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RESUMEN

Introduccion: la rinitis alérgica y el asma son las enferme-
dades alérgicas con mayor prevalencia. Dermatophagoides
pteronyssinus es una de las causas de enfermedades alérgicas
con mayor relevancia clinica.

Objetivos: estandarizar la potencia biolégica en Unidades
Alergénicas Bioequivalentes (BAU) de extractos alergénicos
de Dermatophagoides pteronyssinus de tres laboratorios
mexicanos.

Material y métodos: estudio experimental, prospectivo,
transversal, cuantitativo desarrollado en pacientes alérgicos
a Dermatophagoides pt. De acuerdo al protocolo de la FDA,
se aplicaron extractos de Dermatophagoides pt, de tres la-
boratorios mexicanos, por via intradérmica, en diluciones al
triple, a partir de la diluciéon 15, en orden decreciente, hasta
obtener un eritema con = > 50 mm. Se midio la concentraciéon
de proteinas de los extractos de cada fabricante. El analisis
estadistico se hizo mediante regresion logistica, analisis de
varianza de una via y la prueba de Bonferroni.

Resultados: se incluyeron 20 pacientes adultos, 11 mujeres y
9 hombres, con edades entre 16 y 45 afios. Cuatro pacientes
tenian rinitis mas asma alérgica y 16 sélo tenian rinitis alérgica.
No se presentaron reacciones anafilacticas sistémicas. Los
coeficientes de correlacion de la regresion lineal de la dosis/
respuesta fueron para Allerstand r= 0.55, Allergomex r= 0.54
y Allerquim r= 0.57 (p=0.001). Las diluciones calculadas co-
rrespondientes a 100 000 BAU/mL para cada extracto fueron:
Allerstand 1:26195, Allergomex 1:26341 y Allerquim 1:73993.
La concentracién de proteinas (mcg/mL) fue: Allergomex 63,
Allerquim 65 y Allerstand 154.

Conclusiones: se establecio la potencia biolégica de cada
extracto probado. Encontramos diferencias significativas en
la equivalencia bioldgica entre los extractos de los tres labo-
ratorios. La prueba mostré un perfil de seguridad adecuado.

Palabras clave: alergenos, estandarizacion, potencia biolo-
gica, unidades alérgicas bioequivalentes, Dermatophagoides

ABSTRACT

Background: Allergic rinitis and asthma are the more frequent
allergic diseases. Dermatophagoides pteronyssinus is one of
the more clinically relevant causes of allergic diseases.
Objectives: To standardize the biological potency Allergenic
Bioequivalent Units (BAU) of Dermatophagoides pteronyssinus
allergen extracts of three Mexican laboratories.

Material and methods: This experimental, prospective, trans-
versal, quantitative study included patients allergic to house
dust mites. According to the FDA protocol, allergenic extracts
of Dermatophagoides pteronyssinus from three Mexican manu-
facturers, were injected intradermally in threefold dilutions, until
get an midpoint orthogonal diameters 50 mm erythema sum.
Statistical analysis was done using logistic regression, one-way
analysis of variance and Bonferroni test.

Results: We included 20 adult patients, 11 women and 9 men,
aged between 16 and 45 years. Four patients had allergic
asthma and rhinitis and 16 only had allergic rhinitis. There were
no systemic anaphylactic reactions. Correlation coefficients
of linear regression of the dose/response were to Allerstand
r=0.55, Allergomex r=0.54 and Allerquim r=0.57(p=0.001).
Dilutions calculated for 100,000 BAU/mI for each extract
were Allerstand 1:26295, Allergomex 1:26341 and Allerquim
1:73993. The protein concentration (mcg/mL) was: Allergomex:
63, Allerquim 65, Allerstand 154.

Conclusions: It was established the biological potency for
each tested extract. We have found significant differences in the
biological equivalence among the extracts from the three manu-
facturers.The procedure showed an adequate safety profile.

Key words: Allergens, standardization, biological potency,
bioequivalent allergy units, Dermatophagoides.
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os extractos alergénicos son mezclas hetero-
géneas de composicion variable, formados
por productos bioldgicos solubles como
proteinas alergénicas y no alergénicas.

