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RESUMEN

Introduccion

La dermatitis atdpica es una enfermedad dermatologica inflamatoria crénica
caracterizada, principalmente, por la presencia de lesiones eccematosas
acompanadas por prurito y que cursa con exacerbaciones. Su prevalencia ha
aumentado en las ultimas décadas hasta situarse en una de las patologias
dermatologicas mas comunes en nifios. Se estima que, en la actualidad, alrededor
de un 20 % de la poblacion la sufrira en algin momento de su vida. Aunque se
suele desarrollar en la edad infantil, una gran parte de los pacientes contintia
manifestdndola en la edad adulta, ademds de presentar otras comorbilidades
asociadas como asma, rinitis alérgica u otras patologias de tipo inmunolégico. Todo
ello constituye un problema, tanto para el sistema de salud como para la calidad
de vida de los pacientes y sus familias, que supone altos costes y grandes molestias
en el dia a dia del paciente. Las lesiones que provoca la enfermedad pueden
controlarse mediante tratamiento farmacologico y medidas higiénico-dietéticas,
pero estos tratamientos no siempre son eficaces y, en ocasiones, son necesarios
durante largos periodos de tiempo, lo que provoca efectos adversos frecuentes. Por
este motivo, existe una necesidad de tratamientos mas eficaces y seguros. En cuanto
a la etiopatogenia de la dermatitis atopica, estd todavia en estudio y parece que su
causa es multifactorial, contribuyendo a su desarrollo factores genéticos,
ambientales, inmunoldgicos, asi como la integridad de las barreras de la piel y el
intestino. Este ultimo punto esta siendo motivo de interés debido a la hipotesis de
la higiene, que relaciona la dermatitis atopica con la microbiota intestinal, definida
como el conjunto de microorganismos localizados en el tracto digestivo. En este
proyecto de investigacion planteamos la hipdtesis de que la modulacion de la
microbiota intestinal, mediante el uso de un preparado probidtico, ayudard a
mejorar el pronostico y la evolucién de la dermatitis atdpica en poblacion joven.

Método

Cincuenta nifios de entre 4 y 17 afios con dermatitis atdpica y un indice
SCORAD (indice de gravedad de la patologia) de 20 a 40 puntos fueron incluidos
en un estudio de investigacién doble ciego, y aleatorizados en dos grupos de

intervencion segun el tratamiento que recibieron: probiotico o placebo. El



preparado probiotico estaba compuesto por las cepas Bifidobacterium lactis CECT
8145, Bifidobacterium longum CECT 7347 vy Lactobacillus casei CECT 9104,
administrando una dosis diaria de 10° unidades formadoras de colonias y con
maltodextrina como excipiente. El placebo contenia inicamente maltodextrina. Los
pacientes fueron evaluados en un centro especializado en dermatologia, el Centro
Dermatologico Estético de Alicante, y en cada una de las siete visitas del estudio de
intervencion se recogieron los datos del paciente segin un protocolo previamente
establecido. Los principales datos evaluados fueron el SCORAD, el nimero de
brotes de dermatitis atdpica, los tratamientos utilizados y los resultados de las
determinaciones analiticas de una muestra de sangre periférica y heces. Todos los
pacientes firmaron el consentimiento informado y cumplieron todos los criterios
de inclusion y ninguno de exclusion. Al tratarse de menores de edad, los padres o

tutores también firmaron el consentimiento.
Resultados

Tras un periodo de intervencién y seguimiento de 12 semanas, la variable
principal analizada, el indice SCORAD, se redujo un 77,1 % en el grupo probiotico
frente a un 21,7 % en el placebo. Estos datos mostraron unas diferencias
clinicamente muy relevantes con una clara significacion estadistica (p <0,001). Del
mismo modo, el uso de corticosteroides topicos fue menor en el grupo probidtico,
registrandose durante el estudio un menor nimero de dias de utilizacién y de
exacerbaciones. El indice que evaluaba la Impresion Clinica Global del
dermatdlogo fue menor en este grupo probidtico, donde un 91,2 % redujeron este
valor frente a un 20,8 % en el grupo placebo. En cuanto a los pardmetros analizados
en muestras de sangre periférica, no se encontraron diferencias significativas. Por
altimo, se comparo la microbiota intestinal de todos los pacientes al inicio del
estudio con la de la poblacion sana, observandose diferencias claras entre ambas
poblaciones, lo que podria indicar que existe una microbiota intestinal especifica
en pacientes con dermatitis atopica. Tras la ingesta de tratamiento durante 12
semanas, el grupo probiotico experiment6 un aumento de los géneros Eubacterium,
Gemmiger y Collinsella y una disminucion en Faecalibacterium, mientras que el grupo
placebo permanecié sin cambios importantes. No se registraron acontecimientos

adversos graves y su numero fue similar en ambos grupos.



Discusion

Los resultados mostraron una gran eficacia del preparado probidtico en la
mejora de los signos y sintomas de la dermatitis atopica. En este trabajo se han
obtenido mayores diferencias en la respuesta al tratamiento que en otros estudios
clinicos ya publicados debido, posiblemente, a la utilizacion de un preparado
probidtico testado previamente en estudios pre-clinicos y con cepas seleccionadas
especificamente para la patologia. Dos de los tres componentes del SCORAD, la
extension y la intensidad, disminuyeron significativamente. Sin embargo, en los
sintomas subjetivos la diferencia fue menor, ya que el tratamiento habitual
consiguid controlar esta variable en un porcentaje elevado de casos. En los
marcadores de inflamacion, no hubo diferencias estadisticas entre grupos, pero si
una tendencia a disminuir los valores de interleuquinas dentro del grupo
probidtico, posiblemente relacionado con una mayor respuesta. Respecto a la
microbiota intestinal, se identificO una microbiota propia de pacientes con
dermatitis atopica que se modificd considerablemente tras la ingesta del probidtico,
a la vez que mejoraba la situacion clinica del paciente. Futuras lineas de
investigacion se centrarian en estudiar la dosis y tiempo de administracién
correctos de este preparado probidtico, evaluar su efecto en otros rangos de
poblacion como adultos y neonatos, asi como valorar diferentes cepas probidticas

en combinacién o de forma individual.
Conclusiones

El preparado probidtico estudiado, con cepas especificamente seleccionadas,
es un tratamiento coadyuvante eficaz y seguro para el control de la dermatitis
atdpica leve-moderada en una poblacion de 4 a 17 anos. Este tratamiento reduce
los valores del indice SCORAD y de sus componentes, el uso de corticosteroides
topicos, y modula la composicion de la microbiota intestinal acercandola a los

niveles que encontramos en la poblacion sana, tras 12 semanas de tratamiento.

Palabras clave: dermatitis atopica, probidtico, microbiota, SCORAD,

corticosteroides, eczema, infantil.






ABSTRACT

Introduction

Atopic dermatitis is a chronic inflammatory dermatological disease mainly
characterized by eczema, itching and exacerbations. Its prevalence continues
increasing and it is currently one of the most common in children, reaching 20% of
the population. Although it is usually developed in children, a large proportion of
patients manifest it in adulthood, in addition to presenting other associated
comorbidities such as asthma, allergic rhinitis or other dermatological pathologies
related to eczema. All of it constitutes a major problem both in the health system
and in the quality of life of patients and their families, which entails high costs and
great discomfort in day-to-day life. The disease lesions can be controlled by
treatment and hygienic-dietetic measures, but they are not always effective and can
cause adverse effects. Therefore, there is a need for effective and safe treatments.
Additionally, the etiopathogenesis of atopic dermatitis is still under study and it
seems that its cause is multifactorial: genetic, environmental and immunological
factors, as well as the integrity of the skin and bowel barriers contribute to its
development. This last point is being investigated to a greater extent since there
could be an association between atopic dermatitis and intestinal microbiota. This
study hypothesis was that the gut microbiota modulation by probiotics could
produce improvements in the disease symptoms. The aim of this study was to
evaluate the efficacy of a probiotic mix in children with mild to moderate atopic

dermatitis.
Methods

Fifty children between 4 and 17 years old with a SCORAD (severity index of
the pathology) of 20 to 40 points were included in a double-blind and randomized
study into two intervention groups according to the treatment they received:
probiotic mix and placebo. The probiotic mix was composed of Bifidobacterium lactis
CECT 8145, Bifidobacterium longum CECT 7347 and Lactobacillus casei CECT 9104, at
a concentration of 10° colony forming units with maltodextrin as excipient. The
placebo contained maltodextrin only. Seven visits were made in the Centro
Dermatologico Estético de Alicante in which all the patient data were recorded in

the Case Report Forms including SCORAD index, atopic dermatitis flares, other



treatments use and the results of blood and feces samples analysis in order to study
the parameters of inflammation and the composition of the intestinal microbiota.
All patients signed the informed consent and fulfilled all the inclusion and
exclusion criteria. When dealing with minors, the parents or legal guardians also

signed the consent.
Results

At the end of the 12-week follow-up period, the SCORAD index was reduced
by 77.1 % in the probiotic group compared to 21.7 % in the placebo group with a
statistically significant difference (p < 0.001). Similarly, the use of topical
corticosteroids was lower in the probiotic group with fewer days of use and
number of exacerbations. Clinical Global Impression, again, was lower in this
group, where 91.2 % reduced this index compared to 20.8 % in the placebo group.
In analytical parameters, no significant differences were found. Finally, at the
beginning of the study the intestinal microbiota of patients was compared with the
healthy population. Differences between both populations were observed which
suggest that a specific intestinal microbiota in patients with atopic dermatitis exists.
After the 12-week treatment intake, the probiotic group experienced an increase in
the genera Eubacterium, Gemmiger and Collinsella and a decrease in Faecalibacterium,
while the placebo group remained virtually unchanged. No serious adverse events

were recorded, and number was similar in both groups.
Discussion

Results showed a great efficacy of the probiotic in the improvement of atopic
dermatitis signs and symptoms. In this work, greater differences have been
obtained than in previous ones, due to the selection of the probiotic strains mixture
as the optimal ones for the pathology. Two of the three SCORAD components
(extension and intensity) decreased significantly. However, in subjective
symptoms the difference was smaller since the usual treatment managed to control
this variable. In the inflammation markers, there were no statistical differences, but
there was a tendency to decrease interleukin values in the probiotic group.
Regarding the microbiota, an atopic dermatitis specific microbiota was identified,
which was modified after the probiotic ingestion. Future lines of research would

focus on studying the correct dose and time of administration, other population



ranges such as adults and neonates, as well as different combinations of probiotic

strains.
Conclusions:

A probiotic mixture with selected strains is an effective and safe treatment
for the control of mild to moderate atopic dermatitis in a population of 4 to 17 years.
This treatment reduces the SCORAD index values, its components and topical
corticosteroids use and modulates the intestinal microbiota, bringing it closer to the

levels found in the healthy population.

Keywords: atopic  dermatitis, probiotic, microbiota, SCORAD,

corticosteroids, eczema, childish.
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CAPITULO I: INTRODUCCION 33

I - INTRODUCCION

En este capitulo se van a exponer los aspectos relacionados con la dermatitis
atépica, desde su inicio, desarrollo y establecimiento hasta su tratamiento,
incluyendo una descripcion completa de sus caracteristicas demograficas,

analiticas y clinicas.

1.1 DERMATITIS ATOPICA

1.1.1 Definicion

La dermatitis atopica (DA) es la enfermedad inflamatoria crénica cutdnea
mas comun. Estd caracterizada por lesiones pruriginosas y descamativas, xerosis,
inflamacion, prurito intenso y exudado, que frecuentemente se asocia y puede
coexistir con otras enfermedades como asma, rinitis alérgica, alergia a alimentos e

infecciones secundarias recurrentes de la piel (Figura 1). (1, 2)

Figura 1. Ciclo de la dermatitis atopica.

Disfuncion de la

barrera cutanea
Xerosis

Sensibilidad a agresiones

externas

Rascado Prurito
Irritacién y exudado Reaccién inflamatoria

Eczema
Descamacion
Eritema



34 BEATRIZ RUZAFA COSTAS

La denominacion de la DA fue evolucionando hasta llegar al término que
utilizamos actualmente. Primero, en 1891, Brocq y Jacket la denominaron
neurodermatitis con el prurito como principal sintoma; posteriormente, Besnier la
clasifico como prurigo diatésico, eccematoide liquienoide. No fue hasta 1923
cuando Coca y Cooke eligen el vocablo atopia, que deriva del griego a- sin, topos-
lugar, definiéndola como respuesta fuera de lugar, tras contrastar la relacion entre
alergia y asma. Finalmente, Wise y Sulzberger introdujeron el término de

dermatitis atopica en 1933. (3, 4)

1.1.2 Prevalencia

La prevalencia de la DA ha aumentado en todo el mundo en las tltimas
décadas, especialmente en los paises desarrollados donde afecta a un 20 % de la
poblacion. (5) El rapido aumento en la prevalencia se ha atribuido a cambios en el
estilo de vida y en el medio ambiente, por lo que se deriva una alta variabilidad en
los datos obtenidos segin rangos de edad y zona geografica. En general, la
prevalencia de la DA se estima entre un 15 % y un 30 % en los nifios, mientras que
en los adultos oscila entre el 2 % y el 10 %. Algunos autores hablan de una
prevalencia en adultos de hasta el 14 %, puesto que este porcentaje de casos esta

aumentando en los paises industrializados. (6-8)

Respecto a la edad de inicio, los primeros sintomas se desarrollan
habitualmente durante la infancia. En el 60 % de los casos se presentan en el primer
ano de vida, y en el 85 % antes de los 5 afios, de los que al menos un tercio contindian
manifestando la enfermedad en la edad adulta, llegando al 50 % en algunos paises.
En el resto de los casos, la enfermedad se comporta como auto resolutiva y mejora

después de la pubertad. (9)

También puede tener un inicio mas tardio, conocido como inicio adulto de la
DA, cuya frecuencia mas aceptada es de un 5 a un 10 %, con mayor prevalencia
entre los 20 a 40 afos. (8, 10) Esta variabilidad se debe a las diferencias entre paises,
ya que afecta en mayor medida en algunos de ellos, alcanzando porcentajes de
entre el 11 % y el 13 % de adultos en paises como Singapur, Malasia o Suecia. (11)
Algunos autores lo consideran un subtipo de DA, ya que pueden presentar

variantes morfoldgicas atipicas.
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Ademads, existen diferencias entre razas, detectindose una mayor
prevalencia, en primer lugar, en nifios de raza negra y, con un porcentaje algo

menor, en los de raza asidtica. (11, 12)

Por ultimo, en cuanto a las diferencias entre sexos, hay diversidad de
opiniones, pero, aunque algunos autores describen mayor prevalencia en ninas,
(13) no existe evidencia cientifica suficiente ni publicaciones contrastadas que lo

confirmen.

1.1.3 Impacto sobre la calidad de vida

Aunque la enfermedad, a menudo de cardcter familiar, suele ser de escasa
gravedad y su tratamiento puede ser sencillo, la DA altera significativamente la
calidad de vida de los nifios y los adultos, siendo su impacto familiar y econdmico
superior al de la psoriasis (14) y, segun algunos autores, equivalente a otras
patologias graves como la diabetes mellitus de comienzo temprano. (15-18) Es
importante reconocer la DA como una enfermedad comtn e incapacitante no sélo

en los nifos, sino también en los adultos. (19)

Este impacto socioecondmico supone un gran problema de salud publica, ya
que, ademas, puede coexistir con otras enfermedades como asma bronquial, rinitis

alérgica y alergia a alimentos. (20)

1.1.4 Etiopatogenia

Los avances en la comprension de la patogenia de la DA sugieren que esta se
debe a la interaccion de multiples factores que actiian sinérgicamente en la

aparicion y el mantenimiento de la enfermedad. (21)

Se ha planteado que la DA es la manifestacién cutdnea de un trastorno
sistémico que también da lugar a otras patologias ya comentadas anteriormente.
Una parte de los pacientes con DA presentan niveles sanguineos elevados de IgE
(22) y de eosindfilos, (23) aunque los casos de comienzo temprano, por lo general,
se presentan sin sensibilizacion mediada por IgE detectable. Estos niveles parecen
estar relacionados con la gravedad de la enfermedad, de ahi que en los comienzos

se muestren valores mas reducidos. (24)
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Los mecanismos inmunoldgicos que conducen a las manifestaciones de la DA
continian siendo activa y exhaustivamente investigados. Algunos hallazgos
todavia no claramente estructurados, implican a células dendriticas cutdneas
presentadoras de antigenos, y también a la pérdida de capacidad inmunosupresora
de células Treg CD4+CD25+. (25, 26)

Como ocurre en otras enfermedades atopicas, la predominancia de células
Th2 frente a las Thl causa un desequilibrio que puede incluso agravar la
patogénesis dela DA, incrementando la IgE y activando las interleuquinas (IL). (27,
28)

Por otro lado, cabe destacar la importancia de la integridad de la barrera de
la piel. En los ultimos afios, se ha aceptado que su disfuncioén juega un papel
esencial en la patogénesis de la DA. La composicion de la barrera cutdnea es muy
compleja. La capa mas externa de la epidermis es el estrato cdrneo, compuesto
principalmente por proteinas, incluyendo filagrina, loricina, involucrina; y una
capa de lipidos compuesta por ceramidas de cadena larga. (29) El estrato corneo
proporciona proteccion frente a varios estimulos medioambientales como
alérgenos, irritantes, cambios fisicos e infecciones bacterianas, asi como previene la
pérdida de agua trans-epidérmica. Las ultimas investigaciones sefialan que esta
pérdida estd aumentada en los pacientes con DA, afectando asi a la funcion de la
barrera. (30, 31)

Numerosos estudios familiares han demostrado que la DA es una
enfermedad altamente heredable. Actualmente, se estan comenzando a estudiar los
genes implicados en este proceso. Estudios preliminares han localizado indicios en
el cromosoma 1g21 donde se encuentra el locus EDC o complejo de diferenciacion
epidérmica, aunque parece que se postulan también otros cromosomas. (32) En
concreto, de todos los componentes de la barrera cutanea, la filagrina es la mas
significante y las mutaciones nulas que se dan en ella han demostrado una fuerte
asociaciéon con la DA. (33) La filagrina interactda con los filamentos intermedios
causando su agregacion en los macrofibrillas. Defectos en la filagrina pueden
causar disfunciones en la barrera de la piel, resultando en una protecciéon mas baja

frente a bacterias y alérgenos (Figura 2). (34, 35)
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Figura 2. Un problema de barrera cutanea. (36)
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La mutacion de los genes de la filagrina y de las uniones estrechas, asi como
los niveles reducidos de ceramidas contribuyen a las alteraciones de la funcién de
barrera de la piel. Ademas, las alteraciones de la microbiota y la colonizacion de S.
aureus pueden deteriorarla. Estas alteraciones dan como resultado un aumento de
la respuesta Th2 mediada por una sobreexpresion de la linfopoyetina estromal
timica (TSLP) en los queratinocitos que aumenta el prurito, entre otros sintomas.
(37, 38) En la DA se presenta una respuesta inmunoldgica bifasica con un perfil de
citocinas Th2 prevalente inicial, con IL-4, IL-5 e IL-13 y la coexistencia de respuestas
Th17 y Th22. Durante la fase cronica, hay un cambio a las células Th1 con afectacion
Th2, Th17 y Th22. (39, 40)

En resumen, la causa de la DA es multifactorial, incluyendo la disfuncién de
la barrera cutanea, las infecciones bacterianas, las alteraciones de la microbiota
intestinal y la activacion de varias vias inflamatorias, todas ellas relacionadas entre

si (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de la DA. (41)
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1.1.5 Lesiones y manifestaciones clinicas

La DA presenta un amplio espectro de lesiones y manifestaciones clinicas
cutdneas que aparecen segun el estadio de evolucién de la enfermedad. Estas
oscilan desde formas menores presentes en fases crénicas, como la hiperqueratosis
o la pitiriasis alba, pasando por lesiones eritematoedematosas con vesiculas en
fases agudas, hasta lesiones mayores con importante gravedad, como el rash

eritrodérmico.

A continuacidn, se muestran ejemplos fotograficos de algunas de las lesiones

mas representativas de la DA (Figura 4).
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Figura 4. Ejemplos fotograficos de lesiones caracteristicas de la DA.

1. Xerosis. (42) 2. Eczema. (43) 3. Pliegue infraorbitario de Dennie-Morgan. (44) 4. Pitiriasis alba. (45)
5. Queratosis folicular. (45) 6. Hiperlinearidad palmar. (46)

Las manifestaciones clinicas se pueden clasificar en tres periodos tipicos entre
los que varia la distribucion de las lesiones (Figura 5). La zona lesionada parece
estar relacionada con el desarrollo de la etapa y las zonas que sufren mayor

contacto.
El periodo de tiempo por el que se caracteriza cada etapa es el siguiente:

e Dermatitis atopica del lactante: desde el diagnostico con pocos meses de
vida hasta los dos afios.

e Dermatitis atopica infantil: desde los dos afios hasta un tiempo entre los 7
anos y el establecimiento de la pubertad.

e Dermatitis atopica del adulto: puede evolucionar desde la pubertad o, como
ya se ha comentado anteriormente, establecerse directamente en la edad
adulta. (47, 48)
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Figura 5. Zonas de lesiones mas comunes en los distintos tipos de DA. (49)
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1.1.6 Diagnostico

La DA cursa sin cambios especificos microscdpicos y con datos de laboratorio
inconstantes que coinciden con los de otras patologias, por lo que el diagndstico de
la DA es clinico. (50) Los criterios de Hanifin-Rajka (51, 52) contintian siendo el
estandar para el diagnostico de la DA, y se encuentran validados en Espafia y en la
mayor parte de los paises. Se han desarrollado y publicado otros criterios que
pueden ser menos complicados o mas practicos, pero aiin no estan adecuadamente
validados en Espafia. (53-55)

Para considerarse el diagndstico de DA, el paciente debe presentar, al menos,
tres criterios de Hanifin-Rajka de las dos categorias: criterios mayores y menores.

A continuacion, se enumeran todos los criterios de ambas categorias:

e Criterios Mayores.

- Prurito
- Distribucién y morfologia tipica:

a) Liquenificacion o linearidad flexional en adultos
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b) Compromiso extensor y facial en infantes y nifios
- Dermatitis cronica o cronicamente recidivante

- Historia personal o familiar de atopias (asma, rinitis alérgica,

dermatitis atopica)
e Criterios Menores.
- Xerosis
- Ictiosis, hiperlinearidad palmar o queratosis pilaris
- Reactividad a pruebas cutdneas inmediata (tipo 1)
- IgE sérico elevado
- Comienzo a temprana edad

- Tendencia a infecciones cutdneas (especialmente S. aureusy herpes

simple) o defecto en la inmunidad mediada por células
- Tendencia a dermatitis inespecifica en manos y pies
- Eczema del pezon
- Queilitis
- Conjuntivitis recurrente
- Pliegue infraorbitario de Dennie-Morgan
- Queratocono
- Cataratas anteriores subcapsulares
- Oscurecimiento orbitario
- Eritema o palidez facial
- Pitiriasis alba
- Pliegues anteriores del cuello
- Prurito al sudar
- Intolerancia a lanas y solventes organicos
- Acentuacion perifolicular
- Intolerancia a alimentos
- Curso influenciado por factores ambientales o emocionales

- Dermografismo blanco
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1.1.7 Escalas de gravedad

1.1.7.1 SCORAD

Se han desarrollado diversos métodos y criterios que sirven para valorar la
severidad y monitorizar la respuesta al tratamiento, tanto en ensayos clinicos como
en estudios observacionales, e incluso en la practica asistencial cuando en ésta se
pretende objetivar la evolucion del paciente con mayor precision que la aportada
por la percepcién subjetiva. (56) En este sentido, uno de los métodos mejor
validados, mas contrastados, aceptados, utilizados y recomendados es la escala
compuesta denominada indice SCORAD (SCORing of Atopic Dermatitis),
desarrollado por el grupo European Task Force on Atopic Dermatitis en 1993. (57) En
estudios comparativos se ha concluido que es el método de valoracion de la
severidad de la DA mejor y mas ampliamente sustentado por pruebas concluyentes
sobre su validez, reproducibilidad, sensibilidad y aceptabilidad. (58) E1 SCORAD
consiste en un sistema de puntuaciéon que tiene en cuenta la extension y la
intensidad de cinco tipos de lesiones fundamentales: eritema, edema o papula,
exudado o costra, escoriacion y liquenificacion; asi como los sintomas que

provocan, prurito y pérdida de suefio.

