sin embargo, se han demostrado medicamentos para
reducir el nUmero de eosindfilos en el es6fago y mejorar los sintomas. Los corticosteroides, que
controlan la inflamacién, son los medicamentos mas Utiles para el tratamiento de la EEo. Ingerir
pequefas dosis de corticoesteroides es el tratamiento mas comun. Existen diferentes formas de
corticoesteroides ingeridos. Al principio, se pueden necesitar dosis mas altas para controlar la
inflamacién, pero las dosis mas altas estan relacionadas con un mayor riesgo de efectos
secundarios.

Inhibidores de la bomba de protones (IBP), que controlan la cantidad de &cido producido, también
se han utilizado para ayudar a diagnosticar y tratar EEo. Algunos pacientes responden bien a los
IBP y tienen una gran disminucién en el nimero de eosinéfilos e inflamacién cuando se realiza
una endoscopia y una biopsia de seguimiento. Sin embargo, los IBP también pueden mejorar los
sintomas de la EEo sin mejorar la inflamacion (6)(7).

La investigacion de los ultimos afios ha contribuido a una mejor comprensién de la evaluaciéon de
la EEo y de la actividad de la enfermedad, pero es necesario avanzar en la evaluacion de
herramientas diagnosticas minimamente invasivas, y nuevos enfoques terapéuticos.

Hemos descubierto que la inmunoterapia dirigida y dieta por diagnostico de componentes era
eficiente en el tratamiento de pacientes con EEo y bien tolerada. El andlisis de biopsias utilizando
métodos de histologia vegetal puede mostrar tubos de polen en la mucosa esofagica. Los
eosindfilos parecian actuar como si estuvieran respondiendo a infecciones parasitarias. El
diagndstico resuelto por componentes (CRD) con microarrays podria detectar posibles alérgenos
involucrados e indicar una dieta de eliminacién e inmunoterapia con alérgenos (AIT).

En toda forma de tratamientos debe ser necesario controlar su eficacia. Los métodos mas
comunes se basan en puntuaciones subjetivas clinicas y endoscopia con biopsia. Propusimos un

método analitico simple, la medicién de niveles de ECP.
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Entre las cuatro proteinas de granulos basicos, la proteina catiénica eosindfila (ECP) ha
demostrado ser un monitor Gtil para muchas enfermedades inflamatorias activas y es producida
exclusivamente por eosinéfilos. Varios estudios reportan altas correlaciones individuales y
grupales entre los niveles de ECP y los sintomas clinicos del asma, como aumentos en el flujo
espiratorio maximo (PEF), capacidad de respuesta de las vias respiratorias con 32-agonista y
espirometria (8)(9). Las muestras séricas atépicas tienen niveles de ECP més altos que las
muestras de control no atépico, incluso cuando el recuento de eosindéfilos circulantes permanece
dentro del rango normal (8). En pacientes asmaticos estacionales, las mediciones de ECP reflejan
cambios en la actividad de la enfermedad a lo largo del afio. Se han notificado correlaciones
significativas entre los niveles de ECP y la hiperreactividad bronquial en pacientes levemente
asmaéticos (10).

Las mediciones séricas de ECP evitan incoherencias inherentes a las evaluaciones subjetivas y
pueden indicar la gravedad de ciertos trastornos de la piel (11)(12).

La naturaleza objetiva de las mediciones ECP séricas presenta una ventaja sobre las medidas
clinicas subjetivas, que son propensos a incoherencias derivadas de la amplia gama en
evaluaciones individuales de investigadores y pacientes.

Varias necesidades no satisfechas deben resolverse urgentemente en la EEo, ya que la blusqueda
de métodos de control de enfermedades no invasivos y biomarcadores para la practica de rutina, el
desarrollo o nuevas terapias, nuevas pruebas de alergia alimentaria para detectar alimentos
desencadenantes, medicamentos y dosis necesarias para la terapia inicial y problemas de
seguridad con la terapia de mantenimiento a largo plazo, entre otros. Ademas, las unidades de
gestibn multidisciplinarias de EEo, incluyendo gastroenterélogos, pediatras, alergélogos,

anatomopatoélogos, dietistas y todo especialista hecesario.

7. CONCLUSIONES

Se ha demostrado que la medicién de la proteina E catidnica puede ser Gtil para controlar la eficacia
de la inmunoterapia especifica como tratamiento en EEo, ya que se puede utilizar como un
marcador de actividad de la enfermedad. De este modo, podria cambiarse la forma de enfocar el
diagndstico y seguimiento de estos pacientes evolucionando hacia un manejo menos invasivo y
mas cémodo tanto para el paciente como para los propios profesionales (pudiendo ademas resultar

en un ahorro econémico importante para el sistema).
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ANEXOS: APROBACION DEL COMITE DE ETICA HOSPITALARIA Y POSTER.
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HIPOTESIS
¢ Es posible que, mediante la medicion seriada de proteina E-catiénica en el suero de los

pacientes, podamos hacer un seguimiento y evaluar la efectividad de la AIT en pacientes
con EEo0?

f OBJETIVO
(C), El propésito de esta investigacién es encontrar un método no invasivo con el que hacer un

- seguimiento a los pacientes que padecen EEo y monitorizar la respuesta al tratamiento con
ﬂiil MATERIAL Y METODOS AIT.
o . . : By
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Asmaticos (34)

Muestras y
resultados 19,2+ 18,9 ng/mL.

(p<0,0001)
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(129)
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Medicién ECP
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Sanos (15)

T TT

Hallazgos endoscopicos en Esofagitis Eosinofilica.
Figura 1. Media y niveles de ECP con IC 95% en pacientes con
‘esofagilis eosinofilica, sanos y asméticos por polen.

41.6+32.4 29.4+30.3 <0,001
26 37.7+295 143+119 <0.001
19 46.8 +36.1 50.1+£35.6 <0.001
Tabla: Estadisticas de muestras relacionadas de niveles de ECP, en pacientes antes y después del tratamiento.
CONCLUSION

Se ha demostrado que la medicion de la proteina E-catiénica puede ser util para controlar la eficacia de la inmunoterapia especifica como tratamiento en EEo, ya que se puede utilizar como

un marcador de actividad de la enfermedad. De este modo, podria cambiarse la forma de enfocar el diagnéstico y seguimiento de estos pacientes evolucionando hacia un manejo menos
invasivo y mas cémodo tanto para el paciente como para los propios profesionales.
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