La inmunoterapia especifica con alergenos, es el
unico tratamiento especifico, que modifica el curso de
las enfermedades alérgicas, que afectan a 30% de la
poblacion de paises industrializados.! Sin embargo, la
inmunoterapia puede causar reacciones adversas y fallas
en la eficacia y efectividad, que se han relacionado a la
baja calidad de los extractos alergénicos. Esta situacion
se esta modificando con técnicas de biologia molecular,
que permiten clonar proteinas muy alergénicas para crear
extractos recombinantes de alta calidad, que reducen los
efectos adversos, al seleccionar solo las proteinas de
importancia bioldgica y mejorar la eficacia y efectividad
del tratamiento.>*

Entre los alergenos de mayor relevancia clinica, se
encuentra el acaro del polvo Dermatophagoides pteronys-
sinus,>>>% del cual se conocen las principales proteinas
involucradas en la etiologia de enfermedades alérgicas.
El alergeno mayor de esta especie de acaro, Der p 1, es
una cistein-proteasa y fue el primer alergeno clonado. *°
Cerca de 80% de las personas con alergia a los acaros del
polvo casero poseen IgE contra los alergenos de acaros
del grupo 1 y mas del 90% contra los del grupo 2.%11-14

Los extractos alergénicos han sido utilizados para el
diagnostico y tratamiento de enfermedades alérgicas,
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basados en la reaccion de hipersensibilidad de tipo I
desde 1911.'58 Sin embargo, los extractos de uso clinico
cotidiano, cuyas etiquetas de los fabricantes describen el
mismo contenido, tienen cantidades diferentes de consti-
tuyentes alergénicos y no alergénicos, y difieren también
en su concentracion protéica y potencia bioldgica, como
resultado de diferentes procesos de manufactura. La va-
riabilidad en la composicion alergénica de los extractos
utilizados en el diagnostico y tratamiento impide a los
médicos tratantes, tener confiabilidad y certeza diag-
noéstica, y genera incertidumbre acerca de la seguridad
y eficacia de la inmunoterapia. Los recursos técnicos y
cientificos actuales, mediante el proceso de estandari-
zacion, permiten conocer la concentracion protéica y
la potencia bioldgica de los extractos alergénicos, para
disponer de productos seguros, de alta calidad y eficaces
en la practica clinica.!>?

Los métodos inmunoquimicos, usados para el control
de lotes de extractos alergénicos, se basan en la unién in
vitro de IgE a moléculas de alergenos, sin embargo, no
determinan la capacidad de los alergenos de inducir una
reaccion alérgica in vivo, es decir, la potencia bioldgica.
La potencia biologica de los extractos alergénicos se
establece mediante un procedimiento protocolizado con
pacientes alérgicos.*>%*

El Centro para la Evaluacion e Investigacion de
Biologicos (CBER), de la FDA en Estados Unidos, desa-
rroll6 un método de estandarizacion de alergenos basado
en la potencia bioldgica de los extractos, con pruebas
cutaneas intradérmicas cuantitativas, que expresa los
resultados en Unidades Alergénicas Bioequivalentes
(BAU). La dilucion del alergeno aplicado en forma
intradérmica para determinadas BAU, que produce 50
mm en sus didmetros transversos sumados de eritema
(ID,,EAL). Es el procedimiento vigente de referencia
de los extractos alergénicos en EEUU.?>%

El objetivo del estudio fue estandarizar la potencia
bioldgica en Unidades Alergénicas Bioequivalentes
(BAU) de extractos alergénicos de Dermatophagoides
pteronyssinus de tres laboratorios mexicanos.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio observacional, prospectivo, transversal,
cuantitativo, analitico y descriptivo se desarrollo en el
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Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica, del Centro
Médico Nacional “La Raza” del IMSS, entre Noviembre
de 2012 y Febrero de 2013. El protocolo fue aprobado
por el Comité Local de Etica e Investigacién, con el
numero R-2013-3501-31.

Poblacion de estudio. Se identificaron pacientes con
diagndstico de asma y/o rinitis alérgica, con pruebas cuta-
neas por puncion (prick) positivas con Dermatophagoides
pteronyssinus. Se entrevisté a los candidatos, y se les
explicaron los objetivos y caracteristicas del estudio, se
solicitd y se obtuvo el consentimiento informado de los
pacientes participantes. Se reunié un numero de veinte
pacientes para realizar el estudio. Los pacientes selec-
cionados no habian sido tratados con inmunoterapia y
evitaron usar antihistaminicos siete dias antes del estudio.