Existe cierta discrepancia sobre los valores del indice SCORAD que
delimitan los diferentes grados de gravedad. Para algunos grupos se considera leve
el cuadro que obtiene puntuaciones en el indice SCORAD hasta 15 puntos,
pudiendo llegar hasta los 25; mientras que consideran como grave puntuaciones
mayores a 40 o incluso hasta los 48 puntos. (59) Otros autores, basandose en
correlatos de laboratorio, han aplicado en estudios publicados en revistas de
difusién internacional puntuaciones de menor a 20, de 20 a 40, o mayor a 40 puntos,
para delimitar, respectivamente, los cuadros leves, moderados y graves. (60, 61)

Actualmente, existe una nueva variante validada del SCORAD: el PO-
SCORAD (Patient-Oriented SCOring of Atopic Dermatitis). (62, 63) En esta version, es
el paciente, o sus tutores en el caso de menores de edad, el que puede calcular su
indice SCORAD a través de una aplicacion virtual que le guia en el proceso. Esta
aplicacidon permite registrar y enviar toda esta informacion al dermatdlogo, que

puede seguir de forma mds controlada la evolucion del paciente.



CAPITULO I: INTRODUCCION 43

1.1.7.2 Otras escalas de gravedad

Otra escala con un uso muy extendido es el EASI (Eczema Area and Severity
Index). Se trata de una prueba validada y que se correlaciona con el resto de
mediciones para la DA. (59, 64)

Para medir la calidad de vida de los pacientes, se utilizan también escalas
métricas como el QoL (Quality of Life) o su version para padres de pacientes, PIQoL
(Parents” Index of Quality of Life); o el DLQI (Dermatology Life Quality Index), ambos
validados para su uso. (65, 66)

Por ultimo, encontramos una escala para medir la gravedad general de la
enfermedad a criterio del facultativo. Se trata de la Impresién Clinica Global (ICG),
o Investigators’ Global Assesment (IGA) en inglés, una escala compuesta de seis
categorias que van desde una puntuacion de cero para un paciente limpio de

lesiones hasta una puntuacion de 5, que corresponde con una DA muy grave. (67)

1.1.8 Tratamiento

El tratamiento de la DA esta relativamente consensuado, y en nuestro pais se
siguen las guias aceptadas. (68, 69) En términos generales, los objetivos del
tratamiento son evitar el prurito, eliminar el exudado, curar la infeccion, acabar con

la lesion inflamatoria y prevenir las recaidas. (70, 71)

1.1.8.1 Antihistaminicos y control del prurito

El sintoma mds comun y persistente en la DA es el prurito, y sera la primera
diana del tratamiento. El prurito, y el rascado que provoca, incrementan las
infecciones y la reaccion inflamatoria. Para su eliminacién se utilizan
antihistaminicos H1, a pesar de que su efectividad no est4 claramente demostrada.
(48) Los que parecen presentar mejores resultados son los antihistaminicos H1
clasicos que producen sedaciébn como la hidroxicina, clemastina o
dexclorfeniramina, para la fase mds aguda y tras el brote, especialmente en aquellos
pacientes en los que el suefio se ve afectado. (72) Los antihistaminicos H1 de mas
reciente desarrollo como desfenfluramina, loratadina, cetirizina y derivados, tienen
menor efecto sedante, pero con resultados que, en ocasiones, no presentan alta

eficacia y sin evidencia en su uso como monoterapia. (73)
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En la practica, no obstante, los antihistaminicos de reciente desarrollo se
suelen utilizar desde la fase aguda, ya que los clasicos presentan esos efectos
adversos en el Sistema Nervioso Central que interfieren con las actividades diarias:
sedacion, ya comentada y que varia desde somnolencia a suefio; depresion con
descoordinacién, mareo, laxitud y disminucion de la concentracién; vy,
ocasionalmente, agitacion. Aunque se considera que los antihistaminicos H1
presentan un bajo riesgo de estos efectos adversos, los datos se extrapolan de su
uso en pacientes con patologias de tipo alérgico (asma, rinitis alérgica), y no esta
claro que en otras patologias el riesgo en nifios sea similar. (74, 75) A pesar de todo
ello, los pacientes y sus padres encuentran gran utilidad en este tratamiento ya que

mejoran su calidad de vida. (76)

Otros farmacos utilizados para combatir el prurito son la naltrexona, un
antagonista de los receptores opidceos, y el montelukast, un antagonista de

leucotrienos, ambos con evidencia cientifica de eficacia. (77, 78)

1.1.8.2 Corticosteroides e inhibidores de calcineurina topicos

Respecto al tratamiento del eczema, la finalidad primordial es el control de
la lesion inflamatoria, que secundariamente ayuda a controlar el picor, y se realiza
mediante el uso de corticosteroides topicos (79-81) de distinta potencia en funcion
de la severidad de la lesidon y de la situacién del paciente. Generalmente, en la fase
de brote o exacerbacion aguda de la DA se utilizan los corticosteroides tépicos en
administraciéon diaria, mientras que durante la fase de remision pueden utilizarse

pautas de administracion semanal.

Los efectos adversos de los corticosteroides topicos plantean una limitacion
o restriccidon para su empleo. En estos pacientes pueden presentarse reacciones
adversas que dependen de la potencia del medicamento utilizado y de la duracion
del tratamiento. Las reacciones adversas en el lugar de administracién son las mas
comunes, pudiendo distinguir: atrofia cutdnea, petequias, estrias atroficas,
hipertricosis, despigmentacidn, telangiectasias, foliculitis, e incluso glaucoma si se
aplican periocularmente. (82, 83) También se han descrito, con mucha menor
frecuencia, efectos adversos sistémicos de mayor gravedad, como: supresion del eje
hipotaldmico-hipofiso-suprarrenal, retraso del crecimiento o manifestaciones

cushingoides. (84)
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Aproximadamente el 70-80 % de los padres y cuidadores de nifios con eczema
atdpico estan preocupados por los efectos adversos de los corticosteroides topicos,
lo que reduce la adherencia al tratamiento. Alrededor de un 25 % de padres no
aplican los corticosteroides topicos por la ansiedad que les origina y la fobia

existente contra este tipo de tratamiento. (85, 86)

Los efectos adversos de los corticosteroides, junto con la falta de respuesta
a los mismos en algunos pacientes, han promovido el desarrollo de nuevos
medicamentos para el tratamiento de la inflamacion. (87) Entre los mejor
estudiados se encuentran los inhibidores de calcineurina en administracion topica:
tacrolimus y pimecrolimus. (88, 89) Estos medicamentos inhiben la actividad de
células que participan en la respuesta inmunoldgica, incluidos los linfocitos T, y
reducen la produccién de citocinas y la respuesta inflamatoria. No parecen

incrementar el riesgo de infecciones y no producen atrofia cutanea. (82)

Anteriormente, existian dudas sobre la seguridad de estos medicamentos en
tratamientos a largo plazo, incluso se planteaba un aumento del riesgo de cancer.
Esta relacion se basa en la notificaciéon de casos de enfermedades malignas,
incluyendo linfomas cutdneos y de otros tipos, asi como cancer de piel, en pacientes
que han utilizado estos productos. En la actualidad, todavia se desconoce el efecto
a largo plazo sobre la respuesta inmune de la piel a nivel local y se sigue
investigando en este campo. El riesgo potencial de absorcidon de estos farmacos, y
de que se alcancen concentraciones activas sistémicamente, solo se ha detectado

con tacrolimus.

Otros inconvenientes del uso de inhibidores de calcineurina consisten en una
mayor predisposicion a padecer infecciones superficiales de la piel por el virus del
herpes o eccema herpético, y que no deben utilizarse sobre infecciones clinicas, por
lo que, en estos casos, debe tratarse la zona previamente. Por ultimo, algunos

estudios describen un aumento el prurito y producciéon de quemazoén. (90)

Respecto a su eficacia, parece menor a la de los corticosteroides tépicos, pero
es un dato sin confirmar. (91) En consecuencia, y a pesar de que cuentan con un
apoyo cada dia mayor y mas estudios que avalan su seguridad, (88, 92, 93) su
elevado coste y los datos antes senalados parecen mantener a los inhibidores de
calcineurina en una posicion muy atractiva, pero con limitaciones y dudas no
resueltas. (94)
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Como conclusién, los productos que contienen tacrolimus o pimecrolimus
para el tratamiento topico de la DA estan indicados en nifios mayores de 2 afios en
los que no se aconseja el uso de corticosteroides tdpicos o éstos han fracasado

previamente. (77)

1.1.8.3 Inmunosupresores sistémicos

En este grupo encontramos los corticosteroides orales, la ciclosporina, el

metotrexato y los tratamientos biologicos, entre otros.

La ciclosporina es otro tipo de inhibidor de calcineurina, con efecto sobre los
linfocitos T. Es muy utilizado en psoriasis y empez6 a utilizarse como uso

preventivo al rechazo de érganos trasplantados. (98)

Si hablamos de farmacos bioldgicos, disponemos de una amplia variedad de
ellos indicados para la DA severa. Algunos ejemplos son el interferéon gamma,
inmunoglobulinas intravenosas o anticuerpos monoclonales como omalizumab y
dupilumab. (95-97)

En general, estos tratamientos contintian siendo estudiados para comprobar
su eficacia y su seguridad, pero su uso esta aceptado e incluido en algunas guias
de tratamiento de la enfermedad como opciones finales y tras el fracaso de los

habituales, (99) aunque son necesarios mas estudios para su confirmacién. (99, 100)

1.1.8.4 Otros tratamientos no farmacoldogicos

Como tratamiento no farmacoldgico se puede utilizar la fototerapia. Se trata
de una segunda linea de tratamiento, tras fracaso de los tratamientos de leccién, y
se utiliza en pacientes con DA severa. Su eficacia estd limitada por sus efectos
secundarios, la variabilidad de los pacientes y el tipo de bandas y luces utilizadas.
(101, 102)

Para prevenir las recidivas se utilizan recomendaciones higiénico-dietéticas,
tratando de evitar el contacto con desencadenantes y alérgenos, incluidos alimentos
o irritantes de la piel, asi como el calor y la humedad excesivos siguiendo unas
pautas correctas de bafio, por ejemplo. (103) De la misma forma, estas medidas
sirven para el cuidado general de la piel, disminuyendo la sequedad y
manteniendo la barrera de la piel en condiciones mas favorables. (73, 104, 105)
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De todas ellas, la mas beneficiosa para el cuidado de la piel de la DA es la
hidratacién con emolientes. La aplicacion de los emolientes debe hacerse a diario,
siempre sobre las partes de la piel no comprometidas ni lesionadas, sin frotar
demasiado y con una buena higiene de manos que evite las infecciones. Los
emolientes mas apropiados son los que contienen altos porcentajes de ceramidas y

aquellos que presentan un pH algo acido. (106, 107)

1.1.8.5 Algoritmo de tratamiento

En resumen, los algoritmos de tratamiento estan claramente estructurados
por niveles de gravedad de la DA, en los que va aumentando la potencia del
farmaco (Figura 6). (108)

Figura 6. Algoritmo de tratamiento de la DA. (77)
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1.1.8.6 Tratamientos en estudio

El tratamiento para la DA estd constantemente actualizdndose, por lo que
estan siendo desarrollados nuevos farmacos con posible eficacia sobre ella. Es el

caso de la vitamina D, donde estudios preliminares han encontrado
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concentraciones mas bajas de esta vitamina en la DA de peor prondstico y mayor
gravedad. (109)

Otro caso son los anticuerpos frente a IL-31, que controlan las vias de
aparicion del prurito y que se encuentran, actualmente, en investigacion en fase II

con buenos resultados, como es el caso del nemolizumab. (110, 111)

Para terminar, otra nueva via de estudio nace de los recientes hallazgos en
microbiota intestinal y DA de la que podrian surgir nuevas dianas terapéuticas: los

probidticos. Su desarrollo podria resultar en un nuevo tratamiento para la DA. (41)

1.2 ANALISIS CLINICOS

Los siguientes andlisis se pueden realizar para conocer las caracteristicas de
la DA. Algunos se encuentras todavia en fase de investigacion, pero en el futuro
podrian servir todos ellos como factores predictivos y descriptivos, tanto de la
gravedad como de la evolucion de la enfermedad.

1.2.1 Translocacion bacteriana

La translocacién bacteriana es un fendmeno que consiste en la circulacion de
fragmentos de ADN bacteriano en sangre que han pasado al torrente sanguineo
debido a la permeabilidad aumentada en las paredes del intestino. Ocurre en
diversas patologias intestinales y también en algunas patologias de la piel, como la
psoriasis. La presencia de ADN bacteriano en sangre podria aumentar el nimero
de brotes de estas enfermedades e inducir una respuesta sistémica inflamatoria.
(112) Los probioticos podrian contribuir a la integridad de las membranas de

manera que se evite esta translocacion.

1.2.2 IgE

En la DA, la IgE se eleva por el aumento de la via Th2 y la produccion de
interleuquinas proinflamatorias, como IL-4 e IL-13, que estimulan la formacion de

esta inmunoglobulina.

Las primeras investigaciones apuntaban hacia la IgE como marcador de la

enfermedad, ya que aparecia elevada en una gran cantidad de pacientes con DA.
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Posteriormente, se ha comprobado que no siempre ocurre asi, y que se trata de una
caracteristica de la DA grave o relacionada con otras patologias concomitantes,

como la rinitis alérgica o el asma. (113)

En los pacientes en los que si estd elevada puede servir como diana

terapéutica, siendo el caso de los anticuerpos monoclonales como el omalizumab.

En cuanto a los probidticos, algunos estudios afirman que pacientes tratados

con ellos podrian reducir sus niveles de IgE. (114, 115)

1.2.3 Eosinodfilos

Este parametro también se encuentra elevado en algunos pacientes con DA
por encima de un recuento celular de 450-550 células por microlitro (cél/ul),
considerado como eosinofilia, aunque no se considera valor patoldgico hasta cifras
superiores a 1500 cél/ul. (116) Dicho aumento esta asociado, de nuevo, tanto a la
DA como a otros procesos alérgicos y patologias similares. Sin embargo, muchos
pacientes con DA tienen niveles normales de eosinofilos. (28) Por tanto, no puede
utilizarse el recuento de eosindfilos como diagnostico, aunque niveles altos pueden
asociarse, en ocasiones, con mayor severidad e indices SCORAD mads elevados.
(117) No obstante, en los primeros meses de vida si podria actuar como factor
predictivo del inicio de la DA. (23)

1.2.4 Microbiota

La microbiota intestinal estd formada por millones de cepas bacterianas que
establecen una relacion de huésped con los humanos, de manera que puede influir
en la regulacién de enfermedades inmunes, modulando las respuestas innatas y
adaptativas. (118)

En la actualidad, numerosos programas de investigacion se han dedicado, y
contintan dedicandose, a caracterizar los microorganismos que forman parte de la
microbiota intestinal. Entre ellos, destaca el Proyecto Microbioma Humano o el
Proyecto Europeo de Metagendmica del Tracto Intestinal Humano (MetaHIT), en
los cuales se pretende describir el microbioma, es decir, el conjunto de genes de
todos los microorganismos albergados en el tracto gastrointestinal. (119)
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El establecimiento de la microbiota intestinal es un proceso complejo que se
inicia en el parto donde, en el caso de parto vaginal, es el contacto del bebé con la
vagina lo que aporta las bacterias que colonizaran el intestino, siendo similar la
composicion de la microbiota vaginal materna y la recién formada microbiota
intestinal del neonato. En este caso, predominan las bacterias de los géneros
Lactobacillus, Prevotella, Bifidobacterium y Bacteroides. (120, 121)

Cuando el parto se realiza por cesarea, no se produce ese contacto directo,
por lo que las bacterias que colonizan son las ambientales y cutaneas, con
predominio del género Staphylococcus y Streptococcus, mientras que las bacterias ya

comentadas colonizan mas tardiamente. (122)

No es hasta cumplir los tres afios cuando la microbiota intestinal se establece
por completo, aunque sufre modificaciones durante toda la vida. (123, 124) Las
causas de estos cambios son multiples, siendo la dieta la mas comun de ellas, pero
también pueden deberse al uso de antibioticos, a diversas enfermedades y a

situaciones de estrés. (125, 126)

En esta primera etapa de la vida, el sistema inmune es inmaduro y es la
exposicion a la microbiota intestinal lo que provoca, en parte, el desarrollo e
integridad del mismo, asi como de la regulacién de la inmunidad innata y

adaptativa en el huésped.

Cuando la microbiota intestinal se ve alterada y cambia su composicion, el
sistema inmune es incapaz de corregir este desequilibrio y de evitar las agresiones
de algunos patdgenos. Este fendmeno se conoce como disbiosis, y se define como
una alteracion de la homeostasis de la microbiota intestinal debida a cambios en su
composicion funcional, actividades metabolicas o cambios en su distribucion local.
(127, 128) La disbiosis se ha relacionado con diversas enfermedades como la
enfermedad inflamatoria intestinal, la enterocolitis, la obesidad, la diabetes o

enfermedades alérgicas y de la piel, como la DA. (129)

Estamos asistiendo a un incremento muy significativo de la prevalencia de
enfermedades alérgicas y de la piel, lo que podria explicarse mediante la hipotesis
de la higiene, que sugiere que la exposicion a agentes patdgenos en la infancia
previene el desarrollo de este tipo de enfermedades. En los paises occidentales, se
producen cada vez menos infecciones debido a la excesiva proteccion de los nifios

y al amplio uso de antibidticos. Los primeros afnos de vida resultan un periodo
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critico para el desarrollo del sistema inmune, en el que estas exposiciones podrian
estimular su maduracidn y afectar a su funcionamiento en el futuro. (130) Tanto la
disbiosis como la hipotesis de la higiene resaltan la relacion entre la microbiota y la
DA, dando explicacion a la alteracion inmunologica explicada anteriormente, con

la que cursan esta y otras patologias similares. (131)

El estudio de la microbiota intestinal se convierte, por tanto, en un
procedimiento esencial para el entendimiento de los mecanismos de ciertas
enfermedades y, en concreto, de la DA. Numerosas publicaciones cientificas estan

describiendo la microbiota intestinal caracteristica de ciertas patologias. (132)

Para su andlisis, se categorizan las distintas microbiotas intestinales
atendiendo al género bacteriano predominante. De esta manera, se han

diferenciado tres enterotipos: (133)
- Enterotipo 1 con predominio de bacterias del género Bacteroides.
- Enterotipo 2 con predominio de bacterias del género Prevotella.
- Enterotipo 3 con predominio de bacterias del género Ruminococcus.

La descripcion de la microbiota intestinal abre la puerta a una nueva diana
de tratamiento mediante la cual se podria modificar su composicion. Es el caso de
los probiodticos, en los que las bacterias que contienen pueden colonizar el intestino
y establecerse en él, regular y restaurar la disbiosis de la microbiota intestinal y, por
consiguiente, alcanzar una mejora en aquellas patologias que se ven afectadas por
la microbiota y su equilibrio, produciendo un efecto inmunomodulador y/o

regulador del ecosistema microbiano.

1.3 PROBIOTICOS

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a los probidticos como
“microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades suficientes y
adecuadas, confieren beneficios para la salud del huésped”. Esta definicion esta
aceptada por otras grandes organizaciones internacionales como la Organizacion
Mundial de Gastroenterologia, y multitud de grupos de expertos contintan

debatiendo y consensuando su papel en la salud. (134)

El uso de probioticos en el tratamiento de la DA se ha estudiado en los

ultimos afnos en un namero limitado de estudios piloto con resultados variables. El
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numero de estudios clinicos en este campo sigue aumentando, al igual que los
metaanalisis atendiendo a publicaciones previas, y todos ellos tienen un objetivo
comun: demostrar un efecto beneficioso del uso de probidticos en circunstancias
diversas, atendiendo a la edad de los pacientes estudiados, al tipo de probidtico

utilizado, a la dosis del mismo y al uso de combinaciones de probidticos. (135-140)

Actualmente, disponemos de resultados de un importante numero de
estudios que han explorado la eficacia de probidticos concretos atendiendo a las
cepas especificas de los mismos, tanto en el campo de la prevencién como en el
tratamiento de la DA. En general, la evidencia sugiere que los probidticos podrian
ser una opcion para mejorar la DA moderada y severa en nifos y adultos. Por el
contrario, su uso clinico es limitado y en nuestros dias no hay todavia una fuerte
evidencia cientifica que apoye su efectividad y seguridad en la practica clinica.
Luego, sigue existiendo una necesidad de estudios que confirmen esta evidencia

con una inclusion cada vez mayor de pacientes en los mismos. (141, 142)

El establecimiento de la microbiota en el periodo temprano tras el nacimiento
activa el sistema inmune innato y adaptativo y los estimulos microbianos
ininterrumpidos sirven para madurar el sistema inmune de la mucosa intestinal.
En el caso de las enfermedades alérgicas se ha descrito un desequilibrio en esta
maduracién del sistema inmune y, con ello, la respuesta Th1/Th2. Los probioticos
contribuyen a regular las reacciones alérgicas de hipersensibilidad mediante la
regulacion de la respuesta mediada por Th2, que ayuda a mejorar el balance de la
respuesta Th1/Th2. (143)

Estudios en modelos animales han demostrado que la ingesta de probidticos
disminuye la inflamacion producida por los alérgenos en la piel atdpica. Los
probidticos inducen un aumento de las células Treg, de manera que se reducen los
niveles de IFN-vy, IL-4 y linfocitos Th17, y aumenta la expresion de IL-10 y TGF-§,
relacionadas con Treg en los ganglios linfaticos mesentéricos. (144, 145)

Los probioticos también producen un efecto inhibitorio de la maduracion de
células dendriticas y, de ahi que, evitan su migracién a drganos linfaticos
secundarios, donde se produce la diferenciacion de las células T naive en linfocitos
Th2. Los probidticos pueden inhibir esta diferenciacion, evitando la inflamacion de
la piel que producen, mediante la supresion de la expresion de la linfopoyetina

estromal timica (TSLP). (143, 144) Estos procesos se representan en la Figura 7.
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Figura 7. Mecanismo de accion de los probioticos en DA. (143)
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Dentro de las posibles cepas probidticas con efecto positivo sobre la DA,
destacamos las bacterias del género Lactobacillus, que parecen contribuir a la
supresion de la inflamacion Th2 dominante y al aumento de producciéon de las
citoquinas Th1. (146, 147) Ademas, algunas cepas de Lactobacillus poseen actividad

in vitro frente a ciertas bacterias patdgenas. (148)

Otras cepas con destacados efectos atribuidos sobre la patologia en cuestion
son las pertenecientes al género Bifidobacterium. (149) La cepa Bifidobacterium lactis
CECT 8145 ha demostrado propiedades antioxidantes en el modelo Caenorhabditis
elegans, (150, 151) lo que podria beneficiar también en la DA, ya que esta patologia

se ha relacionado con el estrés oxidativo en estudios anteriores. (152)

Por otro lado, la cepa Bifidobacterium longum CECT 7347 ha demostrado un
efecto antiinflamatorio en estudios preclinicos y clinicos, y puede modular la

microbiota intestinal. (153)
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1.3.1 Probioticos como tratamiento

La dificil clasificacion de los probidticos, asi como el vacio legal en el que se
enmarcan en numerosas ocasiones, complica la aplicacion de la legislacion vigente
tanto en la investigacion clinica como en la posterior comercializacion de

productos.

La nomenclatura mas aceptada seria la de “complemento alimenticio” bajo la
que estan regulados la mayoria de productos que contienen microorganismos vivos

en Espana.

Segun el Reglamento (CE) 178/2002, un complemento alimenticio es
“cualquier sustancia o producto destinado a ser ingerido por los seres humanos o
con probabilidad razonable de serlo, tanto si han sido transformados entera o
parcialmente como si no”. (154) Posteriormente, el Reglamento (CE) 1924/2006,
legisld las normas a tener en cuenta para las declaraciones posibles a realizar sobre

estos complementos. (155)

A nivel de su venta en farmacia, serian considerados productos Ouver the
counter (OTC), de venta libre sin prescripcion realizada por un médico y

susceptibles de consejo farmacéutico.

Las cepas probidticas utilizadas como tratamiento estan clasificadas por la
European Food Safety Authority como GRAS (Generalmente reconocido como
seguro, por sus siglas en inglés Generaly regarded as safe) y como QPS (Presuncion
cualificada de seguridad, por sus siglas en inglés Qualified presumption of safety). Por
tanto, no necesitan la autorizacion de ninguna autoridad competente para su

comercializacion. (156)

1.4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Muchos autores han descrito, en los ultimos anos, la asociacién entre una
disrupcidn de la funcion de la barrera intestinal y el origen de la DA, mediada por
la activacién inmunoldgica que conduce a la inflamaciéon dominante Th2. En este
aspecto, la microbiota intestinal podria jugar un papel inmunomodulador
importante y la evidencia sugiere que poseen propiedades inmunomoduladores
adicionales en el desarrollo de una tolerancia inmune normal. Recientemente, el

analisis de la microbiota intestinal de los pacientes con DA ha mostrado cambios
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de composicidn intraespecie en Faecalibacterium prausnitzii, lo que se traduce en la
reduccion de la produccion de butirato y propionato propia de la especie. Estos
compuestos son acidos grasos de cadena corta producidos por bacterias con un
papel antiinflamatorio. Ademas, el butirato ha mostrado tener un papel clave en el
mantenimiento de la integridad de las barreras. Por lo tanto, niveles reducidos de
microorganismos productores de butirato y propionato pueden provocar un estado
proinflamatorio en el intestino y pérdida de la integridad de la barrera. (157) Todos
estos datos indican el papel potencial de los probidticos como recuperadores y
moduladores de la microbiota y, consecuentemente, como complementos

nutricionales suplementarios al tratamiento de la DA.

En cuanto al tratamiento para la DA, existe una necesidad médica bien
establecida de tratamientos seguros y eficaces a largo plazo, ya que afecta a una
parte importante de la poblacién, con consecuencias remarcables sobre la calidad
de vida y con complicaciones médicas de los pacientes afectos. Los tratamientos
actuales no consiguen una eficacia total ademdas de producir diversos efectos
adversos. Por el contrario, la seguridad del uso de probidticos en patologias
diferentes a la atopia, asi como su eficacia, ha quedado patente. (158-160) El nimero
de estudios sobre la eficacia de probioticos en la DA ha crecido en los altimos afos,
pero todavia es necesario aclarar diversos aspectos de estos probidticos para

contrastar la evidencia. (161-163)

El estudio presentado en esta tesis doctoral trata de aumentar la evidencia
sobre el uso de probidticos y responder a la necesidad del paciente con DA,
aportando nuevos datos que permitan el desarrollo de un nuevo tratamiento para

utilizar junto al tratamiento habitual.

Como resultado final de este proyecto, se pretendia el lanzamiento al
mercado de un tratamiento coadyuvante para la DA leve moderada, seguro y con
alta eficacia, del que puedan beneficiarse todos aquellos pacientes que sufran la
enfermedad, finalidad en ultima instancia de la investigacion médica y

farmacéutica.






IT - OBJETIVOS






CAPITULO II: OBJETIVOS 59

II - OBJETIVOS

En este capitulo se van a exponer los objetivos, tanto de la investigacion

clinica llevada a cabo como del proyecto en su totalidad.

2.1 OBJETIVOS DEL ESTUDIO CLINICO

El proposito de este estudio clinico fue evaluar la eficacia de un preparado
probidtico, formado por tres cepas de lactobacilos y bifidobacterias, en la reduccion
de la sintomatologia y del empleo de corticosteroides y antihistaminicos en el

tratamiento de la DA leve-moderada.

2.1.1 Objetivo primario

El objetivo primario del estudio fue doble. Por un lado, evaluar el porcentaje
de dias en que se utilizaron corticosteroides topicos, asi como el consumo de
antihistaminicos, durante las 12 semanas de tratamiento con probidtico o placebo.
Por otro lado, estudiar la evolucion en el indice SCORAD a las 4, 8 y 12 semanas de
tratamiento, en comparacion con los valores de la visita basal, en la que se inicia el

tratamiento, en cada uno de los dos grupos de intervencién.

2.1.2 Objetivos secundarios

Se propusieron los siguientes objetivos secundarios:

a) Registrar cambios en el indice de Impresiéon Clinica Global (ICG),
considerandose una ICG < 2 como éxito terapéutico.

b) Estudiar el numero de brotes totales acontecidos durante el desarrollo
del estudio.
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c) Estudiar la necesidad de incorporar nuevos tratamientos, distintos de
los senialados, para el control del paciente que no responde al

protocolo terapéutico del estudio.
d) Analizar las diferencias en parametros analiticos y de inflamacion.

e) Describir la composicion de la microbiota intestinal en pacientes con
DA y realizar una comparativa entre grupos al finalizar el periodo de

tratamiento.

f) Determinar la seguridad del tratamiento probidtico mediante el

registro de acontecimientos adversos.

g) Calcular el cumplimiento terapéutico y la adhesion al tratamiento en

ambos grupos del estudio.

2.2 OBJETIVOS DEL PROYECTO

En este proyecto de investigacion, se planted el desarrollo de un nuevo

tratamiento coadyuvante, en el contexto de un complemento nutricional utilizado

junto con el tratamiento habitual, para pacientes con dermatitis atopica leve-

moderada. Este tratamiento daria solucion a la necesidad de tratamientos con alta

eficacia y, a su vez, que no presenten efectos adversos con prevalencia notable.

2.3 HIPOTESIS

Partiendo de una busqueda bibliografica realizada previamente y de las

actualizaciones constantes que se habian aportado para el entendimiento de la DA,

se formularon las siguientes hipotesis:

1.

Existe una relacion entre la DA y la composicion de la microbiota intestinal
influida por la permeabilidad e integridad de la barrera intestinal.

La ingesta de probidticos por via oral puede modular la microbiota

intestinal y producir cambios en su composicion.

Los pacientes diagnosticados de DA poseen una microbiota intestinal
caracteristica, con concentraciones alteradas de algunos géneros

bacterianos que influyen en la evolucion y prondstico de la enfermedad.
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4. Los pacientes con DA cuya microbiota intestinal sea mas similar a la
poblacidn sana sufrirdn menos sintomas y signos propios de la patologia.

5. Un preparado probidtico con cepas seleccionadas puede producir mejoras

en la sintomatologia de la DA.
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III - MATERIAL Y METODOS

En este capitulo se detallan todos los procedimientos y herramientas

utilizadas durante el desarrollo del estudio clinico. Ademas, se incluye una

descripcion minuciosa de la legislacion seguida durante todo el proceso, asi como

de toda la informacion recogida sobre los pacientes incluidos.

3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio de investigacién doble ciego, controlado con placebo,

para evaluar la eficacia de un probiotico por via oral en pacientes de 4 a 17 afios

con DA leve a moderada, con un tratamiento de 12 semanas de duracion.

Se llevd a cabo en el Centro Dermatologico Estético de Alicante entre
diciembre de 2015 y junio de 2016.

Los investigadores que participaron en el desarrollo del estudio fueron:

Dra. Ana Ramirez Bosca. Investigadora principal, médico especialista
en Dermatologia. Catedratica de Dermatologia de la Universidad
Catolica San Antonio de Murcia (UCAM).

Dr. Vicente Navarro Lopez. Investigador principal, médico
especialista en Medicina Interna. Director de la Cétedra de
Enfermedades Infecciosas y Microbiota Humana de la Universidad
Catodlica San Antonio de Murcia (UCAM).

D? Beatriz Ruzafa Costas. Farmacéutica y doctoranda.

D. Miguel Angel Carrién Gutiérrez. Doctor en Quimica y monitor de

ensayos clinicos.

Dra. Asuncion Martinez Andrés. Médico.
D? Encarna Espejo Luna. DUE.

D? Leticia Sanchez Aguilar. DUE.
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3.1.1 Variables

Las variables del estudio clinico se definen como toda caracteristica
observada y/o medida en los sujetos de estudio que permite diferenciar el efecto
encontrado en los grupos comparados o en el propio sujeto transcurrido un tiempo

determinado. Se clasificaron en dos tipos: primarias y secundarias.

3.1.1.1 Variables primarias

En primer lugar, se definié como variable primaria la puntuacion en el indice
SCORAD, tanto la basal al inicio del estudio como la registrada en cada visita

presencial mensual.

Como segunda variable primaria, se escogio el numero de dias que cada
paciente precisa la administracion de corticosteroides topicos, en base al cuaderno

diario del paciente.

3.1.1.2 Variables secundarias

Se tuvieron en cuenta estas otras variables:

e La Impresion Clinica Global (ICG) cuantificada en cada visita
presencial. Se consider6 una ICG < 2 como éxito terapéutico.

e El nimero de capsulas de tratamiento sobrantes o adherencia al
tratamiento.

e El namero de brotes, considerados como tal cuando se producia, al
menos, tres dias continuados de uso de corticoides tdpicos.

e El consumo de antihistaminicos y la necesidad de nuevos
tratamientos.

e Elregistro de acontecimientos adversos.

Las tres tltimas variables se recogieron en todas las visitas posteriores al
inicio del tratamiento en base a la informaciéon del cuaderno diario con anotaciones

del paciente y al interrogatorio clinico.
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3.1.2 Planificacion y cronograma

Las fechas planteadas inicialmente y recogidas en el protocolo para el
desarrollo del estudio fueron las siguientes:

¢ Inicio de inclusion de pacientes: octubre de 2015

e Fin de inclusion de pacientes: diciembre de 2015

e Fecha de finalizacion: marzo de 2016

e Analisis de datos del estudio: abril de 2016

e Resultados finales del estudio: junio de 2016
Finalmente, el cronograma seguido fue:

e Inicio de inclusion de pacientes: diciembre de 2015

e Fin de inclusion de pacientes: marzo de 2016

e Fecha de finalizacion: junio de 2016

e Andlisis de datos del estudio: agosto de 2016

e Resultados finales del estudio: enero de 2017

3.1.3 Comité de ética de investigacion clinica y otros aspectos legales

El estudio se desarrolld de acuerdo con la Declaracion de Helsinki,
modificada en las sucesivas asambleas mundiales, y la legislacion espafiola en
materia de ensayos clinicos en seres humanos. El protocolo del estudio fue revisado
y aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) del Hospital
General Universitario de Alicante, y notificado a la Agencia Espanola del
Medicamento, asi como registrado en el Registro Americano de Ensayos Clinicos
(ClinicalTrial.gov) con cédigo NCT02585986.

Cumpliendo con lo dispuesto en el Real Decreto 223/2004, (164) se contrato
una poliza de responsabilidad civil con la compania Mapfre Seguros N°
0971570035144, con el fin de cubrir la responsabilidad civil derivada de este
estudio. La vigencia de esta poliza fue del 1 de diciembre de 2015 hasta el 30 de
noviembre del 2017.

Este estudio se desarrolld de acuerdo con el protocolo y con las normas de

Buenas Practicas Clinicas, tal como se describe en:
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- Normas Tripartitas Armonizadas de la ICH E6, para las Buenas
Practicas Clinicas de 1996. (165)

- Reglamento (UE) n® 536/2014 del Parlamento Europeo y del Consejo de
16 de abril de 2014, sobre los ensayos clinicos de medicamentos de uso
humano. (166)

- Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan los ensayos

clinicos con medicamentos. (164)

- Aclaraciones sobre la aplicacion de la normativa de ensayos clinicos con
medicamentos de uso humano a partir del 1 de mayo de 2004 (version
n° 6, mayo de 2008). (167)

- Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica. (168)

- Declaracion de Helsinki y enmiendas referente a la investigacion

meédica en seres humanos. (169)

El investigador accedio, con la firma del protocolo, a seguir las instrucciones
y procedimientos descritos en el mismo y, por consiguiente, cumplio los principios

de Buenas Practicas Clinicas en los cuales se basa.

Durante la redaccion y aprobacion por el CEIC del protocolo del estudio, la
ley aplicada en todo el proceso fue el Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el
que se regulan los ensayos clinicos con medicamentos. (164) Por lo tanto, durante
el completo desarrollo y procedimiento del estudio se siguieron las directrices de
dicho decreto. En la actualidad, este ha sido sustituido por el Real Decreto
1090/2015 del 4 de diciembre, que entrd en vigor posteriormente a la aprobacion
del estudio. (170)

3.2 PACIENTES DEL ESTUDIO

Fueron candidatos a entrar en el estudio los pacientes diagnosticados de DA
segun los criterios de Hanifin y Rajka, con indice SCORAD de 20 a 40, ambos
inclusive, que utilizaban o en quienes se indicaba el empleo de corticosteroides
topicos para el tratamiento de los brotes de DA, y que cumplian todos los criterios

de inclusién y ninguno de los criterios de exclusion.
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3.2.1 Consentimiento informado y hoja de informacion al paciente

Con el fin de reclutar pacientes para el estudio, se informd del mismo a todos
los pacientes consecutivos que acudieron a las consultas del centro participante, y
que fueron evaluados por los investigadores del estudio. Al tratarse de menores de
edad, el investigador explicé a cada paciente y a sus padres o tutores legales, la
naturaleza del estudio, sus propodsitos, procedimientos, duracion prevista y los
potenciales riesgos y beneficios relacionados con la participacion en el estudio, asi
como cualquier inconveniente que este le pudiera suponer. Todos ellos fueron
advertidos de que su participacion era voluntaria y de que podrian abandonar el
estudio en cualquier momento, sin que esto afectase a su tratamiento médico

posterior, ni a su relaciéon con el médico que les trataba.

Se obtuvo el consentimiento informado de los padres o del representante
legal del menor. El consentimiento informado fue proporcionado mediante un
escrito estandar, en lenguaje facilmente comprensible para el participante. Se
disponia del tiempo suficiente para leer y entender las explicaciones antes de fechar
y firmar el consentimiento informado y se entregd una copia de los documentos

firmados.

De igual forma, el menor también prestd su consentimiento para participar
en el estudio, en cumplimiento con lo establecido en el articulo 7.3, apartado a) del
Real Decreto 223/2004 de ensayos clinicos. (164) Recibi6 la informacion sobre el
estudio, los riesgos y los beneficios en un lenguaje adecuado a su capacidad de
entendimiento en dos categorias: menor o mayor de 12 afios. Ningun paciente fue
incluido en el estudio sin que sus padres y ellos mismos hubieran otorgado

previamente su consentimiento.

Siguiendo las indicaciones del Real Decreto, el promotor puso en

conocimiento del Ministerio Fiscal la autorizacién del estudio clinico.

3.2.2 Criterios de inclusion

Los pacientes debian cumplir TODOS los criterios enumerados a

continuacion para su inclusion en el estudio:

1. Pacientes de 4 a 17 anos, ambos inclusive.
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Pacientes diagnosticados de DA segun los criterios de Hanifin y
Rajka.
Pacientes con indice SCORAD de 20 a 40, ambos inclusive.

Pacientes que utilicen o en quienes se indique el empleo de

corticosteroides topicos para el tratamiento de los brotes de DA.

Pacientes cuyos padres o representante legal firmen el consentimiento

informado.

Pacientes que firmen el consentimiento informado en sus dos

modalidades: menor o mayor de 12 afios.

3.2.3 Criterios de exclusion

Los pacientes no debian cumplir NINGUNO de los criterios enumerados a

continuacion para evitar su exclusion del estudio:

1.
2.
3.

9.

Embarazo.
Lactancia.

Mujeres en edad fértil que no se comprometan a utilizar algtin método
anticonceptivo eficaz, a juicio del investigador, si mantiene una vida

sexual activa o la inicia durante el estudio.
Pacientes en tratamiento con fototerapia para la DA.

Pacientes en tratamiento con corticosteroides sistémicos en los dos

meses previos.

Pacientes en tratamiento con inmunosupresores o citostaticos en los

dos meses previos.

Pacientes que hayan recibido tratamiento con probioticos en los dos

meses previos.

Pacientes que hayan sido tratados con antibidticos sistémicos en los

cuatro dias previos.

Pacientes con fiebre (temperatura > 37,5 °C axilar o equivalente)

10. Pacientes con enfermedades alérgicas graves.
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11. Pacientes con patologias relacionadas con procesos de

inmunodeficiencia o cancer.

12. Pacientes con otras patologias dermatoldgicas que puedan dificultar
la evaluacion de la DA o precisen el empleo continuado de

corticosteroides tépicos.

13. Pacientes en los que esté contraindicado cualquiera de los

medicamentos en estudio seguin lo establecido en sus fichas técnicas.
14. Pacientes con intolerancia al gluten y/o lactosa.

15. Pacientes que hayan participado en estudios de investigacion con

farmacos en los tres meses previos.

3.2.4 Criterios de retirada

Si durante el curso del estudio clinico algin paciente necesitaba tomar
cualquier tipo de tratamiento concomitante, debia notificarlo al médico
investigador, anotando éste la dosis, la via de administracion y el motivo de la toma

en la hoja de seguimiento individual.

Debian ser retirados del estudio, y considerados como fracaso terapéutico,
aquellos pacientes que precisaran tratamiento con corticosteroides sistémicos mas

de 7 dias consecutivos durante el estudio.

También debian ser retirados los pacientes que no tomaran el probidtico

durante mas de 8 dias consecutivos (10 % de los dias de tratamiento).

3.2.5 Aleatorizacion

La asignacion del tratamiento se realizo mediante una aleatorizacién 1:1
estratificada por bloques teniendo en cuenta las variables: sexo (hombre o mujer),
edad (menor o mayor de 8 afios) y edad de comienzo de la DA (antes o después de
los 4 afos).

Cada paciente se clasifico en uno de los ocho estratos posibles combinando
las tres variables binarias en la situacion basal. Los pacientes se asignaron a uno de
los dos grupos de tratamiento, probidtico o placebo, segin una lista de

aleatorizacién computarizada que se prepar6 previamente para cada estrato.
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3.3 VALORACIONES CLINICAS

3.3.1 SCORAD

El indice SCORAD (SCORing of Atopic Dermatitis) es la escala de gravedad
para la DA utilizada en este estudio (57).

El indice SCORAD consiste en un sistema de puntuacion que tiene en cuenta
la extension y la intensidad de cinco tipos de lesiones fundamentales: eritema,
edema/pdpula, exudado/costra, escoriacion y liquenificacion; asi como los

sintomas subjetivos (prurito y pérdida de suefio) que provocan.

El manejo del indice SCORAD precisa un procedimiento correctamente
ejecutado para su validez. La recogida de datos y la formula para el calculo de la

puntuacion se explican a continuacion.

Extension de las lesiones o Valor A

La superficie corporal se divide en cuatro segmentos (cabeza y cuello, tronco,
extremidades superiores y extremidades inferiores), a los que se les asigna un
porcentaje relativo en funcion de la superficie que representen respecto a la
superficie corporal total. La superficie de los genitales, asi como la palma o el dorso

de la mano se consideran un 1 %.

Siguiendo el esquema de la Figura 8, se calcula la superficie afectada por las
lesiones de DA, teniendo en cuenta la extension de la lesion y el porcentaje de
superficie relativo de cada segmento corporal. El valor A es la suma de todos los

porcentajes de extension.



CAPITULO IIT: MATERIAL Y METODO 73

Figura 8. Valores asignados a cada segmento de la superficie corporal para la

evaluacion de la extension de las lesiones. (57)

Intensidad de las lesiones o Valor B

Se valoran los signos clinicos de cinco tipos de lesiones fundamentales
(eritema, edema/pépula, exudado/costra, escoriacion y liquenificacidn) a los que se
les asigna un valor entre 0 y 3 puntos en funcion de su intensidad, donde: 0 =
Ausencia; 1 =Leve; 2 =Moderado; 3 = Severo. Del mismo modo, se valora la xerosis

de la piel en las zonas cutaneas no afectadas por lesiones de DA.

En la Figura 9 se muestran imagenes representativas de los cuatro niveles de

puntuacion de las cinco lesiones valoradas y de la xerosis.
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Figura 9. Grados de intensidad para cada una de las lesiones valoradas en la
intensidad del indice SCORAD. (171)

Exudado

Excoriaciéon

Liquenificacién

Xerosis

La valoracion de la intensidad de cada lesion se realiza teniendo en cuenta la
media del area representativa donde se aprecien afectaciones en la piel.

El valor B es la suma de los valores obtenidos en cada una de las cinco lesiones
fundamentales, asi como el de la xerosis general detectada.
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Sintomas subjetivos o valor C

Los sintomas subjetivos estan compuestos, a su vez, por dos variables: prurito
y pérdida de sueno. Basandose en una escala visual analogica, (172) los padres de
los menores y/o los pacientes, segiin su edad, valoran de 0 a 10 el valor medio

estimado de estos dos sintomas de los tltimos tres dias.

El valor C es la suma de los valores individuales asignados al prurito y a la

pérdida de suefio.

SCORAD total

Para obtener el valor total del SCORAD a partir de los tres valores obtenidos

segun el procedimiento anterior, se aplica la siguiente formula:

[ Puntuacion SCORAD final = Valor A/5 + 7 x Valor B/2 + Valor C ]

3.3.2 Impresion Clinica Global (ICG)

La Impresion Clinica Global (ICG) mide la severidad de la enfermedad en
una escala de 0 a 6 puntos, en base a la evaluacion global de las lesiones de la piel.

La evaluacion la realiza el dermatdélogo mediante observacion.
El estado general de las lesiones se valora segun las siguientes puntuaciones:
- Puntuacion de 0 o limpia: sin signos de DA.

- Puntuacion de 1 o practicamente limpia: eritema y papula/infiltrado
solamente perceptibles.

- Puntuacién de 2 o leve: eritema y papula/infiltrado leves.
- Puntuacion de 3 o moderada: eritema y papula/infiltrado moderados.

- Puntuacion de 4 o grave: enfermedad grave con eritema severo y
papula/infiltrado graves.
- Puntuacién de 5 o muy grave: eritema severo y papula/infiltrado

graves con exudado/costras.
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Se considera remision de la enfermedad una puntuacion de ICG menor a 2.

3.4 VALORACIONES ANALITICAS

Se recogieron muestras de sangre y heces de cada paciente del estudio al

comienzo y al final del periodo de intervencion de 12 semanas.

La extraccion de sangre la realizo el personal sanitario D.U.E del Centro
Dermatologico Estético de Alicante. Se extrajeron alrededor de 10 ml que se
repartieron en diferentes tubos para su conservacion y segun su finalidad: analizar
el hemograma, el perfil bioquimico, los niveles de interleuquinas y la presencia de

translocacion bacteriana.

La toma de la muestra de heces, destinada al analisis de la microbiota
intestinal, la realizo el propio paciente con la ayude de sus progenitores o tutores.
Para ello, se le entrego el instrumental necesario para la recogida de la misma y se
explico el procedimiento correcto de almacenamiento, conservacion y entrega en la

clinica.

Las muestras de sangre se centrifugaron para separar el suero y se
conservaron a una temperatura de -20 °C, mientras que las muestras de heces se
conservaron a -80 °C. Ambas muestras se rotularon correctamente y distribuyeron

en los centros donde se realizaron los analisis.

El Centro Inmunolodgico de Alicante se encargd del andlisis del hemograma y
la bioquimica. La translocacion bacteriana se analizé en los laboratorios del Centro
de Investigacién Biomédica en Red en el Area tematica de Enfermedades Hepaticas
(CiberEhd) en el Hospital General Universitario de Alicante. El andlisis de la
microbiota intestinal se realizo en Lifesequencing S.L. (Paterna, Valencia). La
determinacion de las interleuquinas se llevé a cabo en la Universidad Catolica San
Antonio de Murcia (UCAM).

3.4.1 Translocacion bacteriana

Para detectar e identificar fragmentos de ADN de origen bacteriano en
sangre, se realizo una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Primero, el ADN
de aisld y extrajo con el QIAamp DNA Mini Kit (QIAgen, Hilden, Alemania). A
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continuacion, se llevé a cabo la PCR de amplio rango, amplificando la region
conservada del gen de ARNr bacteriano 165 wusando los cebadores:
5-TTCCGGTTGATCCTGCCGGA-3 como cebador sentido, y
5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3" como cebador antisentido. Las muestras se
amplificaron mediante el termociclador MyCycler Thermal Cycler System (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, US) y se migraron por electroforesis en un gel de

agarosa al 1%.