Extractos alergénicos. Se utilizaron extractos
alergénicos en dilucion peso/volumen 1:100, de los
laboratorios Allergomex (México. Lote: 08200 0503),
Allerquim (México. Lote: AD 020-12) y Allerstand
(México. Lote: 205-001).

Pruebas cutaneas. Previa asepsia y antisepsia de la
piel de un brazo, se dibujé con marcador el nimero de
la dilucion del extracto, y una letra que identific6 a cada
laboratorio (M,Q,6 S: Allergomex, Allerquim 6 Allers-
tand). Se inyectd en la dermis del brazo 0.05 mL del
alergeno a diluciones al triple, a partir de la dilucion 15
en orden decreciente, con el bisel de la aguja hacia arri-
ba, para producir una induracién de 3 mm de diametro.

Para el control positivo se aplico histamina (0.0 1lmcg/
mL) por via intradérmica. El control negativo fue con la
aplicacion intradérmica de solucion diluyente de Evans.

Después de 15 minutos de inyectados los extractos y
controles, se midid el contorno del eritema y se dibujo
sobre cinta adhesiva transparente sobre la piel, la cual
después se adhiri6 a la hoja de resultados.

Se midieron los didmetros del eritema en yuxtaposi-
cion y la suma de ambos se utiliz6 para su analisis. La
dilucidn del extracto que produjo la suma de diametros
de 50 mm indica la unidad de BAU. Dado que la curva
termina en cero, la pendiente es gradual y la determi-
nacion es precisa.

Cuantificacion de proteinas. Se midi6 la concen-
tracion de proteinas de cada extracto alergénico en su
presentacion de 1:100 peso/volumen, mediante la técnica
de Bradford.*®

Analisis estadistico

Se hizo un andlisis descriptivo de las variables “suma
de didmetros”, “diametro menor” y “diametro mayor”,
mediante medidas de tendencia central y dispersion
(promedio y error estandar). También se hizo el conteo
de los sujetos en cada una de las diluciones de cada uno
de los extractos.

Con la finalidad de comparar los promedios de las
variables, de los grupos de extractos y las diluciones,
se hizo un analisis de varianza de una via (ANOVA).

Para obtener la dilucion que produce una suma de
diametros de 50 mm, se hicieron los siguientes calculos:
a) Se gener6 un grafico de diametros minimos, promedio
y méaximos para cada una de las diluciones de los dife-
rentes extractos, y b) Se obtuvo el promedio de dilucion
con el que se obtiene la suma de los didmetros.

RESULTADOS

Se incluyeron 20 pacientes adultos con edades entre 16
y 45 afios (media 28 afios), 11 mujeres y 9 hombres.
Todos los pacientes tenian resultados positivos recientes
de pruebas cutaneas con Dermatophagoides pt. Cuatro
pacientes tenian rinitis con asma alérgica y 16 pacientes
solo tenian rinitis alérgica.

Durante la aplicacion de las pruebas no se presentaron
reacciones adversas. Todos los pacientes manifestaron
prurito local, que remitié unos minutos después de apli-
car las pruebas. Se observo respuesta a la histamina en
todos los pacientes. En la Tabla 1 se presenta el promedio
de la dilucion con que se alcanzo la sumatoria mayor y
menor esperada de los diametros de eritema.

La Tabla 2 muestra el coeficiente de correlacion
entre las diluciones del extracto alergénico y el eritema
que provoca la suma de diametros de 50 mm. La cual
fue XE=50 mm: para Allerstand r= 0.55, para Aller-
gomex fue r= 0.54 y para Allerquim r= 0.57 (0.001).
La respuesta biologica atribuible a los pacientes fue
para Allerstand: 0.45, para Allergomex: 0.46 y para
Allerquim: 0.43. Se observo una relacion inversamente
proporcional entre las diluciones de los extractos y los
diametros del eritema (Figura 1). La mediana de XE=50
mm fue significativamente menor con el extracto de
Allergomex. La potencia bioldgica equivalente a 100
000 BAU/mL con el laboratorio Allerstand fue con la
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Tabla 1. Valores de los diametros del eritema y el promedio de dilucion con que se alcanza la suma de 50 mm de los diametros

Laboratorios Media Mediana Minimo Maximo Desv. tip. Promedio de Dilucion*
Allergomex Diametro Mayor 29.975 30 11 64 10.15

Allergomex Diametro menor 21.7 22 10 & 6.47 4.3+0.85
Allergomex Suma de los diametros 48.825 46.5 20 75 14.68

Allerquim Diametro Mayor 28.05 28 14 40 7.73

Allerquim Diametro menor 20.625 22 10 83 5.74 6.6 +0.87
Allerquim Suma de los diametros 48.675 50.5 24 71 12.51

Allerstand Diametro Mayor 30.25 29.5 18 48 9.15

Allerstand Diametro menor 21.325 20 10 40 7.05 6.1+0.9
Allerstand Suma de los diametros 51.575 49.5 30 83 15.33

Histamina Diametro Mayor 52.75 50.5 40 75 9.63

Histamina Diametro menor 37.85 89 27 100 15.45

Histamina Suma de los diametros 90.35 87 70 140 15.67

*El promedio de dilucién para cada laboratorio es el calculado para obtener la suma promedio de los diametros que se alcanzaron
para los 3 laboratorios. La cual fue diferente para cada uno de ellos

Tabla 2. Coeficiente de regresion (B) y correlacion (R) de las diluciones de los alergenos; calculo de la dilucion requerida para
una sumatoria (S) de 50 mm.

Modelo B Error tip. B R Pb Respuesta individual Célculo de la dilucion* Sig.
Allergomex Diluciéon - 9.22 2.36 0.54 0.46 - 542 0.00
Allerquim Dilucion - 822 1.91 0.57 0.43 - 6.09 0.00
Allerstand Dilucién - 928 2.30 0.55 0.45 - 539 0.00

*Smm/BzxError tip. B
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Figura 1. Correlacién de la suma de los diametros del eritema y la dilucién del alergeno por laboratorio.

dilucion logaritmica con base 3 =5.39, correspondiente auna dilucion p/v de: 26 341 y con Allerquim fue con la
auna dilucion p/v de: 26 195; con Allergomex fue con la dilucion logaritmica con base 3 = 6.09, correspondiente
dilucidon logaritmica con base 3 = 5.42, correspondiente a una dilucion p/v de: 73 993.
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Figura 2. Prueba de ANOVAY analisis de Bonferroni que muestra
las diferencias de las diluciones de los extractos que producen
50 mm de eritema.

Se encontraron diferencias significativas en el promedio de dilu-
cién de los extractos Allergomex vs. Allerquim (p<0.001), entre
Allergomex y Allerstand (p<0.001) y entre Allerquim y Allerstand
(p=0.018).

Encontramos diferencias significativas en el pro-
medio de dilucion entre los extractos Allergomex vs
Allerquim (p<0.001), entre Allergomex vs Allerstand
(p<0.001) y entre Allerquim vs Allerstand (p=0.018).
Figura 2.

La concentracion de proteinas (mcg/mL) para los
extractos alergénicos de los laboratorios fueron: Aller-
gomex: 63, Allerquim 65 y Allerstand 154.

DISCUSION

La eficacia de la inmunoterapia depende en gran parte
en el uso de extractos alergénicos de buena calidad, es-
tandarizados bajo las normas respectivas, y elaborados
segun las buenas practicas de fabricacion.

Lameta de la estandarizacion de los extractos alergé-
nicos, es determinar su potencia bioldgica para tener un
uso seguro y eficaz en la practica clinica alergologica.>*
Es necesario que en la estandarizacion, los fabrican-
tes produzcan extractos alergénicos homogéneos, de
acuerdo a un estandar de referencia interno. La estanda-
rizacion implica el uso de métodos in vivo o in vitro que
den un margen adecuado de seguridad/eficacia.? Una
ventaja de conocer la potencia bioldgica de un extracto,
es que puede servir como referencia para estandarizar

otros lotes del mismo alergeno, asi como extractos de
otros laboratorios.*

La estandarizacion biologica, tiene la finalidad de
establecer las unidades de potencia, en nuestro caso
100,000 BAU, que puede ser referencia de la actividad
alergénica de otros extractos.’® Mediante este método,
los extractos etiquetados con las mismas BAU, se espera
que produzcan respuestas alérgicas similares en pacien-
tes con una sensibilidad cutanea parecida, y que puedan
utilizarse de forma intercambiable y segura en la practica
clinica. Al tratarse de un método in vivo, la estandari-
zacion bioldgica se aproxima mas a una respuesta real,
y ayuda al clinico a prevenir reacciones anafilacticas al
saber el comportamiento biologico del alergeno.**