Finalmente, se observaron mediante una lampara de luz UV y se compard la

migracion de las muestras con los controles positivo y negativo.

3.4.2 Interleuquinas

La determinacion cuantitativa de las interleuquinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13
se realizd mediante la técnica de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) en muestras de suero de cada uno de los pacientes del estudio, utilizando
el kit Human Quantikine Kits (R&D Systems, Minneapolis, MN) especifico para
cada una de ellas y siguiendo las especificaciones del fabricante. Posteriormente, se
utilizé un lector de placas para su lectura. Las muestras, asi como la curva de
calibracion estandar, se realizaron por duplicado. Los limites de deteccion fueron
especificos de cada interleuquina y, a partir de los resultados obtenidos en los
controles y la curva estdndar, se calcularon todas las concentraciones de las

interleuquinas.

3.4.3 Microbiota intestinal

La secuenciacién genomica de las muestras de heces se realizé mediante el

aislamiento y la amplificacion del ADN.

El ADN de las muestras de heces se aislo siguiendo del procedimiento de
Yuan et al. (173) con pequenias modificaciones. La extraccion y purificacion del
ADN de las muestras se realizo mediante el sistema MagnaPure (Roche Life
Science) para evitar sesgos en la purificacion e incluir correctamente las bacterias
gram-positivas.

Para la secuenciacién masiva, se amplifico la region hipervariable V3-V4 del

gen del ARNTr bacteriano 16S mediante la tecnologia de MiSeq-Illumina utilizando
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cebadores y siguiendo las recomendaciones de Illumina para estudios

metagendmicos con secuenciacion.

La composicion bacteriana de todos los pacientes al inicio se compard con
una cohorte de pacientes sanos extraida del Proyecto del Microbioma Humano.
(174) Posteriormente, se analizaron los cambios producidos sobre la composicion

de la microbiota tras la intervencidon, comparando los grupos probidtico y placebo.

3.5 TRATAMIENTOS DEL ESTUDIO

3.5.1 Producto en estudio

El preparado probidtico utilizado en este estudio contenia 10° UFC de tres
cepas bacterianas: Bifidobacterium lactis CECT 8145, Bifidobacterium longum CECT
7347y Lactobacillus casei CECT 9104 con maltodextrina como excipiente. Las cepas
se seleccionaron teniendo en cuenta los resultados de una extensa busqueda
bibliografica en la que se obtuvieron datos sobre el efecto de las mismas en la
microbiota intestinal y la DA. (175)

El producto control o placebo consistia en un preparado de apariencia similar

al probidtico que contenia tinicamente maltodextrina en polvo.

Las capsulas de ambos productos eran idénticas en forma, tamafio y volumen
del contenido. Las cdpsulas se hicieron de gelatina con un calibre de 9,85 x 16,4 mm
y podian ser abiertas de manera que su contenido fuera disuelto en un medio
liquido no caliente, para ayudar a los pacientes mas pequenios que presentaban

dificultades en la deglucion.

La pauta de dosificacién fue de una cdpsula al dia del producto, lo que

corresponde a 30 mg/dia de probidtico, o su equivalente de placebo.

Los tratamientos en estudio se entregaron, en las condiciones establecidas por
la normativa vigente, en la consulta utilizada para el estudio clinico y facilitados
por el investigador. Tanto el probidtico como el placebo se utilizaron siguiendo las

especificaciones sefialadas en la ficha técnica de los productos.
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3.5.1.2 Cumplimiento terapéutico

El cumplimiento terapéutico es la base del éxito de un tratamiento, asi como

indicador de la idoneidad del mismo.

Se registro el cumplimiento y adherencia al tratamiento de cada uno de los
participantes del estudio. Para ello, se solicitd al paciente y sus familiares que
entregaran el tratamiento sobrante cada vez que acudieron a la consulta. Se registrd
la cantidad de cdpsulas devueltas y se analiz6 el dato registrado segtin el nimero

total de dias que habian transcurrido entre visitas.

El porcentaje de cumplimiento obtenido fue estudiado como objetivo

secundario en el estudio.

3.5.2 Corticosteroides topicos

Para el tratamiento de los brotes con corticosteroides topicos, los pacientes
utilizaron metilprednisolona aceponato 1 mg/g, que se aplicd con una capa fina una

vez al dia sobre la zona afectada frotando ligeramente.

La duracion del tratamiento no debia exceder los diez dias consecutivos y,
como norma general, la duracién del tratamiento en nifios debe limitarse al minimo

posible.
3.5.3 Corticosteroides sistémicos

En los casos en los que se preciso el empleo de corticosteroides sistémicos se
prescribi6 deflazacort 30 mg.

3.5.4 Antihistaminicos

Para el tratamiento del prurito se utilizd6 desloratadina, jarabe o
comprimidos. La pauta recomendada fue: en nifios de 7 a 11 afios, 5 ml de jarabe
una vez al dia (2,5 mg de desloratadina) y en nifios mayores de 12 afios, un

comprimido (5 mg de desloratadina) una vez al dia.
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3.5.5 Antibidticos topicos

Cuando fue necesario un antibidtico topico para algunos tipos de lesiones, se

prescribi6 acido fusidico 20 mg/g, antibiotico de uso general para la DA infectada.

3.5.6 Emolientes

Para evitar una sequedad excesiva de la piel, se recomend¢ el uso de un
tratamiento coadyuvante emoliente, Lipikar de la Roche-Posay®, que se

proporciond a los pacientes.

3.6 SEGURIDAD

La seguridad del tratamiento se evalué mediante la contabilidad de

acontecimientos adversos ocurridos durante el transcurso del estudio clinico.

Se considera acontecimiento adverso cualquier acontecimiento médico
adverso acontecido a un paciente o a un sujeto de la investigacion clinica al que se
le ha administrado un producto farmacéutico, aunque no tenga necesariamente
una relacion causal con este tratamiento. Un acontecimiento adverso puede ser,
ademads, cualquier signo desfavorable o inesperado, incluyendo un hallazgo de
laboratorio anormal, sintoma o enfermedad temporalmente asociada con el uso de

un producto en investigacion, relacionado o no con el mismo.

El registro de acontecimientos adversos es un aspecto relevante de la
documentacion del estudio, por lo que es importante seguir correctamente las

normas para su correcta evaluacion.

3.6.1 Deteccion y documentacion de acontecimientos adversos

Fue responsabilidad del investigador documentar todos los acontecimientos
adversos que hubieran ocurrido durante el estudio clinico.

En cada visita o evaluacidén, se recogieron todos los acontecimientos
adversos, tanto los observados por el investigador como los comunicados por el
paciente espontaneamente o como respuesta a una pregunta no dirigida a ellos

mismos o sus progenitores/tutores legales (similar a “;como se encuentra desde el
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inicio del tratamiento/ultima visita?”) realizada por el investigador. Los
acontecimientos adversos fueron evaluados por el investigador y anotados en la

historia clinica del paciente.

Se establecio la naturaleza de cada evento, el tiempo de inicio después de la
administracién del farmaco, la duracién, la gravedad y la relacion con el
tratamiento. Asimismo, se registraron los detalles de cualquier tratamiento

correctivo.

La sintomatologia y tratamiento iniciales, si los hubiera, se documentaron
correctamente en la visita de seleccidn y la interpretacion de los datos de las visitas

siguientes se realizo partiendo de la informacion basal disponible.

En cuanto al seguimiento de los acontecimientos adversos, los
investigadores controlaron al paciente hasta que estos disminuyeron,

desaparecieron o hasta que el proceso se estabilizo.

La valoracion de la gravedad se analizé asignando a la intensidad méaxima

una de las siguientes categorias:

- Leve: un acontecimiento adverso facilmente tolerable por el sujeto,

causando un malestar minimo y no interfiriendo en la actividad diaria.

- Moderado: un acontecimiento adverso que es suficientemente molesto para

interferir con las actividades normales diarias.

- Grave: cualquier acontecimiento que cumpla los criterios definidos por el
Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan los ensayos
clinicos con medicamentos, (164) y que requiere de una comunicacién
especial. Se definen con detalle en el apartado 3.6.3, asi como los

procedimientos a seguir en caso de que ocurran.

Mencion aparte reciben las reacciones adversas inesperadas, cuya naturaleza
o gravedad no se relacionado con la informacién contenida en la ficha técnica del

tratamiento.

3.6.2 Valoracion de la causalidad

El investigador valord, para cada acontecimiento adverso, si existia una

relacion con el tratamiento en estudio. La causalidad se definidé usando las
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siguientes categorias basadas en las definidas por el Uppsala Monitoring Centre de
la OMS (176):

- Definitiva: si la secuencia temporal es compatible con el momento de
administracién del farmaco, siguiendo el patron de respuesta esperado del
farmaco en estudio y no puede explicarse por otros factores tales como
enfermedades concurrentes u otros tratamientos y, ademads, desaparece o se
reduce notablemente al suspender la administracion del farmaco y/o tiene

una respuesta positiva cuando se produce la reexposicion.

- Probable: si el acontecimiento adverso ocurre tras la administracion del
farmaco, siguiendo el patrén de respuesta esperado del farmaco en estudio
y no puede explicarse por otros factores tales como enfermedades

concurrentes u otros tratamientos.

- DPosible: si el acontecimiento adverso ocurre tras la administracion del
farmaco y/o sigue el patron de respuesta esperado del fadrmaco en estudio,
pero podria también deberse a otros factores tales como enfermedades

concurrentes u otros tratamientos.

- Improbable: si el acontecimiento adverso se produce sin una secuencia
temporal claramente relaciona con la administracion del tratamiento y
puede explicarse de manera mas admisible mediante otros factores tales

como enfermedades concurrentes u otros tratamientos.

- No relacionado: si el acontecimiento adverso esta notoriamente vinculado
con otros factores tales como enfermedades concurrentes u otros

tratamientos.

3.6.3 Procedimientos para la notificacion inmediata de acontecimientos graves o

inesperados

Se considera acontecimiento adverso grave cualquier caso médico adverso

que a cualquier dosis:
- Produce la muerte del sujeto.

- Pone la vida en peligro, referido a un acontecimiento en el que el sujeto

corria el riesgo de morir en el momento del acontecimiento. No se refiere a
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un acontecimiento que hipotéticamente podria haber causado la muerte si

éste fuera mas grave.

- Provoca la hospitalizacion del sujeto o la prolongaciéon de una
hospitalizacion ya existente. No se consideraria como tal cuando la

hospitalizacion se produce por una intervencion programada.

- Causa incapacidad significativa o permanente, una anormalidad congénita

o defecto de nacimiento o una sobredosis (accidental o deliberada).

- Dé lugar a una anomalia o malformacion congénita. Por este motivo,

cualquier embarazo debe tratarse como un acontecimiento adverso grave.

- Aquellas sospechas de acontecimiento o reacciéon adversos que se
consideren importantes desde el punto de vista médico, aunque no

cumplan los criterios anteriores.

El investigador principal debia comunicar inmediatamente al promotor
todos los acontecimientos adversos graves y seguir el protocolo establecido de

comunicacion de dichos acontecimientos.

Esta comunicacidon debia realizarse al promotor por teléfono o fax en las 24
horas siguientes al conocimiento del acontecimiento adverso por el investigador.
El promotor debia comunicar a la Agencia Espafiola del Medicamento las
notificaciones de acontecimientos adversos, siguiendo lo establecido en los
Articulos 43 a 47 del Real Decreto 223/2004 de ensayos clinicos, (164) que sefialan
las obligaciones del promotor en el registro, evaluaciéon y comunicacion de

acontecimientos adversos.

3.7 PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

3.7.1 Contenido de las visitas

La duracién global del estudio fue de 12 semanas, desde el reclutamiento de
los pacientes hasta la tltima exploracion. El estudio se estructuro en siete visitas,
cuatro presenciales y tres controles telefonicos, realizadas de forma alterna cada

dos semanas. En la Tabla 1 se muestra un esquema de las visitas.
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Tabla 1. Esquema del procedimiento de las visitas del estudio.

Visitas 0/1 | 2 3 4 5 6 7
Semana 0 2 4 6 8 10 12
Criterios de inclusidn/exclusion X
Firma del consentimiento informado X
Historia clinica X
Exploracion fisica X X X
Determinaciones de laboratorio X
Exploraciones complementarias X X
SCORAD X X
ICG X
Tratamiento farmacologico X X
Entrega del CRD del paciente X
Recogida de datos del cuaderno diario X X X
Evaluacién de acontecimientos adversos X X X X X

El contenido y las acciones realizadas en cada visita, establecidos por el

protocolo del estudio, se detallan a continuacion.

Seleccion de pacientes y visita 1

Antes de realizar cualquier tipo de valoracion clinica, se explico el estudio y
se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los padres o tutores y del
propio paciente.

Seguidamente se comprobd que los pacientes cumplian todos los criterios de

inclusion y ninguno de los de exclusion detallados en el protocolo.

Para ello, se verifico que los pacientes estaban diagnosticados correctamente

segun los criterios de Hanifin-Rajka, y se evaluaron los indices SCORAD e ICG.
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En cada paciente se recogieron los siguientes datos clinicos:

e Historia clinica, incluyendo antecedentes personales y familiares y

anamnesis por aparatos.

e Exploracion fisica completa que incluy¢ talla, temperatura y peso

corporal.

Ademas, se llevo a cabo una extraccion de sangre para la realizacion de

determinaciones analiticas de:
e Rutina en el seguimiento de los pacientes:

— Hematologia clinica: hematies, hemoglobina, hematocrito,
volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media,
concentracion hemoglobina corpuscular media, plaquetas,

leucocitos y féormula leucocitaria.

— Bioquimica clinica: GOT, GPT, LDH, fosfatasa alcalina, GGT,
bilirrubina total, creatinina, glucemia, colesterol, triglicéridos,
proteinas totales, proteina C reactiva y albimina, asi como la IgE

como serologia relacionada con la DA.
e Biomarcadores de inmunidad:
— Interleuquinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 en suero.
— ADN bacteriano en suero.

También se recogié una muestra de heces de los pacientes para llevar a cabo
el estudio de la microbiota intestinal.

En el caso de las mujeres potencialmente fértiles (todas las mujeres desde la
menarquia excepto si existian pruebas de infertilidad), se realiz6 un test de

embarazo para verificar que no se encontraban en periodo de gestacion.

Una vez incluido en el estudio, cada paciente fue asignado a uno de los dos
grupos de tratamiento siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.2.5 y
recibié6 una caja numerada, codificada y etiquetada conforme a la normativa
vigente, con las capsulas para el primer mes de tratamiento. Todos los pacientes
recibieron un nimero de cdpsulas superior a las que requeria la pauta de
tratamiento asignada, con el fin de posibilitar el recuento de las unidades

consumidas para evaluar el cumplimiento del paciente. Se inform¢é claramente al
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paciente y a sus padres de como debia tomar las capsulas cada dia, ingiriéndolas a

cualquier hora del dia siempre que se distanciara de bebidas calientes.

Visitas 3,5y 7
Estas visitas fueron presenciales y se corresponden con las 4, 8 y 12 semanas

desde el comienzo del tratamiento. En ellas, se valoraron:

- Los brotes aparecidos, los tratamientos recibidos, y los problemas y

acontecimientos adversos acontecidos.
- Una exploracion fisica basica.
- SCORAD.
- ICG

La valoraciéon de los acontecimientos adversos se realizo siguiendo los
procedimientos establecidos en el protocolo y descritos en el apartado 3.6 de este
trabajo. Se recogieron todos los acontecimientos adversos que refiri6 el paciente,
especificando fecha de comienzo y de finalizacién, y tratamiento recibido en su

caso.

Adicionalmente, el paciente entregd la medicacion sobrante, y recibié dos
nuevas cajas con el tratamiento correspondiente para el mes siguiente, a excepcion
de la visita 7, en la que no se entregd nuevo tratamiento al ser la tltima visita del
estudio.

Visitas 2,4y 6
Estas visitas se realizaron a los 15 dias de cada visita presencial para la
revision del cuaderno del paciente y su evolucién, correspondiendo con las

semanas 2,6 y 10 desde el inicio del tratamiento.

Las visitas podian ser presenciales o telefénicas, ya que no requerian la
presencia de los pacientes al no evaluarse ni el SCORAD ni la ICG. Se realizé un
control telefénico en la mayoria de los casos, identificando siempre a la persona

que comunicaba la informacién recogida en dicho cuaderno.
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Visita 7 o final

Ademas de lo explicado en el apartado de las visitas presenciales, en esta
visita, se realizd la misma exploracion de la visita 1 al paciente, incluyendo el

andlisis y valoracion de una muestra de sangre y otra de heces.

3.7.2 Recogida de datos

Todos los datos derivados del estudio clinico, es decir, las valoraciones de la
severidad de la enfermedad (SCORAD e ICG), el nimero de brotes de DA y su
tratamiento, los resultados de las determinaciones analiticas, etc., se recogieron en

el Cuaderno de Recogida de Datos (CRD) de cada paciente de manera individual.

Todos los farmacos que el paciente tomo durante el estudio, especificando las
dosis, via de administracion y duracion del tratamiento, fecha de inicio y fecha de
finalizacién, asi como los acontecimientos adversos que se dieron durante el

transcurso del estudio, se anotaron también en el CRD.

La informacion sobre el tratamiento del estudio también se recogio en el CRD
correspondiente, en el que el investigador y/o el personal colaborador del estudio
indicaron el cumplimiento en cada visita, mediante un recuento de las capsulas

devueltas y la informacion facilitada por el paciente.

3.7.3 Responsabilidades del personal investigador

Los indices de valoracion de lesiones (SCORAD e ICG) fueron realizados por

un dermatdlogo en todo momento.

Con permiso previo de los pacientes, yo, autora la tesis doctoral aqui
expuesta, estuve presente en todas las visitas de los pacientes del estudio,
realizando la recogida de datos, verificando que el protocolo se cumpliera segin
estaba disefiado e informando tanto a los pacientes como a los padres y tutores del

estudio clinico y del tratamiento a estudio desde mi formacidn como farmacéutica.

El personal D.U.E. realizé la extraccion de sangre de los pacientes.
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3.8 SISTEMAS DE CONTROL DE CALIDAD DEL ESTUDIO

Durante el estudio se llevaron a cabo varios controles de calidad para
verificar el correcto desarrollo del estudio. En concreto, hablaremos de las visitas

de monitorizacion, en las que el equipo investigador ha formado parte.

3.8.1 Visitas de monitorizacion

En las visitas de monitorizacidn se revisaron todos los datos recogidos en los
CRD y se compararon con aquellos registrados en la historia clinica del paciente en
la plataforma digital del Centro Dermatoldgico de Alicante como documento

fuente.

En total se realizaron ocho visitas de monitorizacion, de las que la tltima de

ellas fue la visita de cierre.

Después de cada visita de monitorizacidn, se elaboraba un documento con el
registro de las incidencias encontradas en la cumplimentacién del CRD con el que

se informaba al investigador de las correcciones a realizar y subsanar.

3.9 ANALISIS ESTADISTICO

3.9.1 Determinacion del tamafno muestral

Los datos previos de estudios realizados en nifios y adultos con diagnostico
similar y gravedad moderada, mostraron un mayor uso de corticosteroides topicos
en el grupo tratado con placebo durante el tiempo de estudio, en pacientes y

condiciones similares a este estudio.

Asumiendo un efecto similar en respuesta a placebo oral, y una reduccién del
60 % de los dias en tratamiento con corticosteroides topicos en el grupo tratado con
probidtico, con unas pérdidas estimadas del 5 % de sujetos del estudio, se
precisarian 25 pacientes por grupo para poder detectar esas diferencias como

estadisticamente significativas con una potencia del estudio del 80 %.
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Por ello, finalmente se establecid un tamaro muestral total de 50 pacientes a
incluir en el estudio, a distribuirse en ambos grupos de tratamiento (placebo y

probiotico) con un ratio 1:1, es decir, 25 pacientes por grupo.
3.9.2 Analisis estadistico previsto

Los datos demograficos, caracteristicas basales y datos globales descriptivos
se expresaron como la media * la desviacién estdndar para las variables
cuantitativas continuas. En el caso de las variables categdricas, se presentaron las

frecuencias, junto con los porcentajes correspondientes.

Para los analisis de eficacia principales y secundarios se utilizaron los datos
recogidos en la visita de inicio como datos basales. Todos los anélisis se realizaron
mediante andlisis por intencién de tratar, incluyendo los pacientes que
completaron cada etapa de seguimiento. Se comenz6 estudiando la normalidad de
las variables para seleccionar el test estadistico correcto y, posteriormente, los datos
se presentaron, teniendo en cuenta lo anterior, de la manera mas representativa

para cada uno de ellos.

Los analisis principales se realizaron en el programa IBM SPSS Statistics para
Windows, Version 24.0 (Armonk, NY: IBM Co).

3.9.3 Analisis primario de eficacia

Para el analisis del indice SCORAD se calcularon los valores medios =+
desviacion estdndar para los datos globales a las 4, 8 y 12 semanas de tratamiento.
En cada uno de estos puntos, se compararon los valores con los que el paciente
presentaba al comienzo del estudio.

El porcentaje de dias en que se utilizan corticosteroides topicos se calculo
como el numero de dias en tratamiento con corticosteroides topicos durante el
numero total de dias del estudio. Se calcularon los valores medios + desviacion
estandar para los datos globales a las 4, 8 y 12 semanas de tratamiento. Los grupos
del estudio se compararon con un nivel de significacién estadistica del 5 %,
utilizandose una regresion logistica para el modelo de probabilidades por paciente.
Ademas, se analizd el niimero de dias acumulado, asi como la media de su uso en

cada grupo.
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3.9.4 Otros analisis de eficacia

Se realizaron otros analisis de eficacia de forma paralela, en los que se

valoraron los objetivos secundarios.

Se analiz6 el nimero de brotes producidos durante el tiempo de estudio en
ambos grupos de intervencién. Los datos finales se expresaron como niimero de

brotes acumulados.

El consumo de antihistaminicos y de corticosteroides orales se valord del
mismo modo que el descrito para el andlisis del consumo de corticosteroides
topicos.

Las categorias de ICG alcanzadas en cada visita del estudio y el cambio

producido entre ellas se reflejaron como frecuencia y porcentaje.

Se analizaron los cambios en los valores analiticos incluyendo los niveles de
IL y la presencia de translocacion bacteriana. Los datos analiticos se expresaron

como media + desviacién estandar.

Para la tolerabilidad y seguridad, se compararon los acontecimientos
adversos ocurridos durante el periodo de intervencion. Estos se tabularon segun

grupo de tratamiento, gravedad, tipo y relacion con el tratamiento a estudio.

Se realiz6 un andlisis descriptivo del cumplimiento terapéutico del producto
enmascarado en estudio. Los datos se mostraron seguin el grupo de tratamiento y

se expresaron como porcentaje + desviacion estandar.

3.9.5 Microbiota intestinal

El andlisis estadistico de los resultados de amplificar las muestras de heces

de los pacientes se realizd mediante técnicas de bioinformatica.

Las secuencias que se obtuvieron en la amplificacion se dividieron segun el
codigo utilizado en la PCR, mientras que las lecturas de R1 y R2 se superpusieron
utilizando el programa PEAR versién 0.9.1 que proporciona un unico archivo
FASTQ para cada una de las muestras. (177)

El andlisis bioinformatico se realizd siguiendo unos pasos concretos

comenzando por el seguimiento de la calidad de las secuencias a través de

diferentes utilidades. La herramienta fastx version 0.013 sirvid para comprobar la
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calidad del filtrado (umbral minimo de Q20), mientras que el programa cutadapt
version 1.4.1. se utilizé para eliminar las secuencias de los cebadores del gen ARNr
16S y la seleccidn de longitud (lecturas de mas de 300 nucledtidos). (178) Ademas,
se agrupan las secuencias por caracteristicas de similitud y solapamiento en

clusters.

Posteriormente, se convirtieron los archivos FASTQ en FASTA y se utiliz6
el programa UCHIME version 7.0.1001 para eliminar errores surgidos durante el
procedimiento de amplificacion y secuenciacion. Mediante blastn en su version
2.2.29+, se volcaron los archivos FASTA a la base de datos de ARNr 16S de NCBI y
los archivos XML obtenidos se procesaron con una secuencia de comandos Python
desarrollado por la empresa Lifesequencing, S.L. (Paterna, Espafia). Cada secuencia
se obtuvo con la asignacion taxondmica en uno de los niveles filogenéticos: filo,
familia, género y especie.

El andlisis de los resultados obtenidos se realizd6 mediante Specaccum, en el

paquete vegan implementado para R version 3.2.3. (179)

La diversidad se analizé mediante el soporte informatico QIIME. (180, 181)
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IV - RESULTADOS

En este capitulo se enumeran los resultados y el andlisis de los datos
recogidos en los pacientes incluidos en el estudio. Se presentan de forma clara y
ordenada, estudiando todos los objetivos y variables planteados al inicio de la

investigacion.

4.1 POBLACION A ESTUDIO

4.1.1 Diagrama CONSORT

Un total de 86 pacientes fueron evaluados para formar parte de la poblacion
del estudio. Después de entregar la hoja de informacion al paciente y realizar la
exploracidn, 36 pacientes no fueron incluidos en el estudio: 26 de ellos debido a que
decidieron no participar, y otros 10 porque no cumplieron todos los criterios de
inclusion y exclusién detallados en el protocolo del estudio. Se incluyeron,
finalmente, los 50 pacientes estipulados en el protocolo del estudio, que se
asignaron de forma aleatoria a los dos grupos de intervencion: 24 casos en el grupo

placebo (48 %) y 26 casos en el grupo probidtico (52 %).

Durante el periodo de intervencion, todos los pacientes del grupo placebo
terminaron el estudio, mientras que en el grupo probidtico tres pacientes
interrumpieron el seguimiento. Las razones de la salida del estudio de estos tres

pacientes se indican a continuacion:

1. Renuncia a continuar por voluntad propia: la paciente no desed
continuar por problemas de tiempo para acudir a la consulta e

informar de su evolucion.

2. Incumplimiento del protocolo: uno de los progenitores del paciente
no estaba informado de su participacion en el estudio y no dio su

consentimiento.

3. Patologia dermatologica concomitante: la paciente debutd con un

cuadro de psoriasis en placas en rodillas que necesitaba de otros
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tratamientos y que podian influir en la evaluacion de la dermatitis
atopica.
En el diagrama CONSORT (182) (Figura 10), se muestra la informacion del

flujo de pacientes a lo largo del estudio, resumiendo toda esta informacion.

Figura 10. Diagrama CONSORT.

Pacientes evaluados (n = 86)

Excluidos (n = 36)
* No cumplieron criterios de inclusion/exclusion (n = 10)
* Declinaron participar (n = 26)
Aleatorizados (n = 50)
|

. v
PROBIOTICO (n = 26) PLACEBO (n = 24)
v

Pérdidas en semana 8 (n=2)

* Retirada voluntaria
¢ Incumplimiento del protocolo

Pérdidas en semana 12 (n=1)
* Enfermedad concomitante

} '

Analizados Analizados
* n=26en semana 4 * n=24en semana 4
* n=24ensemana 8 * n=24en semana 8
* n=23en semana 12 * n=24en semana 12

4.1.2 Datos demograficos y clinicos

A fin de poder describir la poblacién incluida en el estudio, se analizaron
todas las variables demogréficas y clinicas que pudieran influir, de una u otra
forma, en los resultados obtenidos en el estudio, relacionados con la respuesta al

tratamiento.

4.1.2.1 Datos demogrificos

En el estudio se incluyeron pacientes con DA de ambos sexos: 26 mujeres
(52%) y 24 hombres (48 %). La edad de los pacientes incluidos fue de 9,2 + 3,7 afos,

teniendo un minimo de 4 y un maximo de 17, edades limite aceptadas en el
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protocolo. En cuanto al peso, este fue de 36,5 + 14,6 kg, y la talla de 136,9 + 21,0 cm.
La desviacion en estas variables se justifica con la diversidad de edades de los
pacientes incluidos, en periodo de crecimiento. Se pregunté a los pacientes,
ademas, si alguno de ellos fumaba y la respuesta fue negativa en todos los casos.
De todos los pacientes incluidos en el estudio, 43 (86 %) tenian antecedentes
familiares de DA u otras enfermedades dermatoldgicas y alérgicas. Ademas, la

edad promedio de debut de la DA fue de 3 afios. Todos estos datos se recogen en

la Tabla 2.
Tabla 2. Caracteristicas demograficas de la poblacion.
Poblacion total
N =50

Sexo, N (%)

Mujer 26 (52)

Hombre 24 (48)
Edad (afios), media + DE 92+37

<8 afios, N (%) 21 (42)

> 8 anos, N (%) 29 (58)
Fuma (No), N (%) 50 (100)
Peso (kg), media + DE 36,5 +14,6
Talla (79), media + DE 136,9 £ 21,0
Antecedentes familiares (Si), N (%) 43 (86)
Edad de inicio de DA (afos), media
+DE 3+3

<4 anos, N (%) 36 (72)

>4 anos, N (%) 14 (28)

4.1.2.2 Criterios de Hanifin-Rajka

Para confirmar el diagndstico de DA en los pacientes participantes, éstos
debian cumplir, al menos, tres criterios mayores y tres criterios menores de

Hanifin-Rajka. A continuacidn, se analiza la frecuencia de cada uno de los criterios

en la poblacion incluida.
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- Criterios mayores

Los cuatro criterios mayores de Hanifin-Rajka se cumplian en la mayoria de
los pacientes, ya que uno de los criterios de inclusion consistia en que el paciente

debia cumplir al menos tres de ellos.

Los criterios de prurito, morfologia tipica y dermatitis cronica se encontraban
presentes en el 100 % de pacientes. Por el contrario, el criterio de historia personal

o familiar de DA se cumpli6 en el 70 % de los pacientes (N = 35).

- Criterios menores

La distribucion de los criterios menores de Hanifin-Rajka, de mayor a menor

prevalencia en la poblacion total del estudio, se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3. Frecuencia de los criterios menores de Hanifin-Rajka.

Criterio menor N (%)
Xerosis 50 (100)
Palidez o eritema facial 50 (100)
Pitiriasis alba 49 (98)
Dermografismo blanco 49 (98)
Queilitis 48 (96)
Acentuacion perifolicular 48 (96)
Cerco periorbitario 47 (94)
Reactividad cutdnea inmediata positiva 44 (88)
Comienzo precoz 44 (88)
Pliegue infraorbitario de Dennie-Morgan 44 (88)
Curso influido por factores emocionales y ambientales 39 (78)
Prurito con el sudor 28 (56)
IgE sérica elevada 27 (54)
Ictiosis/ hiperlinealidad palmar/ hiperqueratosis folicular 26 (52)
Intolerancia a la lana o los solventes lipidicos 22 (44)
Tendencia a dermatitis inespecifica de pies o manos 14 (28)

Pliegues anteriores en el cuello 12 (24)




CAPITULO IV: RESULTADOS 99
Tendencia a infecciones cutaneas 7 (14)
Conjuntivitis recurrente 5 (10)
Intolerancia alimentaria 4 (8)
Eczema del pezon 2 (4)
Queratocono 0 (0)
Cataratas subcapsulares anteriores 0 (0)

4.1.2.3 Indice SCORAD

Los pacientes incluidos en el estudio debian cumplir el criterio de inclusion

de presentar una puntuaciéon en el indice SCORAD total de entre 20 y 40, que

definiria una DA de leve a moderada. Asi, los valores minimo y maximo incluidos

fueron de 22,3 y 39,60 puntos, respectivamente.

Para conocer si la distribucién de los datos se ajustaba a distribucién normal,

se realizé el andlisis de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, obteniendo una p de

0,20, por lo que si se ajustaron a esa distribucion. Se calculé la media de la

puntuacion de todos los pacientes incluidos, obteniendo un valor de 32,65 + 4,33.

En la Figura 11 se muestra la distribucion de los datos obtenidos.

Figura 11. Distribucion del indice SCORAD en la poblacion.
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A continuacién, se muestra el andlisis individual para cada uno de los tres
componentes del SCORAD: extension (valor A) e intensidad (valor B) de las

lesiones, y sintomas subjetivos (prurito y pérdida de suefio, valor C).

- Valor A - Extension de las lesiones

El valor medio de la superficie afectada por lesiones de DA en los pacientes
incluidos en el estudio fue de 14,94 %, registrandose desde un valor minimo del
7 % hasta un valor del 31 % (Figura 12).

Figura 12. Distribucion de los valores de extension en la poblacion.

12 Media = 14,94
. DE = 5,556
N =50
10

0]
]

Frecuencia
(@)
|

LU HITh

5 10 15 20 25 30 35

Valor A — Extensiéon

Respecto a la distribucion de los datos, estos no siguen una distribuciéon
normal como se puede observar en los resultados del andlisis de normalidad de

Kolmogorov-Smirnov, en el que se obtuvo una p de 0,004.
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- Valor B - Intensidad de las lesiones

La intensidad de los signos clinicos de los cinco tipos de lesiones
fundamentales, asi como la sequedad que se encontro en los pacientes a su entrada
al estudio, se detalla en la Tabla 4, donde puntuacién 0 implica ausencia de lesion,

1 es lesion leve, 2 es lesion moderada y 3 es severa.

Tabla 4. Frecuencia de los valores de intensidad de las lesiones.

Eritema Edema Exudado Excoriacion Liquenificacion Sequedad

0 N 0 25 37 4 21 0
% 0 50 74 8 44 0
1 N 29 25 11 31 25 1
% 58 50 22 62 50 2
) N 21 0 2 15 15 15
% 42 0 4 30 30 30
N 0 0 0 0 0 34
3 % 0 0 0 0 0 68

El promedio del valor B, calculado como la suma de las intensidades de las
distintas lesiones de los pacientes incluidos en el estudio fue de 6,76 + 0,96. La
distribucion de las frecuencias de los valores obtenidos se representa en la Figura
13. Estos datos no siguen una distribucion normal segtin los resultados del analisis

de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, en el que se obtuvo una p <0,001.
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Figura 13. Distribucion de los valores de intensidad de las lesiones en la

poblacion.
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- Valor C — Sintomas subijetivos

Los pacientes valoraron, mediante una escala analdgica visual, el prurito y la
pérdida de suefio provocados por la DA. El promedio de estos dos
subcomponentes fue de 5,46 +1,99 y de 0,54 + 1,20, respectivamente. En la Figura

14 se representa la distribucion de las frecuencias de estas dos variables.
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Figura 14. Distribucion de los valores de prurito y pérdida de suefio en la

poblacion.
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Ninguno de estos dos valores se ajustd a una distribucion normal segun el
andlisis de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, en el que se obtuvo una p <0,001

en ambos.

El total de los sintomas subjetivos (o valor C) se calculé mediante la suma de
estos dos valores individuales. El promedio del valor C de los pacientes incluidos
en el estudio fue de 6,00 + 2,26. En la Figura 15 se representa la distribucion de los
datos obtenidos, que no se ajustaron a una distribucién normal (p < 0,001 en el test

de Kolmogorov-Smirnov).
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Figura 15. Distribucion de los valores de los sintomas subjetivos en la poblacion.
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4.1.2.4 Otras variables clinicas de la DA

Con respecto a la puntuacion en la Impresion Clinica Global (ICG), al tratarse
de pacientes con una DA leve-moderada segin la puntuacion en el indice
SCORAD, todos tenian, en el momento de la inclusién, una puntuacién de “Leve”
(grado 2) o “Moderada” (grado 3). Asi, un total de 16 pacientes (32 %) se
encontraban dentro de la categoria “Leve” y 34 pacientes (68 %) de la categoria de
“Moderada”.

Por otro lado, en el momento de la inclusién, un total de 34 pacientes (68 %)

estaban usando corticosteroides topicos como tratamiento para las lesiones de DA.
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4.1.2.5 Parametros analiticos

Los resultados de los parametros analiticos y bioquimicos analizados a partir
de la muestra de sangre extraida en la visita basal del estudio se muestran en la
Tabla 5.

Tabla 5. Analisis de los parametros analiticos en la poblacion.

Poblacion total

N =50

Leucocitos (mil/pL) 9,68 +2,43
Hematies (mil/uL) 4,67 +0,54
Hemoglobina (g/dL) 13,34 + 1,39
Hematocrito (%) 40,02 + 6,31
V.C.M. (f]) 84,39 + 3,82
H.C.M. (pg) 28,62 +1,61
C.H.C.M. (g/mL) 33,90 + 1,32
Plaquetas (mil/pL) 325,45 + 94,79
Neutrofilos (%) 51,87 +9,17
Linfocitos (%) 35,48 + 8,45
Monocitos (%) 7,32 +1,92
Eosinofilos (%) 4,84 + 5,05
Basofilos (%) 0,48 +0,18
GOT (U/L) 29,22 +8,16
GPT (U/L) 17,38 + 9,05
GGT (U/L) 14,50 + 4,14
LDH (U/L) 541,09 + 181,31
Fosfatasa alcalina (U/L) 327,16 £ 155,98
Creatinina (mg/dL) 0,57 +0,13
Glucosa (mg/dL) 96,56 + 16,02
Colesterol (mg/dL) 167,12 + 24,92
Triglicéridos (mg/dL) 100,50 + 45,44
Albtmina (g/dL) 516 +0,77
Bilirrubina total (mg/dL) 0,43 +0,32



106 BEATRIZ RUZAFA COSTAS

IgE (IU/ml) 361,65 + 673,86
Proteinas totales (g/dL) 7,54+1,15
Proteina C reactiva 2 (4)

IL-4 (pg/mL) 31,52 + 6,88
IL-5 (pg/mL) 4,34 +0,57
IL-10 (pg/mL) 13,04 + 4,30
IL-13 (pg/mL) 83,63 +12,48

V.CM. = Volumen corpuscular medio; H.C.M. = Hemoglobina corpuscular media; CH.C.M. =
Concentracién de hemoglobina corpuscular media; GOT = Glutamato-oxalacetato transaminasa; GPT
= Glutamato piruvato transaminasa; LDH = Lactato deshidrogenasa. Todos los datos se representan
como media + DE, a excepcién de la proteina C reactiva, expresada nimero de pacientes (y porcentaje)
con un valor superior a 0,25 mg/L.

4.1.3 Analisis de homogeneidad

Para evaluar si el proceso de aleatorizacion habia sido eficaz y no existian
diferencias entre los dos grupos de tratamiento (placebo y probidtico) en las
variables analizadas en el apartado anterior, se realizd, con los datos de todos los

pacientes incluidos en cada grupo, un andlisis de homogeneidad.

En las Tablas 6 y 7 se recogen los resultados del analisis de homogeneidad de
las variables demograficas y clinicas, y de los pardmetros analiticos,

respectivamente.

Tabla 6. Andlisis de homogeneidad de las variables demograficas y clinicas.

Probiotico Placebo p
N =26 N=24

Sexo, N (%) 0,708
Mujer 13 (50) 13 (54,16)
Hombre 13 (50) 11 (45,83)

Edad (anos), media + DE 9,35 + 3,58 8,96+394 0,619
< 8 anos, N (%) 10 (38,46) 11 (45,83) 0,598
> 8 afos, N (%) 16 (61,54) 13 (54,17)

Peso (kg), media + DE 38,33 +14,54  34,80+14,77 0,399

Talla (79), media £ DE 137,58 +22,72 136,31 £19,69 0,907
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Antecedentes familiares (Si), N (%) 23 (88,46) 20 (83,33) 0,602
fclljaEd de inicio de DA (afios), media 343 313 )
<4 anos, N (%) 20 (76,92) 16 (66,67) 0,420
>4 anos, N (%) 6 (23,08) 8 (33,33)

SCORAD, media + DE 33,58 + 3,38 31,64+£5,05 0,122
A - Extension 15,58 + 5,65 14,25+5,49 0,354
B - Intensidad 7,00 +0,75 650+1,11 0,084
C - Sintomas subjetivos 5,96 + 2,34 6,04 +2,22 0,759

ICG, N (%) 0,423
Leve 7 (26,92) 9 (37,50)
Moderada 19 (73,08) 15 (62,50)

Utiliza corticosteroides (Si), N (%) 16 (61,54) 18 (75) 0,308

Tabla 7. Andlisis de homogeneidad de los parametros analiticos.

Probiotico Placebo p
N =26 N=24
Leucocitos (mil/uL) 9,20 + 2,48 10,18 +2,33 0,124
Hematies (mil/uL) 4,61 +0,57 4,74 +0,52 0,234
Hemoglobina (g/dL) 13,11 +1,51 13,58 +1,23 0,243
Hematocrito (%) 38,53 + 4,54 41,56 + 7,52 0,080
V.C.M. (f]) 83,76 + 3,86 85,04 + 3,75 0,248
H.C.M. (pg) 28,53 + 1,67 28,70 +1,58 0,712
C.H.C.M. (g/mL) 34,05 + 1,20 33,75+ 1,44 0,434
Plaquetas (mil/pL) 317,88 + 105,66 333,33 + 83,52 0,574
Neutrofilos (%) 52,06 + 9,46 51,67 9,06 0,803
Linfocitos (%) 35,01 + 8,66 35,96 + 8,38 0,697
Monaocitos (%) 7,49 +2,15 7,15+1,66 0,538
Eosinofilos (%) 4,96 + 5,80 4,72 +4,27 0,582
Basofilos (%) 0,48 +0,19 0,49 +0,16 0,467
GOT (U/L) 30,19 £9,21 28,17 + 6,88 0,508
GPT (U/L) 17,81 +7,99 16,92 + 10,23 0,344
GGT (U/L) 14,38 + 4,54 14,62 + 3,74 0,352
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LDH (U/L) 537,42 + 123,56 544,91 + 140,34 0,847
Fosfatasa alcalina (U/L) 302,84 + 149,95 352,50 + 150,00 0,168
Creatinina (mg/dL) 0,547 0,116 0,597 + 0,151 0,192
Glucosa (mg/dL) 100,15 + 12,81 92,67 + 18,39 0,099
Colesterol (mg/dL) 166,46 + 22,43 167,83 + 27,85 0,848
Triglicéridos (mg/dL) 88,77 + 44,99 113,21 +43,30 0,057
Albtmina (g/dL) 5,16 £ 0,28 516 +0,22 0,768
Bilirrubina total (mg/dL) 0,466 + 0,41 0,383 +0,16 0,540
IgE (IU/mL) 428,44 + 723,86 292,08 + 636,57 0,490
Proteinas totales (g/dL) 7,54 + 0,40 7,55 +0,46 0,763
Proteina C reactiva 0 (0) 2 (8,33) 0,133
IL-4 (pg/mL) 32,26 + 8,50 30,69 + 4,43 0,803
IL-5 (pg/mL) 4,30 +0,71 4,40+ 041 0,582
IL-10 (pg/mL) 13,68 £ 5,50 12,31 £2,19 0,856
IL-13 (pg/mL) 82,88 +12,88 84,81 + 12,67 0,616

V.CM. = Volumen corpuscular medio; H.C.M. = Hemoglobina corpuscular media; CH.C.M. =
Concentracién de hemoglobina corpuscular media; GOT = Glutamato-oxalacetato transaminasa; GPT
= Glutamato piruvato transaminasa; LDH = Lactato deshidrogenasa. Todos los datos se representan
como media + DE, a excepcién de la proteina C reactiva, expresada nimero de pacientes (y porcentaje)
con un valor superior a 0,25 mg/L.

Destaca en el andlisis de homogeneidad la no existencia de diferencias entre
los grupos en ninguna de las variables demograficas y clinicas, lo que sugiere que
ambos grupos son homogéneos y que el proceso de aleatorizacion se realizo

correctamente.

4.2. SCORAD

El indice SCORAD, utilizado como una de las variables principales, fue
evaluado en cada una de las visitas presenciales del estudio clinico (semanas 0, 4, 8
y 12), y se analizo, en ambos grupos de tratamiento, de forma global y cada uno de
sus componentes por separado: extension (valor A), intensidad (valor B) y sintomas

subjetivos (valor C).
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4.2.1 SCORAD total

Al inicio del estudio, en la visita basal, no se identificaron diferencias
estadisticamente significativas en la puntuacién del SCORAD entre ambos grupos
de tratamiento, obteniéndose valores medios de 33,58 + 3,38 y 31,64 + 5,05 en los

grupos probidtico y placebo, respectivamente.

Sin embargo, conforme avanzan las semanas de tratamiento, los valores
medios de ambos grupos comienzan a distanciarse, pudiendo observarse
diferencias significativas desde la semana 4. Estas diferencias se amplian mas en
las semanas 8 y 12, en la que se obtienen unos valores de 7,77 +7,72 en el grupo

probidtico y 23,88 + 10,07 en el grupo placebo (Tabla 8 y Figura 16).

Tabla 8. Valores del SCORAD en ambos grupos de tratamiento.

Probiotico Placebo P
Semana 0 33,58 + 3,38 31,64 + 5,05 0,122
Semana 4 18,89 £ 7,09 26,01 + 8,70 <0,003
Semana 8 11,26 + 6,65 25,04 £ 9,20 < 0,001

Semana 12 7,77 7,72 23,88 +10,07 <0,001
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Figura 16. Evolucién del SCORAD.
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Para cuantificar el efecto del preparado probidtico, se ha calculado las
diferencias en el indice SCORAD entre un grupo probidtico y el placebo,
observando que el indice SCORAD llega a reducirse, en la semana 12, cerca de 17

puntos mas en el grupo probiotico que en el placebo (Figura 17).

Figura 17. Diferencias en el indice SCORAD entre grupos.
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Por otro lado, al analizar el SCORAD como porcentaje de reduccion, es decir,

cuantificando el cambio en la severidad de la DA en cada uno de los pacientes de

ambos grupos, también se observaron diferencias significativas entre ambos

grupos, que se ampliaron con el periodo de tratamiento, llegando a obtener una
reduccion de la puntuacion del SCORAD del 77,1 % en el grupo probiotico, frente
aun 22,7 % en el grupo placebo al final del estudio (Tabla 9 y Figura 18).

Tabla 9. Reduccién del SCORAD en ambos grupos de tratamiento.

Probiotico Placebo P
Semana 4 44,22 + 18,89 17,16 + 24,88 <0,001
Semana 8 66,38 + 19,06 19,15+ 32,75 < 0,001
Semana 12 77,1+ 22,35 22,70 + 36,03 <0,001

Figura 18. Porcentaje de reduccion del SCORAD.
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Si observamos la evolucion del SCORAD individualizada por paciente y por

grupo, puede apreciarse que todos los pacientes del grupo probidtico disminuyen
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su SCORAD, no empeorando en ninguno de los casos, y mostrando una gran
tendencia de mejoria, ya que la mayoria de los pacientes se encuentran entre el 60
y el 80 % de reduccion del indice SCORAD, al finalizar el periodo de seguimiento.
En cambio, en el grupo placebo, si observamos pacientes que empeoran, asi como

una mejora mucho menor y que en ningun caso supera el 70 % (Figura 19).

Figura 19. Porcentaje de reduccion del SCORAD por paciente en cada grupo de

intervencion para las distintas semanas de estudio.
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A fin de identificar la posible influencia de las variables utilizadas en el
proceso de aleatorizacion, es decir, el sexo, la edad y la edad de inicio de la DA, en
la eficacia del preparado probidtico, se ha realizado un andlisis intragrupo e
intergrupo para comparar la reduccion del indice SCORAD en la semana 12. Para
ello se tuvo en cuenta si los pacientes eran mujeres u hombres, si su edad era menor
o mayor o igual a 8 afios y si la DA debuté antes o después de cumplir los 4 afios.
No se identificaron diferencias estadisticamente significativas intragrupo en
ninguin caso, por lo que, al menos en este estudio y con esta poblacion, estas
variables no parecen influir en el efecto del probidtico. Sin embargo, si se

corroboran las diferencias entre grupos en todos los casos (Tablas 10, 11 y 12).
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Tabla 10. Reduccion del SCORAD en hombres y mujeres.