En la estandarizacion de alergenos también se utilizan
métodos in vitro como isoelectroenfoque, electroforesis
SDS-PAGE, inmunoblotting de IgE y radioinmunoelec-
troforesis cruzada (CRIE), que se aproximan a la
concentracion de alergenos del extracto, y la respuesta
del individuo se mide de manera indirecta.’' La pre-
cision de estos métodos depende de la disponibilidad
de un suero humano adecuado, de la composicion del
“pool” de sueros y del extracto alergénico utilizado
como estandar de referencia, lo que agrega complejidad
al estudio.?*?72%3 Sin embargo, el método de eleccion
dependera de los recursos disponibles.

Una de las limitantes de cualquier bioensayo, resi-
de en la variacion de la sensibilidad de cada persona
incluida en el estudio, es decir, la respuesta atribuible
al individuo, que se debe considerar al comparar la po-
tencia alergénica total de las vacunas. Para disminuir la
variabilidad, las pruebas se deben aplicar en pacientes
con sensibilizacion conocida. 227234 En el andlisis de
este estudio, se observo que la respuesta atribuible al
paciente tuvo una variacion del 43 al 45%, pero fue
mayor la respuesta atribuible al extracto (57%), lo que
indica que el procedimiento fue adecuado. El tamaiio
promedio del eritema registrado fue diferente para cada
uno de los extractos probados, lo cual se relaciona a un
efecto bioldgico diferente.

Encontramos una correlacion dosis/respuesta de
r=>0.5 para los tres extractos probados, que difiere
del >0.85 reportado con extractos de polenes por otros
autores.’ El eritema producido al inyectar las diferen-
tes diluciones de los tres extractos probados tuvo un
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comportamiento muy parecido, que s6lo se pudo dife-
renciar durante su analisis. No se conocen reportes de
estandarizacion de alergenos de manufactura mexicana,
y es posible que nuevos estudios muestren resultados
diferentes. Elegimos el método de estandarizacion de
la FDA,* que se basa en el diametro del eritema, para
obtener resultados confiables por el amplio rango de
diluciones, lo cual permite determinar de forma precisa
la unidad de potencia estandarizada de los extractos
probados, como sucedid en nuestro estudio.

No obstante que aplicamos los extractos por via
intradérmica, el método ZE=50 mm que utilizamos fue
seguro. Los pacientes s6lo presentaron prurito local.

El contenido de proteinas de los extractos alergénicos
producidos en México se ha relacionado a la intensidad de
las pruebas cutaneas,* pero en nuestro caso, ain cuando
hubo diferencia en la concentracion de proteinas, los
resultados de las pruebas cutaneas fueron muy parecidos.

En el futuro, es probable que los alergenos recom-
binantes proporcionen estandares primarios para el
analisis de alergenos que no necesiten de un protocolo
de estandarizacion, y una base para el desarrollo de
nuevos productos para el diagndstico y tratamiento de
las enfermedades alérgicas, que por el momento no estan
disponibles.?3*

La posibilidad de contar con productos nacionales
estandarizados, sin duda tendra un impacto positivo en
la mejora de la eficacia y seguridad en el tratamiento de
enfermedades alérgicas. De manera ideal, solo deberian
utilizarse productos estandarizados para ofrecer una
practica clinica confiable. Por lo tanto, es importante
conocer los métodos de estandarizacion, para el uso
optimo de extractos alergénicos en la atencion de pa-
cientes alérgicos.

CONCLUSIONES

Se determind la potencia bioldgica en BAU de cada uno
de los tres extractos alergénicos de Dermatophagoides
pteronyssinus probados. Observamos una diferencia
significativa en la potencia bioldgica entre los extractos.
El contenido de proteinas de los extractos es diferente.
El método de estandarizacién mostréo un margen de
seguridad adecuado y puede reproducirse para otros
alergenos de relevancia clinica.
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