Probiotico Placebo P
Hombres 73,85 + 28,51 23,01 +£29,80 < 0,001
Mujeres 81,08 +10,19 22,43 +41,81 < 0,001
P 0,410 0,969

Tabla 11. Reduccién del SCORAD segun la edad.

Probiotico Placebo P
< 8 afios 75,30 + 15,99 19,86 + 45,20 0,002
2 8 anos 78,08 £26,16 25,10 + 27,80 <0,001
P 0,778 0,731

Tabla 12. Reduccién del SCORAD segtin la edad de inicio de la DA.

Probiotico Placebo P
<4 afhos 77,37 + 23,99 15,47 + 38,46 <0,001
>4 afos 75,22 + 14,33 37,14 + 27,20 0,027

P 0,866 0,170

4.2.2 Extension de las lesiones

Para poder valorar el efecto del preparado probiotico en la extension de las

lesiones de DA, se ha analizado de forma independiente el valor A del SCORAD y

su evolucion durante el transcurso del estudio en ambos grupos de intervencion.

Al comparar los datos de los grupos probiotico y placebo en la visita basal

del estudio, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la

puntuacion del valor A. Los valores promedio de la extension de las lesiones en los

grupos probidtico y placebo fueron de 15,58 + 5,65 y 14,25 + 5,49, respectivamente.

Sin embargo, y al igual que ocurre con la puntuacion total del SCORAD, los

valores promedio de extension en ambos grupos se distancian conforme avanzan

las semanas 4, 8 y 12 de tratamiento, obteniendo diferencias estadisticamente



114 BEATRIZ RUZAFA COSTAS

significativas en los tres tiempos. Las puntuaciones del valor A al finalizar el
estudio fueron de 1,00 + 1,62 en el grupo probiotico y de 8,12 + 6,13 en el placebo
(Tabla 13 y Figura 20).

Tabla 13. Valores de la extension de las lesiones en ambos grupos de tratamiento.

Probiotico Placebo P
Semana 0 15,58 + 5,65 14,25 + 5,49 0,354
Semana 4 6,10 = 4,28 10,79 + 5,90 < 0,001
Semana 8 2,13+2,92 8,75+5,91 < 0,001
Semana 12 1,00 + 1,62 812 +6,13 <0,001

Figura 20. Evolucion de la extension de las lesiones.
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Se calcul6 la diferencia absoluta en el valor A entre ambos grupos para poder
valorar el efecto del preparado probidtico en este componente del SCORAD. Como

puede observarse en la Figura 21, al finalizar el periodo de tratamiento, el
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probidtico consiguié disminuir la extension de las lesiones de DA 7 puntos por
encima del placebo.

Figura 21. Diferencias en la extension de las lesiones entre grupos.
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Al analizar el cambio en la superficie afectada por las lesiones como
porcentaje de reduccién desde el valor inicial, se puede observar también
diferencias significativas entre los grupos probidtico y placebo en las semanas 4, 8
y 12. Con la finalizacion del periodo de tratamiento, la extension de las lesiones se
redujo en 93,66 % en el grupo probiotico frente a un 43,55 % en el placebo (Tabla 14
y Figura 22).

Tabla 14. Reduccién de la extension de las lesiones en ambos grupos de

tratamiento.
Probiodtico Placebo P
Semana 4 61,90 = 19,60 25,76 + 19,39 < 0,001
Semana 8 86,37 + 20,72 39,26 + 27,95 < 0,001

Semana 12 93,66 +9,73 43,55 + 31,79 <0,001
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Figura 22. Porcentaje de reduccion de la extension de las lesiones.
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4.2.3 Intensidad de las lesiones

Al igual que se ha realizado con el valor A para poder evaluar el efecto del
preparado probidtico en la extension de las lesiones de DA, también se llevé a cabo
de forma independiente el andlisis de la intensidad de las lesiones (valor B) y como

esta variable se ve afectada por la ingesta del probidtico.

Como en los casos anteriores, no se observaron diferencias en la puntuacion
del valor B entre ambos grupos de tratamiento al inicio del estudio (24,50 + 2,62 vs.
22,75+ 3,86 en los grupos probiotico y placebo, respectivamente).

Mientras que los valores de intensidad en el grupo placebo al final del estudio
permanecen muy similares a los iniciales (19,83 + 8,10), la puntuacién en el grupo
probidtico disminuye significativamente desde la semana 4 de tratamiento,
finalizando el periodo de tratamiento con una puntuacién de 6,08 + 6,52 (Tabla 15

y Figura 23).
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Tabla 15. Valores de la intensidad de las lesiones en ambos grupos de

tratamiento.
Probiotico Placebo P
Semana 0 24,50 + 2,62 22,75 + 3,86 0,084
Semana 4 13,60 + 4,46 20,27 + 6,92 < 0,001
Semana 8 8,75+5,26 20,71 +7,29 < 0,001
Semana 12 6,08 + 6,52 19,83 + 8,10 <0,001
Figura 23. Evolucion de la intensidad de las lesiones.
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Si analizamos las diferencias entre los resultados obtenidos en los grupos

probidtico y placebo en el valor B de intensidad de las lesiones de DA, podemos

observar que el probidtico a estudio consigue disminuir la puntuacion en esta

variable unos 14 puntos mas que el placebo al finalizar el periodo de tratamiento

(Figura 24).
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Figura 24. Diferencias en la intensidad de las lesiones entre grupos.
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Cuando evaluamos la reduccién (en porcentaje) de la intensidad de las
lesiones con respecto al valor al inicio del estudio, podemos observar también una
clara diferencia entre ambos grupos de tratamiento. Mientras que al finalizar el
periodo de tratamiento el valor B se reduce en un 75,23 % en el grupo probiotico,

en el grupo placebo este valor se queda en un 9,04 % (Tabla 16 y Figura 25).

Tabla 16. Reduccion de la intensidad de las lesiones en ambos grupos de

tratamiento.
Probiotico Placebo P
Semana 4 4473 + 16,22 9,63 + 29,52 < 0,001
Semana 8 64,32 + 20,50 6,96 + 35,37 < 0,001

Semana 12 75,23 +25,38 9,04 + 46,75 <0,001
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Figura 25. Porcentaje de reduccion de la intensidad de las lesiones.
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Aunque la mejoria en esta variable no fue tan elevada como en la extension,
el grupo que recibio el preparado probiodtico disminuyo la intensidad de las

lesiones con una gran diferencia comparado con el grupo placebo.

4.2.4 Sintomas subjetivos

Al igual que se realiz6 con los valores A y B (extension e intensidad) del
SCORAD para estudiar el efecto del preparado probidtico, también se analizé de
forma individual el valor C, es decir, los sintomas subjetivos (prurito y pérdida de
suefio) que se dan en la DA.

Como en los casos anteriores, al comparar los datos de los grupos probidtico
y placebo en la visita basal del estudio, no se identificaron diferencias
estadisticamente significativas en la puntuacién del valor C, asi como de sus
subcomponentes, prurito y pérdida de suefio, por separado.

No obstante, y en contraposicion a los resultados de los valores A, B y el

SCORAD total, el probidtico no parece tener un efecto tan acusado en el control de
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los sintomas subjetivos como lo tiene en el resto de los componentes del SCORAD.
El valor C del grupo probidtico a las 12 semanas de tratamiento fue de 1,48 + 1,70 y
de 2,42 + 2,08 en el grupo placebo (p = 0,080; Tabla 17 y Figura 26). La pérdida de
suefio resulta con valores nulos en ambos grupos de tratamiento al finalizar el
estudio, por lo que los datos del valor C se deben exclusivamente a los valores de
prurito (Tabla 17).

Tabla 17. Valores de los sintomas subjetivos en ambos grupos de tratamiento.

Probiotico Placebo P
Semana 0 5,46 + 2,25 5,46 +1,72 0,700
. Semana 4 3,73+2,24 3,50+1,84 0,679
Prurito
Semana 8 2,08+1,74 2,58 £ 2,06 0,369
Semana 12 1,48 +1,70 2,42 +2,08 0,099
Semana 0 0,50+1,14 0,58 +1,28 0,678
Pérdida de Semana 4 0,35+0,98 0,08 0,41 0,192
sueno Semana 8 0+0 0+0 1
Semana 12 0+0 0+0 1
Semana 0 5,96 +2,34 6,04 +2,22 0,759
Semana 4 4,08 +2,68 3,58 +2,06 0,867
Valor C
Semana 8 2,08+1,74 2,58 +2,06 0,369
Semana 12 1,48 +1,70 2,42 +2,08 0,099
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Figura 26. Evolucion de los sintomas subjetivos.
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Se calculo, al igual que en los casos anteriores, la diferencia absoluta entre
grupos en el valor C total de los sintomas subjetivos a fin de identificar el efecto del
preparado probiotico en este componente del SCORAD. Como puede observarse
en la Figura 27, al finalizar el periodo de tratamiento, el probidtico ha conseguido

disminuir estos sintomas ligeramente mas que en el placebo.

Figura 27. Diferencias en los sintomas subjetivos entre grupos.
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Del mismo modo, se calculd el porcentaje de reduccion de los sintomas
subjetivos comparado con el valor inicial en ambos grupos, y se identificaron
diferencias significativas a la semana 12 de tratamiento, en la que se redujo en un
58,93 % en el grupo probidtico frente a un 57,42 % en el grupo placebo (Tabla 18 y
Figura 28).

Tabla 18. Reduccion de los sintomas subjetivos en ambos grupos de tratamiento.

Probiotico Placebo P
Semana 4 27,17 £ 50,56 34,58 + 35,33 0,554
Semana 8 48,94 + 80,01 50,86 + 38,33 0,916
Semana 12 58,93 + 83,67 57,42 + 38,15 0,936

Figura 28. Porcentaje de reduccion de los sintomas subjetivos.
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En esta variable, el probiotico también consigue una reduccion considerable,

pero ocurre lo mismo en el grupo placebo, en un porcentaje practicamente similar.
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4.3 CORTICOSTEROIDES TOPICOS

El uso de corticosteroides topicos durante los brotes de DA (considerados
como un minimo de tres dias consecutivos de uso de los mismos), la segunda
variable principal del estudio, fue evaluado a partir del registro de uso de los
propios pacientes participantes en un documento destinado a esa finalidad. Esta
variable se recogid en las visitas de control intermedias, asi como en las visitas

presenciales, es decir, alas 2, 4, 6, 8, 10 y 12 semanas de tratamiento.

A fin de evaluar el comportamiento de ambos grupos, se analiz6 el numero
total de dias acumulados en los que se habia utilizado corticosteroides tdpicos,
tanto en el grupo probidtico como el placebo, a lo largo de las visitas del estudio
clinico (Tabla 19 y Figura 29). Como puede observarse en la Figura 29, los
resultados fueron similares en ambos grupos de tratamiento durante la primera
mitad del estudio clinico. A partir de la semana 6, se observa como el uso de
corticosteroides en el grupo placebo continué aumentando, mientras que en el

grupo probidtico se estabilizo.

Tabla 19. Dias totales de uso de corticosteroides topicos.

Probiotico  Placebo P
Semana 2 47 67 0,503
Semana 4 106 115 0,706
Semana 6 151 151 0,936
Semana 8 161 172 0,666
Semana 10 161 196 0,447

Semana 12 161 220 0,374
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Figura 29. Dias totales de uso de corticosteroides topicos en cada grupo de

tratamiento a lo largo del estudio clinico.
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Se analizd, ademas, la media del ntmero total de dias de uso de
corticosteroides topicos y, al final del estudio clinico, los pacientes del grupo
probiotico habian utilizado corticosteroides topicos una media de 6,19 + 7,32 dias,
frente a los 9,17 + 11,35 dias del grupo placebo (p = 0,374; Figura 30). Si analizamos
de forma independiente los datos de las dos mitades del estudio clinico, los
resultados mostraron que, durante la primera mitad del estudio, el uso de
corticosteroides topicos en ambos grupos fue similar (6,29 + 7,36 vs. 5,81 + 6,63 en
probiotico y placebo, respectivamente), mientras que en la segunda mitad del
estudio el uso del grupo probidtico disminuye significativamente comparado con
el grupo placebo (2,88 + 6,49 vs. 0,38 + 1,96, respectivamente; p = 0,018; Figura 30).
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Figura 30. Media de dias de uso de corticosteroides topicos durante el total y las

dos mitades del estudio en cada grupo de tratamiento.
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Por ultimo, se analizé el uso de corticoides seguin los dias totales acumulados
por grupo de intervencion. Al final del seguimiento, se disponia de 2032 dias de
observacion entre todos los pacientes en el grupo placebo y de 2084 dias-paciente
en el grupo probidtico. Se utilizaron corticosteroides para tratar los brotes en 220
(10,80 %) y en 161 (7,70 %) dias en el grupo placebo y probiotico, respectivamente.

La regresion logistica ajustada por variables de estratificacion en la situacion
basal estim6 un cociente de probabilidades de 0,63 (IC del 95 % 0,52 a 0,78; p <
0,001).

Considerando el tiempo de seguimiento individual de cada paciente, se
calculd la proporcién media de dias de uso de corticosteroides topicos, obteniendo
6,80 +7,93 % para el grupo probidtico y 9,85 + 12,26 % en el grupo placebo.

Al analizar el uso de corticosteroides topicos de cada paciente individual,
como puede observarse en la Figura 31, hubo un gran ntimero de pacientes que no
los emplea a lo largo del estudio, o los utiliza un nimero reducido de dias.
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Figura 31. Frecuencia de dias de uso de corticoides tdpicos.
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Para ahondar mas en el analisis del uso de corticosteroides topicos, se realizd
también un andlisis comparando el total de dias de uso de corticosteroides topicos,
no solo durante los brotes de DA. En el grupo placebo el nimero de dias de uso
totales fue de 336 (15,01 %), mientras que en el grupo probidtico fue de 291 dias de
uso (14,0 %). Se realiz6é de nuevo un andlisis de regresion logistica ajustada que
arrojo un cociente de probabilidades de 0,77 (IC del 95 % 0,65 a 0,91; p < 0,003).

4.4 BROTES DE DERMATITIS ATOPICA

Para evaluar el potencial de prevencion de nuevos brotes de DA del
preparado probidtico en estudio, se solicito a los pacientes que registraran, en un
cuaderno para esa finalidad, cada vez que presentaban un nuevo brote de la
enfermedad (considerado como un minimo de tres dias de uso de corticosteroides
topicos). Esta variable se recogio, ademads de en las visitas presenciales, también en
los controles entre visitas, es decir, cada dos semanas (semanas 2, 4, 6, 8, 10 y 12

desde el inicio del tratamiento).
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Como puede observarse en la Tabla 20 y en la Figura 32, que representa el
numero acumulado de brotes de DA, los pacientes del grupo probiotico
presentaron menos brotes (26) que el grupo placebo (37) al final del estudio, aunque
esta diferencia no result6 estadisticamente significativa (p = 0,37). Aunque los dos
grupos de tratamiento parecen seguir una misma linea de tendencia durante las 6
primeras semanas del estudio (presentando ambos grupos un total de 25 brotes de
DA), los resultados muestran que, a partir de la mitad del periodo de tratamiento,
los brotes de DA siguen aumentando en el grupo placebo, pero no asi en el

probidtico.

Tabla 20. Niumero de brotes de DA.

Probiotico  Placebo P
Semana 2 8 9 0,774
Semana 4 17 18 0,856
Semana 6 25 25 0,951
Semana 8 26 29 0,682
Semana 10 26 34 0,433

Semana 12 26 37 0,366
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Figura 32. Numero de brotes de DA en ambos grupos de tratamiento.
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4.5 OTROS TRATAMIENTOS PARA LA DERMATITIS ATOPICA

Ademds del uso de corticosteroides tdpicos, también se recogid el
requerimiento de tratamiento de corticosteroides orales y antihistaminicos para el

tratamiento de los sintomas de DA a lo largo del estudio clinico.

4.5.1 Corticosteroides orales

Al final del estudio clinico, los pacientes del grupo probidtico utilizaron
corticosteroides orales un total de 28 dias, frente a los 21 del grupo placebo, siendo
esta diferencia no significativa (p = 0,491), que corresponden a 4 (15,38 %) pacientes
en el grupo probidtico y 2 (8,33 %) en el grupo placebo (p = 0,44). Teniendo en
cuenta solo los pacientes que los utilizan en cada grupo de tratamiento, la media
deuso alolargo del estudio fue de 7,00 + 0,00 y de 10,50 + 4,95 dias, respectivamente
(p=0,533).
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4.5.2 Antihistaminicos

Los antihistaminicos son empleados habitualmente en el tratamiento de la
DA para disminuir el prurito, aunque también es un tratamiento muy habitual para
los sintomas de enfermedades alérgicas, entre otras. El uso de antihistaminicos al
final del estudio clinico fue de 153 y 59 dias en el grupo probidtico y placebo,
respectivamente (p=0,033). Estos dias de uso corresponden a 14 (53,85 %)
pacientes del grupo probidtico y a 6 (25 %) pacientes del grupo placebo (p = 0,043).
Sin embargo, cuando se analiza el tiempo medio de tratamiento antihistaminico
por paciente, observamos que fue similar en estos pacientes, con valores de 10,93 +
5,06 y 9,83 + 5,19 dias en los grupos probidtico y placebo, respectivamente (p =
0,602).

4.6 IMPRESION CLINICA GLOBAL (ICG)

La ICG que describe de forma general la severidad de la DA, fue evaluada, al
igual que el indice SCORAD, en las cuatro visitas presenciales del estudio clinico,

es decir, en la visita basal y tras 4, 8 y 12 semanas de tratamiento.

Como se ha comentado en el andlisis de homogeneidad, solo fueron incluidos
en el estudio pacientes con las categorias de ICG de “Leve” y “Moderado”
(categorias 2 y 3, respectivamente), y no se identificaron diferencias en la
distribucién de estas categorias en ambos grupos de tratamiento al inicio del
estudio.

Con el avance del periodo de tratamiento, la distribucién de las categorias
comenzd a cambiar, observandose que los pacientes del grupo probidtico
mejoraron mas que los del placebo y finalizaron en categorias mas bajas de ICG. La
extensa mayoria de ellos concluyeron el estudio en las categorias de “Limpio”
(65,22 %) y “Practicamente limpio” (26,09 %), lo que no ocurrio en el grupo placebo,

donde ningtin paciente alcanzd la categoria de limpio (Tabla 21 y Figura 33).
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Tabla 21. Distribucion de las categorias de ICG en ambos grupos de tratamiento.

Probiotico Placebo p
N % N %
0 - Limpio 0 0 0 0
1 - Préct. Limpio 0 0 0 0
Semana0 2-Leve 7 26,92 9 37,50 0,423
3 —Moderado 19 73,08 15 62,50
4 - Grave 0 0 0 0
0 — Limpio 0 0 0 0
1 - Préct. Limpio 2 8 0 0
Semanad4d 2-Leve 18 72 12 50 0,077
3 — Moderado 5 20 10 41,67
4 - Grave 0 0 2 8,33
0 - Limpio 10 41,67 0 0
1 - Pract. Limpio 8 33,33 2 8,33
Semana8 2-Leve 6 25 8 33,33 <0,001
3 — Moderado 0 0 13 54,17
4 - Grave 0 1 4,17
0 - Limpio 15 65,22 0 0
1 - Pract. Limpio 6 26,09 5 20,83
Semana 12 2-Leve 1 4,35 10 41,67 <0,001
3 — Moderado 1 4,35 6 25
4 - Grave 0 0 3 12,50
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Figura 33. Distribucion de las categorias de ICG.
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La comparacion entre los grupos probidtico y placebo mostrd diferencias

significativas en el niimero de pacientes con respuesta al tratamiento, entendida

como una ICG menor a 2 puntos, es decir, en las categorias “Limpio” y

“Practicamente limpio” antes mencionadas. Un total de 21 pacientes (91,30 %) del

grupo probiotico obtuvieron puntuaciones en la ICG de 0 o 1, y solo 5 pacientes
(20,83 %) lograron estas puntuaciones en el grupo placebo (p < 0,001, Tabla 22).

Tabla 22. Pacientes con ICG < 2.

Probiotico Placebo p
N % N %
Semana 0 0 0 0 0 1
Semana 4 2 8 0 0 0,157
Semana 8 18 75 2 8,33 < 0,001
Semana 12 21 91,30 5 20,83 < 0,001

Ademas, los 15 pacientes que finalizaron el estudio con una ICG clasificada

como “Limpia”, pertenecian todos ellos al grupo tratado con el preparado
probiotico. Esto supone 15 de 23 pacientes (65,22 %) frente a ninguno de los 24

pacientes del grupo placebo.
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Para evaluar el cambio en esta variable en cada uno de los pacientes, se
analizo también el nimero y porcentaje de pacientes que migraron a otra categoria
de ICG. Para ello se clasificaron en cinco grupos: los pacientes que subian a una
categoria de mayor severidad (“Empeora”), permanecian en la misma categoria
(“No mejora”), bajaron en una categoria (“Mejora 1”), bajaron en dos categorias
(“Mejora 2”) o bajaron tres categorias (“Mejora 3”). Este cambio se evaluo en las
semanas 4, 8 y 12, comparando con los datos de la visita inicial, en ambos grupos

de tratamiento.

En el grupo probiodtico, el 95,65 % de los pacientes finalizé el periodo de
tratamiento con una mejora de su categoria de ICG, destacando que el 43,48 %
mejord en 3 categorias. Ademads, en este grupo no fue evaluado ningtin paciente
que mostrase un empeoramiento. Por el contrario, en el grupo placebo si hubo
pacientes que empeoraron (25 %), y disminuyeron la categoria a otra de menor
severidad el 50 %, mientras que el 25 % restante no present6 mejoria. En el grupo
placebo, ningin paciente llegd a mejorar la severidad de la DA en mas de dos
categorias de ICG (Tabla 23 y Figura 34).

Tabla 23. Evolucion de la DA segtin el cambio de categoria de la ICG.

Probiotico Placebo P
N % N %
Empeora 1 4 5 20,83
No mejora 9 36 13 54,17
Semana4 Mejoral 14 56 6 25 0,056
Mejora 2 1 4
Mejora 3 0 0
Empeora 0 0 5 20,83
No mejora 2 8,33 13 54,17
Semana8 Mejoral 5 20,83 5 20,83 < 0,001
Mejora 2 11 45,83 1 4,17
Mejora 3 6 25 0 0
Semana 12 Empeora 0 0 6 25 < 0,001
No mejora 1 4,35 6 25
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Mejora 1 2 8,70 9 37,50
Mejora 2 10 43,48 3 12,50
Mejora 3 10 43,48 0 0

Figura 34. Pacientes que cambian de categoria de ICG en ambos grupos.

PROBIOTICO PLACEBO

Empeora

No mejora

Mejora 1l

Mejora 2

Mejora 3

4.7 PRUEBAS ANALITICAS

4.7.1 Parametros analiticos y bioquimicos generales

A fin de esclarecer si el preparado probidtico a estudio tiene algtin efecto en
los pardmetros analiticos y bioquimicos sanguineos generales, se estudiaron de
nuevo al finalizar el periodo de tratamiento de los pacientes. Todos estos
parametros fueron homogéneos entre grupos al inicio del estudio clinico y
continuaron siéndolo al finalizar el periodo de tratamiento, no existiendo

diferencias entre grupos en ninguno de ellos (Tabla 24).



134 BEATRIZ RUZAFA COSTAS

Tabla 24. Comparacion de los parametros analiticos al final del estudio clinico.

Probiotico Placebo P
Leucocitos (mil/pL) 9,40 = 3,05 9,12 +1,96 0,725
Hematies (mil/pL) 4,50 + 0,36 4,58 + 0,37 0,521
Hemoglobina (g/dL) 12,72 + 0,89 13,17 +1,16 0,163
Hematocrito (%) 38,79 + 3,03 37,61 £3,23 0,229
V.C.M. (fl) 83,74 + 3,88 84,74 + 3,56 0,390
H.C.M. (pg) 28,30 + 1,46 28,78 + 1,34 0,278
C.H.C.M. (g/mL) 33,85+ 1,07 33,95+1,15 0,772
Plaquetas (mil/pL) 326,33 + 106,08 333,86 + 103,91 0,880
Neutrofilos (%) 47,10+ 12,26 46,37 + 12,05 0,847
Linfocitos (%) 37,84 + 9,57 40,31 + 11,60 0,458
Monocitos (%) 7,54 +1,49 7,71 +1,83 0,747
Eosinofilos (%) 6,99 + 5,85 5,06 + 4,04 0,345
Basofilos (%) 0,53 +0,27 0,56 + 0,28 0,582
GOT (U/L) 29,22 + 8,15 27,58 +7,77 0,485
GPT (U/L) 16,91 + 8,03 19,79 + 26,27 0,515
GGT (U/L) 13,52 + 3,07 13,88 + 4,00 0,737
LDH (U/L) 616,14 + 188,43 631,86 + 166,02 0,770
Fosfatasa alcalina (U/L) 291,17 + 98,64 289,35 + 143,60 0,960
Creatinina (mg/dL) 0,55+0,12 0,57 +0,14 0,640
Glucosa (mg/dL) 95,91 + 13,55 92,63 +12,28 0,388
Colesterol (mg/dL) 150,52 + 23,48 157,29 + 36,21 0,453
Triglicéridos (mg/dL) 79,74 + 3,43 119,92 + 86,45 0,133
Albumina (g/dL) 5,45 +0,78 5,17 + 0,41 0,131
Bilirrubina total (mg/dL) 0,51 +0,44 0,39 +0,16 0,886
IgE (IU/mL) 521,65 + 899,61 350,91 + 700,72 0,835
Proteinas totales (g/dL) 7,51 +0,57 7,35+0,91 0,544

V.CM. = Volumen corpuscular medio; H.C.M. = Hemoglobina corpuscular media; CH.C.M. =
Concentracion de hemoglobina corpuscular media; GOT = Glutamato-oxalacetato transaminasa; GPT
= Glutamato piruvato transaminasa; LDH = Lactato deshidrogenasa.
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4.7.1.2 Eosindfilos e IgE

De todos los parametros analizados, se debe hacer especial referencia a los
valores de eosindfilos e IgE debido a su relacion conocida con la DA. En un analisis
general de comparacion entre grupos, no se observaron diferencias en ninguno de

estos dos parametros (Tabla 24).

Al analizar de forma independiente esta variable tnicamente en aquellos
pacientes que finalizaron el estudio con DA limpia (segun categoria de ICG de
“Limpio”, que coincidieron con valores de SCORAD por debajo de 7 puntos), todos
ellos del grupo probidtico, tampoco se identificaron valores mas bajos de estas
variables (Tabla 25).

Tabla 25. Valores de eosindfilos e IgE segiin la severidad de la DA en el grupo
probidtico al final del estudio.

DA limpia DA no limpia P
Eosindfilos (%) 6,42 + 5,33 6,03 + 5,02 0,922
IgE (IU/mL) 398,64 + 790,17 452,69 +819,09 0,905

4.7.2 Marcadores de inflamacion

4.7.2.1 Translocacion bacteriana

Se analiz¢ la presencia de ADN bacteriano circulante en muestras de sangre
periférica de los pacientes, tanto al inicio como al final del estudio, y no fueron
detectados en ninguno de los pacientes incluidos en el estudio,

independientemente del grupo de intervencion.

4.7.2.2 Interleuquinas

Se cuantificaron los niveles sanguineos de las interleuquinas IL-4, IL-5, IL-10
e IL-13, tanto al inicio como al final del periodo de intervencion del estudio clinico.
No se identificaron diferencias en ninguna de ellas, ni al inicio ni tras las 12 semanas

de tratamiento, al comparar entre grupos de intervencion (Tabla 26).
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Tabla 26. Valores de interleuquinas al inicio y al final del estudio en ambos

grupos.
Probiodtico Placebo P

Semana 0 31,74 + 8,64 30,69 + 4,43 0,803
IL-4 (pg/mL)

Semana 12 28,05 + 2,37 29,28 + 3,64 0,139

Semana 0 4,30+0,71 4,40 + 0,41 0,582
IL-5 (pg/mL)

Semana 12 4,17 +0,68 4,52 +0,84 0,104

Semana 0 13,70 + 5,73 12,31 +2,19 0,856
IL-10 (pg/mL)

Semana 12 13,15+5,42 11,83 +2,73 0,919

Semana 0 82,88+12,88 84,81 +12,67 0,616

IL-13 (pg/mL
(Pe/mL) 12 8049:1638 86452986 0149

4.7.2.3 Proteina C reactiva

Al final del estudio, el valor registrado de proteina C reactiva fue negativo en
practicamente todos los pacientes, obteniéndose valores por debajo de 0,25 mg/L.
Unicamente se encontraron cuatro valores elevados (dos en cada grupo de
intervencion) y coincidian con episodios bacterianos registrados en el CRD. Por

tanto, no se encontraron signos de inflamacion destacables en los pacientes.

4.8 MICROBIOTA INTESTINAL

A partir de la toma de muestras de heces de los pacientes al inicio y al final
del estudio clinico, se analizd la composicion de la microbiota intestinal a nivel

taxonomico de género.

En primer lugar, se estudid la composicion de la microbiota intestinal de toda
la poblacién incluida en el estudio clinico en el momento inicial, es decir, antes de
comenzar el periodo de intervencién con probidtico o placebo. En la Tabla 27, se
indica el porcentaje promedio que representa cada género bacteriano, ordenados

de mayor a menor.
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Tabla 27. Composicion promedio de la microbiota intestinal de los pacientes

incluidos en el estudio.

GENERO Porcentaje (%)
Bacteroides 10,74
Faecalibacterium 9,55
Ruminococcus 7,85
Bifidobacterium 5,57
Akkermansia 4,31
Roseburia 4,09
Eubacterium 4,05
Dialister 3,63
Agathobacter 3,58
Blautia 3,49

Se compararon los resultados por grupo de tratamiento, probiotico o placebo,
para poder analizar si ambos eran comparables y no se encontraron diferencias
significativas en ninguin grupo bacteriano al inicio del estudio clinico. Como puede
observarse en el PCA de la Figura 35, la distribuciéon de ambos grupos era

practicamente solapante.
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Figura 35. Distribucion de las muestras de microbiota intestinal de los pacientes

de los grupos placebo y probidtico al inicio del estudio.
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Asi mismo, se estudio la variabilidad a nivel de género en ambos grupos,
probiotico y placebo, a través del indice de Shannon, que da una idea de la
biodiversidad existente en la muestra (Figura 36). La diversidad del grupo
probiotico [2,89 (2,83 a 3,02)] parece ser un poco mas elevada que la del grupo
placebo [2,82 (2,76 a 2,95)], pero sin diferencias significativas. Por lo tanto, no hubo
diferencias entre los dos grupos de tratamiento y eran homogéneos también a nivel

de biodiversidad de la microbiota intestinal.
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Figura 36. Biodiversidad a nivel de género en ambos grupos de tratamiento al

inicio del estudio clinico.
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Ademas, la composicion de todos los pacientes incluidos se compard con
datos de poblacion sana previamente publicados del estudio MetaHit, a fin de
identificar diferencias entre pacientes sanos y con DA. En la Figura 37 se muestran
los géneros en los que se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre ambas poblaciones.
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Figura 37. Diferencias en la composicion de la microbiota intestinal entre los
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La diferencia mas significativa entre ambas poblaciones radica en el género

Bacteroides, cuyo porcentaje asciende a mas del 50 % en poblacion sana, mientras

que en los pacientes con DA esta claramente disminuido (10,74 %). Los géneros

Faecaelibacterium y Ruminococcus estdn ambos aumentados en los pacientes con DA

frente a los pacientes sanos. Este aumento del género Ruminococcus parece indicar

que los pacientes con DA presentan una microbiota intestinal con una composicién

mas similar al enterotipo 3, en el que este género es el principal, tal y como puede

observarse en el PCA de la Figura 38, en el que se muestra la distribucion de los

pacientes con DA y los pacientes sanos pertenecientes a los tres enterotipos.
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Figura 38. Distribucion de las muestras de microbiota intestinal de los pacientes

con DA y la poblacién sana.
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Los pacientes con DA estan distribuidos principalmente cerca del enterotipo
1y 3, y muy alejados del enterotipo 2, formando practicamente un grupo separado,
aunque solapando en algunas circunstancias con los individuos de la poblacion

sana.

Si analizamos la biodiversidad bacteriana de los pacientes con DA y la de los
individuos sanos de los tres enterotipos, podemos observar mayor variabilidad en
los pacientes con DA, con una mediana y rango intercuartilico de 2,93 (2,84 a 3,06)
frente a 1,94 (1,27 a 2,46), 2,40 (2,11 a 2,86) y 2,83 (2,42 a 2,84) que se obtuvieron en
los individuos sanos con enterotipos 1, 2 y 3, respectivamente (Figura 39). Esta
diferencia fue estadisticamente significativa al comparar el grupo con DA frente a
los enterotipos 1y 2 de la poblacién sana (p < 0,001, para ambos analisis). En este
caso, y al igual que ocurre con el PCA (Figura 38), la biodiversidad de los pacientes
con DA se asemeja mas a la de los individuos sanos pertenecientes al enterotipo 3

y, en general, tienen una mayor variabilidad.
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Figura 39. Biodiversidad a nivel de género de los pacientes con DA e individuos

sanos de los tres enterotipos.
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Ademas, se estudid a qué enterotipo pertenecian los pacientes con DA
incluidos en el estudio. Como se recoge en la Tabla 28, los enterotipos 1y 3 fueron
los mayoritarios en ambos grupos (57,14 % y 38,10 % en el grupo probiotico, y 45,45
% y 50 % en el grupo placebo, respectivamente), sin apenas presencia de enterotipo
2.

Tras la intervencion y la ingesta del tratamiento, se observaron también pocos
casos clasificados como enterotipo 2, con Prevotella como género principal. Parte de
los pacientes pertenecientes al enterotipo 1 al inicio del estudio, migraron hacia el
enterotipo 3 al final del estudio clinico, en una proporcién muy similar en ambos
grupos. El efecto contrario se observd en el caso de los pacientes clasificados como

enterotipo 3 al inicio del estudio clinico (Tabla 28).



CAPITULO IV: RESULTADOS 143

Tabla 28. Distribucion de los enterotipos en ambos grupos de tratamiento al inicio

y al final del estudio.

Final (Semana 12)

(S:::::; 0 Grupo N (%) Enterlotipo Ente;otipo Entel:;otipo
Enterotipo Probidtico 12 (57,14) 7(5833)  1(833)  4(3333)

1 Placebo 10 (45,45) 6 (60,00) 1(10) 330,000
Enterotipo Probidtico 1 (4,76) 0 0 1 (100,00)

2 Placebo 1 (4,55) 0 0 1 (100,00)
Enterotipo Probidtico 8 (38,10) 2 (25,0) 0 6(7500)

3 Placebo  11(50) 5(4545)  1(9,09)  5(4545)

Al analizar qué ocurre con la composicion de la microbiota intestinal en
ambos grupos al final del periodo de intervencién, observamos que el grupo
placebo se mantuvo sin grandes cambios, solo con pequefios cambios significativos
en géneros con un porcentaje bajo, como Agathobacter, Collinsella o

Lachnoclostridium.

Por su parte, el grupo probiotico si presentd mas cambios (Figura 40), siendo
el mas notorio la disminucién del género Faecalibacterium, que se reduce hasta un
3,75 %. Ademas, los géneros Eubacterium y Gemmiger aumentan su presencia hasta
casi un 5 %. También aumenta el género Collinsella. En la Figura 40 se muestran los

géneros en los que se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 40. Diferencias en la composicion de la microbiota intestinal en los

pacientes del grupo probidtico al inicio y el final del estudio.
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El PCA de la Figura 41 muestra la distribucion de los pacientes del grupo
probidtico al inicio y al final del periodo de intervencion. El grafico parece indicar
que la composicion de la microbiota intestinal se diversifica tras la ingesta de la

mezcla probidtica.
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Figura 41. Distribucion de las muestras de microbiota intestinal de los pacientes

del grupo probidtico al inicio y al final del estudio.
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En cuanto a la biodiversidad de ambos grupos de tratamiento, permanece sin

cambios significativos, aunque se ve ligeramente reducida en ambos casos.

Para terminar, destacamos el comportamiento de 3 géneros bacterianos, ya
que este es opuesto en ambos grupos. Se trata de Eubacterium e Intestinimonas que
aumentan en el grupo probiotico, pero disminuyen en placebo; y Fusicatenibacter
que se comporta de manera contraria, aumenta en el grupo placebo y disminuye

en el que toma probidtico.

4.9 SEGURIDAD

A fin de evaluar si el preparado probidtico a estudio era seguro y no tenia
efectos secundarios, se solicitd a los pacientes que registrasen, en el cuaderno
aportado, todos aquellos acontecimientos adversos que se dieran durante el
estudio, estuvieran o no relacionados con la ingesta del tratamiento (probiotico o

placebo).
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En total se recogieron en el estudio 149 eventos adversos, 65 en el grupo
tratado con el probiotico y 84 en el grupo que recibié placebo. En ambos grupos, la
mayoria de los eventos fueron calificados como leves (69,13 %). Los
acontecimientos adversos moderados fueron mas frecuentes en el grupo placebo,
observandose 21 (25 %) frente a 16 (24,62 %) con probidtico. Fueron calificados
como graves 6 acontecimientos adversos, 5 en el grupo del probidtico y 1 en el

grupo placebo. Todos estos datos se recogen en la Tabla 29.

Tabla 29. Acontecimientos adversos clasificados por nivel de gravedad en cada

grupo de intervencion.

Probiotico Placebo Total

N % N % N %
Leve 42 64,62 61 72,62 103 69,13
Moderada 16 24,62 21 25,00 37 24,83
Grave 5 7,69 1 1,19 6 4,03
No definido 2 3,08 1 1,19 3 2,01
Total 65 100,00 84 100,00 149 100,00

Se estudié la causalidad de los distintos acontecimientos adversos,
observandose en la mayoria de los eventos de los dos grupos una calificacion de
“no relacionado”, y so6lo algunos como “posible”, y en la misma proporcién en
ambos grupos (Tabla 30). Todos los acontecimientos adversos clasificados como
“graves”, resultaron no relacionados con el probidtico seguin criterio de los

investigadores y de los propios progenitores de los pacientes.

Tabla 30. Acontecimientos adversos clasificados segtin causalidad con el

tratamiento en cada grupo de intervencion.

Probiotico Placebo Total
N % N % N %
No relacionado 61 93,85 78 92,86 139 93,29

Posible 4 6,15 6 7,14 10 6,71
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Total 65 100,00 84 100,00 149 100,00

Los acontecimientos calificados como posibles estaban relacionados con
molestias digestivas y en todos ellos desaparecieron a lo largo de las semanas de

ingesta del producto.

Si analizamos los acontecimientos adversos segun su naturaleza,
encontramos que los mas numerosos corresponden a dolores menores, cuadros
gripales, infecciones bacterianas y molestias digestivas. En la Tabla 31 se recoge el
numero de acontecimientos adversos segun su tipo en cada grupo de tratamiento,

ordenados alfabéticamente.

Tabla 31. Acontecimientos adversos registrados durante el estudio en cada grupo

de intervencién.

Probiotico  Placebo Total

Amigdalitis 3 9 12
Asma 6 6
Broncoespasmo 1 1
Bronquitis 1 1
Caspa 1 1
Cefalea 10 10 20
Congestion nasal 3 3
Diarrea con fiebre 2 2
Diarrea y dolor de cabeza 1 1
Diarrea/deposiciones blandas 1 2 3
Dolor de garganta 2 4 6
Dolor de oido 1 1
Dolor estomago/meteorismo 2 8 10
Dolor menstrual 7 1 8
Eczema numular 1
Esguince tobillo 1 1
Falta apetito/Saciedad 2 1 3
Faringitis y fiebre 1 1
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Fiebre 3 1 4
Gripe 2 9 11
Heces oscuras 1
Herida con puntos 1 1
Impétigo 1 1
Infecciéon 1 1
Irritacion ocular 1 1 2
Lombrices 1 1 2
Malestar general/cansancio 7 7
Mayor sensacion de hambre 1 1
y meteorismo

Menstruacion persistente

Migrana 4 4
Mucosidad y tos 7 4 11
Otitis 1 1
Picadura de mosquito 1 1
Picor de cabeza

Reaccion alérgica 2 2
Resfriado 6 4 10
Tos 1 1
Voémitos 2 1 3
Vomitos y diarrea 1

Vomitos y fiebre 1 1
Total 65 84 149

4.10 CUMPLIMIENTO TERAPEUTICO

Para poder evaluar si los resultados se debian a la ingesta del probidtico, se
analiz¢6 la tasa de cumplimiento terapéutico en ambos grupos, y en el total de los
pacientes, a partir de las capsulas sobrantes aportadas por los pacientes y los dias
totales de seguimiento (Tabla 32).
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Tabla 32. Porcentaje de cumplimiento en cada grupo de intervencion.

Media + DE (%)
Placebo 92,62 +7,22
Probiotico 89,99 + 8,94
Total 91,28 + 8,96

Casi la totalidad de los pacientes (96 %) supero el 80 % de cumplimiento, lo
que indica una buena adherencia al tratamiento. El menor porcentaje de
cumplimiento observado fue de 66,6 % y corresponde a un paciente del grupo de
probidtico. Este bajo cumplimiento no se relaciond con el tratamiento, y tanto el
paciente como sus progenitores refirieron que se debié a motivos personales y

olvidos puntuales.

Si relacionamos el cambio en la severidad de la DA con el cumplimiento
terapéutico, cabe destacar que el paciente del grupo probiético con menor tasa de
cumplimiento durante el ultimo mes (53,3 %) finalizd el estudio con puntuaciones
de SCORAD mas altas que el resto del grupo y, por tanto, con una reduccion menor
(36,5 %). Es decir, el paciente con peor tasa de cumplimiento del grupo es el que

mostré una menor mejora de la sintomatologia.

4.11 PERIODO DE SEGUIMIENTO POST-TRATAMIENTO

Después de las 12 semanas de tratamiento, se llevo a cabo un seguimiento de
todos los pacientes durante los tres meses posteriores, aunque no estaba recogido
previamente en el protocolo del estudio. En los meses 1, 2 y 3 post-tratamiento se
recogid, de nuevo, los brotes de DA y el uso de corticosteroides topicos en los

pacientes de ambos grupos.

Se contabilizdé el ntimero de pacientes que presentaba un brote de DA
después de finalizar el periodo de tratamiento y si aparecia durante el primer,

segundo o tercer mes después de finalizar el estudio.

En el primer mes post-tratamiento, un total de 12 (52 %) y 12 (50 %) pacientes

en el grupo probidtico y placebo, respectivamente, presentaron un nuevo brote de
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DA (p=0,88). En el segundo mes, el numero ascendié a 13 (57 %) en el grupo
probiotico y 16 (67 %) en el placebo, cifra que se mantuvo durante el tercer mes, no
identificandose diferencias entre grupos (p = 0,47).

Al analizar por otro lado el nimero total de brotes de DA en cada grupo de
tratamiento, podemos observar como éste es menor en el grupo probiotico que en
el placebo, pero sin diferencia estadisticamente significativa, al finalizar los tres
meses del periodo de seguimiento (34 vs. 48 en probidtico y placebo,

respectivamente; p = 0,765; Figura 42).

Figura 42. Brotes de DA en el periodo de seguimiento post-tratamiento.
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Se analizé también el uso de corticosteroides topicos utilizados en los brotes
de DA, durante los tres meses de seguimiento, a fin de identificar posibles
diferencias entre grupos. Al igual que ocurre con el nimero de brotes, el nimero
de dias de uso de corticosteroides topicos es menor en el grupo probidtico (123 dias)
que en el placebo (238 dias), sin alcanzar la significacion estadistica (p = 0,600;
Figura 43).
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Figura 43. Dias de uso de corticosteroides topicos en el periodo de seguimiento

post-tratamiento.
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V - DISCUSION

En este apartado se analizan los resultados obtenidos comparandolos con
estudios publicados anteriormente, se reflexiona sobre sus puntos fuertes y sus
limitaciones, asi como se valora si se han cumplido los objetivos y contrastado las
hipdtesis formuladas al inicio. Todo ello, llevara a la formulacion de las

conclusiones y al establecimiento de las futuras lineas de investigacion.

Uno de los problemas planteados en la “Introduccion” que justificaron la
realizacion de este trabajo, es la existencia de la necesidad de tratamientos para la
DA con eficacia elevada y con bajo indice de aparicion de efectos adversos. Este
tratamiento podria estar basado en cepas probidticas, producto analizado en varios
estudios clinicos importantes en los que se ha valorado su eficacia en la prevenciéon
y tratamiento de la DA. En general, los resultados publicados sugieren que algunas
cepas probidticas pueden ser una opcién para incrementar los porcentajes de
mejora de la DA moderada en nifios y adultos. Sin embargo, hasta el momento, no
existe evidencia experimental sélida que respalde su eficacia en la practica clinica.
Por tanto, hay una gran necesidad de ensayos clinicos que demuestren los efectos
especificos de estas cepas probioticas, de manera que puedan utilizarse como

tratamiento coadyuvante en la DA.

5.1 OBJETIVO PRIMARIO

El estudio clinico aqui descrito examina el efecto de una mezcla de
probidticos en pacientes con DA moderada. En este trabajo de tesis doctoral se
pretendia evaluar el porcentaje de dias en que se utilizaron corticosteroides topicos
durante los brotes de DA, en las 12 semanas de tratamiento con probidtico o
placebo, asi como el consumo de antihistaminicos. Por otro lado, y también como
objetivo principal, se estudid la evolucion en el indice SCORAD a las 4, 8 y 12
semanas de tratamiento, en comparacion con los valores de la visita en la que se

inicia el tratamiento.
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Nuestros resultados sugieren que la administracion de esta mezcla de
probidticos como tratamiento coadyuvante puede ser efectiva para reducir la
puntuacion del indice SCORAD vy, consecuentemente, reducir el uso de
corticosteroides durante los brotes de DA.

Se detectaron diferencias significativas en la tasa de respuesta cuando se
compard la reduccién del indice SCORAD basal entre los grupos. El grupo
probiotico presentd una reduccion del indice SCORAD muy elevada, mientras que
en el grupo placebo esta reduccion fue mucho menor (77,1% y 22,70%,

respectivamente).

La respuesta clinica documentada en este estudio en el grupo del probiotico
fue mayor que la obtenida con otros probidticos evaluados en estudios clinicos
notificados previamente y controlados con placebo. La justificacion de las mayores
tasas de reduccion obtenidas en el presente estudio clinico viene dada por cuatro
factores fundamentales que podrian influir en la respuesta y que se tomaron en
cuenta en el diseno del estudio: (I) la duracién del periodo de intervencidn, (II) la
composicion del preparado probiotico, (III) la edad de los pacientes y (IV) la
gravedad de la DA.

Cuando analizamos el disefio de los estudios previos, observamos que
algunos autores han seguido protocolos de intervencién de 8 semanas, en
contraposicion a este estudio, cuyo disefio incluye una ingesta del tratamiento
probidtico de 12 semanas. Un tiempo mas reducido podria no ser suficiente para
valorar el efecto completo del probidtico. (183-186) Hay que destacar el trabajo de
Yang et al., (187) donde el tiempo de tratamiento fue de solo 6 semanas, tras las que

no se encontraron diferencias en los parametros analizados.

En cuanto a la edad, parece que los pacientes mayores de 1 afio tienen mejor
respuesta frente a los probioticos, ya que en los recién nacidos la microbiota no es
estable y estd muy influida por el tipo de nacimiento y la dieta administrada. (121,
126) Estudios con pacientes por debajo de esa edad obtienen resultados peores.
(184, 188, 189)

Respecto a la gravedad de la enfermedad, los resultados obtenidos hasta la
fecha muestran que los pacientes con DA moderada a grave alcanzan también
mejores respuestas que aquellos con menor gravedad, como es descrito por Kim et

al. (135) en un metaanalisis sobre estudios con probidticos en DA.
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El altimo factor es el que concierne al tratamiento probidtico, ya que una
mezcla de cepas probioticas tiene efectos mas beneficiosos que un solo probidtico,
especialmente cuando se incluyen lactobacilos y bifidobacterias en dicha mezcla.
(147, 184) Otros estudios publicados donde se ha utilizado tinicamente una sola
cepa obtuvieron resultados por debajo de los aqui expuestos. (190-192) En el caso
del estudio realizado por Iemoli et al. (193) se utilizaron dos cepas probidticas,
alcanzando un 63 % de reduccion en el indice SCORAD. Se desconoce todavia si
esto ocurre debido a efectos aditivos y/o sinérgicos o a que, en combinacion, el
tratamiento contiene mayores cantidades de cepas probidticas. (194) Teniendo en
cuenta todo lo anterior, asi como la informacion descrita en la “Introduccion” de
esta tesis sobre la busqueda bibliografica realizada al inicio del proyecto, se

selecciono la mezcla final utilizada en el estudio.

Si analizamos los datos de eficacia del estudio y, en concreto, los factores
constituyentes del SCORAD, dos de sus tres subcomponentes (extension e
intensidad del eczema) mostraron una clara mejoria a favor del grupo probiotico

en comparacion con el grupo placebo.

La extension es la variable del SCORAD que mas se reduce en el grupo
probidtico y, por tanto, donde parece que el preparado probiodtico ha mostrado una
mayor eficacia. Con el uso del tratamiento, se producen menos lesiones de DA y
estas se extienden en una superficie corporal menor. Por su parte, la reduccion en
la intensidad muestra una clara relacion con la mejora de la sintomatologia de la
DA, asi como del estado de la piel en general, ya que, ademds, contempla la
sequedad. El probiotico es eficaz en el control de la intensidad de la lesién, para lo
que no fueron eficaces los tratamientos habituales, es decir, los corticosteroides, en
el grupo placebo.

Por contraste, el ultimo componente del indice SCORAD, los sintomas
subjetivos, no alcanzo6 la significacidon estadistica entre los grupos, ya que ambos
redujeron este valor en un porcentaje similar. Este resultado no se debi¢ a la falta
de efecto en el grupo del probidtico, sino mas bien a que también hubo una
reduccidon importante en el grupo placebo, mayor que la observada en los otros dos
componentes del SCORAD. Una posible explicacién es que el grupo placebo fue
capaz de reducir sintomas como el prurito con la utilizacién del tratamiento

habitual, que parece ser eficaz en el control de los mismos. Ademas, cabe
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mencionar el posible efecto placebo, ya que se trata del inico componente del
SCORAD que muestra la subjetividad del paciente. Aun asi, la falta de potencia es
la causa mas probable ya que este estudio no fue disefiado para evaluar los

subcomponentes SCORAD individualmente, sino en conjunto.

Por ultimo, se realizd el andlisis del valor del indice SCORAD por separado
segun las variables de aleatorizacion establecidas en el protocolo: sexo, edad de los
pacientes y edad de inicio de la DA, no mostrando diferencias en ninguna de ellas.
Podemos concluir que el efecto del probidtico sobre el SCORAD no depende de

estas variables, ya que funciona en todos estos grupos de una manera muy similar.

En lo relacionado con el otro objetivo principal, el uso de corticoide para el
tratamiento de la DA, encontramos un menor uso en el grupo probiotico. Es 16gico
pensar que, si se reducen las lesiones, lo que ocurre cuando se reduce el valor del
indice SCORAD, el paciente necesitara utilizar menor cantidad de corticoides. Esto
se puede apreciar, en mayor medida, desde que comienza la segunda mitad del
estudio, alrededor de la semana 6 de intervencion, donde las diferencias entre los
grupos probidtico y placebo se hacen evidentes. La justificacion para este cambio
podria ser que, a partir de esa semana, ocurriria el establecimiento total del
probidtico en la microbiota intestinal y, por consiguiente, la modificacion de la

diversidad y composicion de la misma.

No es posible encontrar otros estudios donde los autores describan una
disminucion del uso de corticosteroides topicos tras el uso de un preparado
probidtico. No es una variable que se registre frecuentemente y, en los casos donde
se recoge, los resultados no son significativos. (147, 190) En el trabajo de Gerasimov
et al. (195) tampoco se encontraron diferencias en el uso de corticoides, pero si en la

cantidad utilizada en gramos, variable no recogida en este estudio clinico.

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

El segundo indice de gravedad de la enfermedad evaluado durante el estudio
clinico fue la ICG. Basandonos en las categorias presentes en este indice, se
establecid, por protocolo, un valor inferior a 2 puntos, al finalizar el periodo de
intervencion, como indicador de éxito terapéutico. En este caso, al igual que ocurrié
con el indice SCORAD, se obtuvieron mejores resultados en el grupo probidtico al

comparar los datos con los del grupo placebo. De hecho, en el grupo probiotico,
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una gran parte de los pacientes finalizaron con puntuaciones de 0 6 1,
correspondientes a las categorias de “limpio” y “practicamente limpio”
respectivamente, al contrario de lo acontecido en la mayoria de los pacientes del

grupo placebo, donde ningtin paciente alcanzo el valor 0.

No se han encontrado otros estudios clinicos aleatorizados con probiodticos en
los que se utilice esta escala, de ahi que no podamos comparar resultados de
nuestro estudio con trabajos previos. En todo caso, el porcentaje de éxito
documentado mediante el indice SCORAD es, desde el punto de vista clinico y
estadistico, relevante a favor del grupo tratado con probioticos. Lo esperable, por
tanto, es que de haberse evaluado la ICG en otros estudios anteriores, la respuesta
hubiera sido similar a la evaluada mediante el indice SCORAD, tal y como ocurrié

en este trabajo.

En cuanto al nimero de brotes de DA totales acontecidos durante el
desarrollo del estudio, este fue menor en el grupo probidtico que en el grupo
placebo. Esto nos indica que se ha producido un control y manejo de la DA correcto
y mas consistente en el grupo probidtico y, en consecuencia, una menor aparicion

de lesiones y/o de menor extension e intensidad.

Por otro lado, también fue menor la necesidad de corticosteroides orales para
el control de los sintomas de los pacientes del grupo probidtico, ya que se
produjeron menos casos en los que los pacientes no respondieron al protocolo
terapéutico del estudio. Siguiendo la argumentacién descrita anteriormente, ante
una disminucién en el nimero de brotes, disminuyen las lesiones y la gravedad de
las mismas y, por ende, fueron necesarios un menor niimero de farmacos para su
control. De esta manera, reduciendo el uso de corticoides orales, se evita la
aparicion de los efectos adversos asociados a este tratamiento, como sucedid en el

presente estudio.

Sin embargo, el uso de antihistaminicos fue mayor en el grupo probiotico y,
aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas, es un dato a
analizar. En este caso, probablemente estemos ante un sesgo provocado por
patologias concomitantes de los pacientes y un inadecuado control clinico de la
variable, ya que no ha podido registrarse el uso debido a dichas patologias, como
asma y/o alergias, muy prevalentes en estos pacientes. Como consecuencia de ello,

el andlisis de los resultados de la variable “uso de antihistaminicos” debe valorarse
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dentro de este complejo contexto de comorbilidad y uso frecuente de dichos

medicamentos en estas patologias.

Si hablamos de pardmetros analiticos e inflamacion, tras las 12 semanas de
intervencion, constatamos una reduccion ligeramente mayor de IL-4, IL-5 e IL-13
en el grupo del probiodtico, en comparacion con el grupo placebo, que no alcanzd la
significacion estadistica. Esto podria ser indicador de una menor actividad de los
linfocitos T colaboradores de tipo 2 y un equilibrio mas positivo del balance
Th1/Th2 en el grupo del probiotico. La IL-10 se mantuvo sin cambios destacables
en ninguno de los grupos, al igual que los valores de IgE y de eosinofilos. De
manera similar a lo ocurrido en los sintomas subjetivos, subcomponente del
SCORAD, la falta de potencia y un estudio no disefiado especificamente para ello,
podrian ser también las razones por la cuales ninguna de las IL ni otros
biomarcadores como IgE o eosinofilos, alcanzaron diferencias estadisticas entre los
grupos de estudio. Otra razén para explicar la falta de significacion estadistica
podria ser que los pacientes incluidos en el estudio sufrian de DA leve a moderada
y no grave, situacion en la que la literatura cientifica describe una mayor elevacion

de estos pardmetros.

Para concluir con lo que respecta al andlisis efectuado en la muestra de sangre
de los pacientes, no se detectaron signos de inflamacién en los mismos, no
encontrandose diferencias en los pardmetros de proteina C reactiva ni presencia de

translocacion bacteriana.

En la composicion de la microbiota destacamos los niveles elevados de
Faecalibacterium encontrados en los pacientes al inicio del estudio, al igual que
describen otros autores. (196, 197) Sin embargo, estos niveles son contrarios a lo
que se ha descrito previamente en otras patologias en las que se piensa que la
microbiota intestinal puede estar involucrada. Este género es conocido por ser
productor de 4cidos grasos de cadena corta, butirato y propionato principalmente,
lo que a priori, y segtin las investigaciones realizadas hasta el momento, es positivo
para el individuo. Sin embargo, se han encontrado subespecies y cepas concretas
de una especie de este género bacteriano como es Faecalibacterium prausnitzii, que
sintetizan menores cantidades de butirato. (198) Estudios recientes describen dos
filogrupos diferentes de esta especie con distintos efectos sobre la inflamacion.
(199) El epitelio inflamado y la disfuncion de la barrera intestinal, caracteristicos de
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la DA, producen la liberaciéon de determinados nutrientes que estimulan el
crecimiento de estas subespecies. Con estas cepas prevaleciendo dentro del género,
ocurriria una menor produccion de acidos grasos, lo que aumentaria ain mas la
inflamaciéon del epitelio intestinal e iniciaria la respuesta mediada Th2,
favoreciendo el disbalance que ocurre en la DA. (196) Posteriormente, se produciria
la liberacién de citocinas proinflamatorias y de IgE, de forma que la DA empeoraria

o se estableceria por completo.

Durante el estudio de intervencion y tras completar las 12 semanas de
tratamiento probiotico, encontramos que se produce una normalizaciéon de la
microbiota en este grupo, entendida como una mayor similitud, a nivel de género,
con la descrita en la poblacién sana. (174) El preparado probidtico ha conseguido
una correccidn de la disbiosis, derivada de la pérdida de organismos beneficiosos
y el excesivo crecimiento de organismo potencialmente patogenos. (200) Respecto
a la biodiversidad, esta aumentada en los pacientes con DA, al contrario de lo
ocurre cuando hay una disbiosis, que suele haber una pérdida. Por consiguiente,
en esta patologia el probidtico seria responsable, principalmente, de la
normalizacién de la disbiosis intestinal y, con ello, apareceria la mejora de los

sintomas y signos de la DA.

Analizando los resultados obtenidos en la microbiota intestinal y
relaciondndolos con los de ambos objetivos primarios, podriamos suponer que el
cambio mds importante en ella se produce alrededor de las 4 a 6 semanas de ingesta
del probidtico. Futuras investigaciones se centrarian en comprobar la duracién de

este cambio y su mantenimiento en el tiempo con tratamiento continuado.

Aunque el numero de acontecimientos adversos registrados es elevado, es
habitual tratdndose de poblacion infantil, donde son comunes los dolores menores,
cuadros gripales e infecciones bacterianas, asi como caidas y lesiones musculares y

Oseas.

Los acontecimientos adversos valorados como atribuibles al tratamiento
fueron categorizados dentro de la categoria de leves y se describen como pequenias
molestias a nivel digestivo. Todos ellos desaparecieron a lo largo de las semanas de
ingesta del producto. Se atribuyen a la adaptacion al tratamiento, tanto a las cepas
probidticas como al excipiente, ya que el grupo placebo también los sufrio, incluso

en mayor numero.
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Una vez revisados todos los acontecimientos adversos acaecidos durante el
tiempo de estudio, se confirma que se trata de un tratamiento seguro con ausencia
de efectos adversos importantes. Nuestros resultados concuerdan con las
catalogaciones recibidas por los probidticos de QPS y GRAS, a las que se ha hecho

referencia en el apartado de “Introduccion: Probidticos como tratamiento”.

Sobre el cumplimiento terapéutico y la adhesion al tratamiento, podemos
afirmar que fue muy positiva en ambos grupos del estudio, lo que nos indica que
se trata de un tratamiento cdémodo, por el hecho de administrarse en una sola toma
diaria, con muy pocos efectos secundarios y formulado con una buena dosificacion
en capsulas de facil deglucion. A su vez, demuestra confianza en el producto y en

su eficacia.

5.3 FORTALEZAS

Esta investigacion cuenta con un disefio cuidadoso y un procedimiento
realizado siguiendo fielmente el protocolo propuesto, lo que le otorga una gran
validez al estudio clinico que se discute en este apartado.

Una vez analizados los resultados, podemos concluir que se trata de
resultados validos, ya que se confirman las hipotesis planteadas: existe una relacion
entre la microbiota intestinal y la DA. Esto se confirma mediante los datos
obtenidos en el andlisis de la composicion de la microbiota de los pacientes de este
estudio clinico, mostrando diferencias con respecto a la poblacion sana y entre

ambos grupos de intervencidn al finalizar el tratamiento.

El seguimiento de los pacientes se realizé correctamente, de manera que 47
pacientes de 50 realizaron todas las visitas del estudio. Esto nos permite obtener
gran cantidad de datos con un tamafio muestral considerable, ya que esta incluida

en el analisis la muestra inicial casi al completo.

Variables, tales como uso de antibidticos, dieta y otras enfermedades
alérgicas concomitantes, fueron controladas para evitar sesgos, registrandose en
todos los casos incluidos. Los instrumentos y test utilizados estdan debidamente
validados, por lo que el método aplicado es correcto. El cumplimiento de los
pacientes es excelente, lo que permite afirmar que los resultados obtenidos se deben

a la utilizacién del producto. Ademas, todos los pacientes incluidos en el analisis



CAPITULO V: DISCUSION 163

siguieron el protocolo sin desviaciones. Por tales motivos y como conclusion,
y

podemos definir el estudio aqui presentado como fiable y con gran validez interna.

5.4 LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Las limitaciones de un estudio clinico deben tenerse siempre en cuenta y se
deben aclarar mediante nuevas investigaciones adicionales que incluyan la misma
combinacién probidtica. Entre las limitaciones encontradas en el estudio,
destacamos la dieta. El contexto en el que se ha desarrollado este estudio clinico es
el de una dieta principalmente mediterranea y, dada la influencia de los alimentos
en la microbiota intestinal, la aplicabilidad de los resultados en otras regiones

geograficas, que siguen una dieta diferente, podria verse afectada.

La poblacion del estudio se definio a partir de una bisqueda bibliografica
sobre la DA y su relacion con los probioticos. Finalmente, se decidié que el intervalo
de edad fuera entre los 4 y los 17 afios, ya que se considera que hasta los 3 afios la
microbiota no se estabiliza por completo y es entonces cuando se acerca mas a la
del adulto. (123, 124) La gravedad de la DA incluida en el estudio se establecio
segun los tratamientos habituales utilizados en cada nivel; los pacientes con una
patologia severa necesitan tratamientos mads potentes y que influirian en el
transcurso del estudio. Es por ello por lo que los resultados son aplicables a una
poblacion con DA leve-moderada y de rango de edad entre 4 y 17 afios. Para poder
hacer extensibles estos resultados a otros grupos de poblacion, como a adultos de
mas de 17 anos, ninos menores de 3 anos e incluso a recién nacidos (menores de un

ano), son necesarios nuevos estudios que incluyan esta poblacién.

De manera semejante, el periodo de seguimiento, 12 semanas, y el hecho de
que solo haya participado un centro en la inclusion se consideran delimitaciones
que necesitan de estudios multicéntricos posteriores y con mayor tiempo de
seguimiento para confirmar la eficacia y aportar nuevos datos acerca de los
probidticos.

La validez externa y aplicabilidad del estudio es, por tanto, limitada y
necesita de futuras investigaciones y estudios clinicos que apliquen estos hallazgos

en otros contextos y poblaciones.
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Para finalizar, respecto al tratamiento, se debe responder a las preguntas
sobre la dosis adecuada, la duracion de la administracion probiotica y la edad en
que el uso de probidticos seria mas eficaz. Serdn necesarios estudios futuros y
deben considerarse todas estas preguntas para evaluar tanto la mezcla probidtica
usada en este estudio clinico como otras cepas probidticas especificas, y tal vez la

asociacion con otros tratamientos como los prebidticos y los simbioticos.

Por lo que se refiere a las dificultades encontradas en el procedimiento del
estudio clinico, una de las principales limitaciones fue el dificil control del uso de
corticosteroides topicos. En la recogida de datos y entrevista con los pacientes y sus
progenitores y/o tutores legales se detectaron usos erréneos de los corticoides,
tanto por abuso como por defecto. En la visita de inclusion en el estudio, se tratd
de aleccionar a los padres, y a los pacientes mas mayores que ya se encargaban del
cuidado de su propia piel, del modo éptimo de utilizacion: dosis, aplicacion, zonas
y lesiones. No obstante, hubo que corregir este procedimiento en bastantes casos, y
en algunos de ellos sin mucho éxito. Existe una corriente de padres muy reacios a
utilizar derivados de la cortisona, ya que estd muy extendido el conocimiento de
sus efectos adversos, asi como las pautas de retirada que se recomiendan al finalizar
el tratamiento por via oral. La retirada brusca de los corticoides orales puede causar
la recurrencia de la enfermedad que origind su prescripcion, sindrome de
abstinencia o insuficiencia suprarrenal causada por la supresion del eje
hipotaldmico-hipofisario. (201) Como resultado, se ha despertado un miedo, en
parte infundado, en algunos padres de pacientes con DA, lo que complica el control
de esta variable. Por el contrario, nos encontramos con casos inversos en los que los
padres llevan muchos afios de tratamiento con sus hijos y, ante una buena
respuesta, aplican corticoide a la minima lesién cuando podria no ser necesario.
Todo ello podria haber producido sesgos en las diferencias encontradas en el uso
de corticoides en cada grupo, alterando los resultados finales. Asimismo, no se
registro6 la dosis en gramos de corticoide topico, unicamente el ntimero de
aplicaciones contabilizando dias de uso. Nuevos estudios clinicos deberian incluir

este dato como variable a estudio.

Otra limitacién fue la extraccion de la muestra de sangre. Se incluyeron nifios
desde 4 anos, lo que supone que nos encontremos ante pacientes que no toleran
bien este tipo de intervencién, con capilares muy finos y que no permanecen

inméviles durante la extraccion. En consecuencia, se obtuvieron muestras
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coaguladas o en pequena cantidad y que, en algunos casos, no fueron suficientes
para todos los analisis. También se obtuvieron falsos resultados muy elevados
debidos al estrés por el procedimiento o por no realizarse en ayunas, que se

normalizaron al repetir la extraccion.

5.5 RESUMEN DE LA DISCUSION

En general, esta investigacion ha contribuido a generar nuevos
conocimientos sobre la DA y la posible implicaciéon que tiene la microbiota
intestinal en ella, asi como a un mayor entendimiento y gestion del uso de

probidticos en enfermedades de la piel, un tema poco tratado en ensayos clinicos.

El principal aporte de este proyecto de investigacion es el desarrollo de un
nuevo tratamiento parala DA. Se propone, en definitiva y como aplicacion practica,
la inclusion de los probidticos, en concreto de las cepas que hayan demostrado

eficacia clinica, en las guias de tratamiento de la DA.

De igual modo, se postulan recomendaciones de futuras investigaciones a
realizar para conseguir la perpetuacion de los probidticos como tratamiento valido,
seguro y eficaz, tanto en la patologia aqui expuesta como en numerosas otras

patologias en las que estos podrian actuar de manera analoga.
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VI - CONCLUSIONES

Los resultados de nuestro estudio indican un fuerte efecto positivo sobre la
reduccion del indice SCORAD vy el uso de corticoides topicos en el grupo tratado
con la mezcla de probioticos. Estas pruebas respaldan la eficacia de administrar el
preparado probidtico a pacientes con DA moderada, e indican que podria utilizarse

de forma mas extensa en la practica clinica.

A continuacion, se exponen las conclusiones extraidas de los resultados

obtenidos en este estudio.

1. Cumpliendo el objetivo principal del estudio de investigacion, el
tratamiento con el preparado probidtico de cepas seleccionadas reduce el
indice SCORAD en pacientes con DA leve moderada tras una intervencion
de 12 semanas. Acttia sobre las tres variables del SCORAD mostrando
mayor eficacia sobre la reduccién de la extension y la intensidad de las
lesiones. Los sintomas subjetivos, prurito y pérdida de suefio, también se
reducen, aunque en menor proporcion, y sin diferencias con el grupo
control. Durante la ingesta del probidtico, el indice SCORAD evoluciona
hacia una mejora de la patologia y, en ningtn caso de los aqui presentados,
experimentan un empeoramiento desde el valor inicial. Tanto el sexo como
la edad no influyen en el efecto del probidtico en la reduccién del SCORAD.
Para terminar, un nimero considerable de pacientes redujo su SCORAD
hasta un valor de 0, efecto apenas descrito en estudios clinicos previos con

probidticos.

2. El preparado probiotico produce mejoras en la sintomatologia de la DA, lo
que se traduce en una menor necesidad de empleo de corticosteroides
topicos. El probidtico consigue este efecto sobre todo a partir de los 45 dias
de tratamiento, momento en el que el paciente con DA deja de utilizar

corticoides o los utiliza en cantidades muy inferiores a las habituales.
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La ICG, valorada por el especialista en Dermatologia, disminuye tras el
tratamiento. Esta reduccion es considerada como éxito terapéutico, ya que
practicamente todos los pacientes del grupo probidtico alcanzan las
puntuaciones mas bajas de este indice, correspondiente con la ausencia de

lesiones atopicas.

El tratamiento probidtico a estudio reduce la aparicion de nuevos brotes y
recaidas de DA. Este efecto se aprecia en los pacientes evaluados a partir de
los 45 dias de tratamiento, donde el paciente con DA deja de padecer
nuevos brotes y se mantiene estable en cuanto a lesiones y manifestaciones

de la enfermedad.

Las lesiones de la DA, asi como su extension e intensidad, se ven reducidas
con el uso del preparado probidtico, por lo que también se reduce la
necesidad de uso de otros tratamientos, entre ellos, los corticosteroides

sistémicos orales.

Los parametros analiticos, la bioquimica y el hemograma, de los pacientes
con DA no se ven afectados por la ingesta del tratamiento probidtico. No se
observan diferencias en ninguno de estos parametros tras un periodo de

seguimiento de 12 semanas.

Los niveles de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IgE y eosindfilos de una muestra de
sangre periférica no sufren modificaciones significativas tras la ingesta del
preparado probiotico. El entorno inmunologico de la DA, todavia no
comprendido en su totalidad, podria ser causa de una autorregulacion de
estos pardmetros en los casos menos graves de la enfermedad, como ocurre

en los pacientes de este estudio.

Existe una microbiota intestinal especifica de pacientes con DA en los que
se observan los niveles de los géneros Faecaelibacterium y Ruminococcus

aumentados y el género Bacteroides disminuido, en comparacion con la de
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10.

11.

la poblacion sana. Estas concentraciones concretas influyen en la evolucion

y el pronostico de la patologia.

La microbiota intestinal de pacientes con DA se modifica tras la ingesta del
preparado probidtico durante 12 semanas. Los niveles de los géneros
Eubacterium y Gemmiger se ven aumentados, mientras que el género
Faecalibacterium disminuye, de manera que la microbiota se asemeja mas a

la poblacion sana.

El tratamiento con el preparado probidtico es seguro, no produciendo
efectos adversos destacables. Se han detectado pequefias molestias a nivel
digestivo, que, ademas, también han sido descritas en el grupo de estudio
que no ingirid el probidtico, y que se justifican por la adaptacion a su

ingesta.

El cumplimiento registrado es muy alto y denota una gran satisfaccion con
la formulacion del producto, ya que el preparado probiotico se administra

en una comoda tnica dosis diaria mediante una capsula de facil deglucion.

El fruto de este proyecto de investigacion es la demostracion de la eficacia y

seguridad de este preparado probiodtico, como tratamiento coadyuvante en el

control de la DA leve a moderada en poblacion infantil. Actualmente, esta siendo

utilizado en la practica clinica habitual por dermatdlogos y pediatras de varios

paises de Europa y América.
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