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INTRODUCCTION

La administracién de extractos alergénicos en la
inmunoteraptia de enfermedades alérgicas, fue
utilizada por Noon en 1911. Desde entonces el
tratamiento a pesar de haber mostrado su eficacia ha
dado origen a las mds variadas controversias, debido
a los conocimientos escasos que se tenian sobre su
naturaleza y caracteristicas antigénicas, asi como
los mecanismos sobre los cuales actdan y su
capacidad para inducir otras patologias®® ®,

La mayor parte de los extractos alergénicos son
mezclas complejas de proteinas, carbohidratos,
enzimas, pigmentos y otras sustancias, sélo pocas de
éstas son las que funcionan como alergenos. Ademas
diferentes fabricantes pueden emplear métodos
diversos, asi como diferentes materiales de origen
para producirlos, sin embargo, se etiquetan de igual
forma®?.

La estandarizacién y caracterizacién de los
extractos alergénicos se presenta como un tema de
primordial resolucién. A principios de siglo, Noon
introdujo el primer sistema de estandarizacidn
relacionando peso/volumen. Posteriormente propuso el
uso de las Unidades de Nitrégeno Proteico (PNU), sin
embargo, no reflejaban actividad alergénica, sinc su

naturaleza quimica?®-5885,



Debido a los avances recientes en el campo
inmunolégico, se han obtenido grandes logros sobre
la estandarizacién de extractos alergénicos y se
trata de conocer la verdadera actividad alergénica
de los mismos. De ello han surgido las unidades
biolégicas (UB/ml Europa) y unidades alergénicas
(UA/ml EUA), con las cuales se han obtenido un mayor
significado c¢linico. Para comprobar esta actividad
se han utilizado métodos in vivo (pruebas cutaneas:
intradermorreaccidn, puncién equivalente de
histamina) e in vitro (degranulacién de baséfilos,
IgE especifica)?0r83:85:3%,

La aplicacidn de extractos alergénicos
estandarizados en el diagnéstico y tratamiento de
enfermedades alérgicas (rinitis, asma, dermatitis
atépica) ha dado mejor resultado en la respuesta
clinica cuantitativa, que los extractos no
estandarizados?®, pues los primeros tienen como
finalidad proveer resultados reales, reproducibles,
sin variaclén entre lotes y fabricantes. Entonces,
para tener un buen diagndéstico de alergia y un
tratamiento seguro para pacientes es necesario que
los extractos alergénicos wutilizados tengan uha
potencia y composicién consistente, lo cual se logra

con la estandarizacion.
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ANTECEDENTES HISTORICOS

Las reacciones alérgicas eran conocidas desde la
antigiiedad, el primer reporte de lo dque hoy en dia
se conoce como anafilaxia fue en el afio 2640 A.C.
con la muerte de un faradén egipcioc por piquete de
abeja. En este periodo Hipodcrates y Galeno
describieron la alergia clésica a la 1leche con
manifestaciones c¢linicas en la piel y aparato
gastrointestinal. En el siglo I, Lucrecio hizo
mencién de reacciones con vémito y diarrea causadas
por alimentos, lo que en la actualidad corresponde a
una respuesta alérgica.

En siglos posteriores se reportaron aisladamente
respuestas de esta naturaleza, sin embargo, en 1819
Bostock y Giman describieron clinicamente la fiebre
de heno (hoy rinitis alérgica). Aplicaron polen de
toda clase de hierbas 9‘ plantas sobre la mucosa
conjuntival y demostraron su eficacia para producir
atagues de catarro. Afios después John Ellioston
sugirié la etiologia del polen, la cual fue probada
por Charles Harrison Blackley en 1859 con pdlenes de
pastos y cereales en 16 pacientes con fiebre de
henc, esto fue el comienzo de las pruebas por
inhalacién y cuténeas®.

Por otro lado, Erlich, Wright y Pasteur,

buscaron métodos profilacticos por medio de la
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vacunhacidn para evitar algunas enfermedades
infecciosas. Con el mismo fin en 1810 Von Behring
descubridé el uso profilactico del antisuero contra
la toxina diftérica. En 1902 buscandoc otros sueros
profilécticos Portier y Richet (premio Nobkel en 1913
por este estudio), notaron una reaccidn inmediata
semejante al chogque {(vémito, diarrea, convulsiones y
en ocasiones hasta la muerte por paro respiratorio),
en un perro sensible a la toxina de una anemona
marina, denominaron a esta reaccidn nociva
antifilaxia o¢ anafilaxia (sin proteccidén) para
distinguirla de la profilaxia (con proteccién)’7%5,
Arthus, en 1903 describié un fendmeno gue se
producia cuando se administraba cada 6 dias un
antigeno por via subcuténea a un animal, en general
a la sexta administracién se producia inflamacién
que 1llegaba a la necrosis, demostrando asi la
ausencia de sustancias toxicas causantes de 1la
lesion’®. Un  afo més tarde, Smith confirmdé 1la
posibilidad de reproducir el fenémeno anafilactico
con productos carentes de toxicidad.

En 1906 Clements Von Piquet introdujo el término
alergia (allos: otro y ergos: respuesta), cuando se
referia a cualquier perjuicio®® y servia para
designar la capacidad de un tejido de reaccionar en
forma diferente a la habitual bajo un estimulo
subsecuente a una sustancia extrafia

sensibilizante?®7:72:7%  Una vez descrito el concepto
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de alergia, se aplicé en la practica diaria en los
afios sigulentes, Park en 1908 citd dos casos
semejantes entre 50,000 personas que habian recibido
inyecciones de suero antidiftérico en Nueva York,
los que muriercn pocos minutos después con sSintomas
parecidos al choque anafilactico agudo’™ 77,

A su vez en 1907 Nicolle, Otto y Friedman,
probaron en conejos que esta susceptibilidad podia
transferirse de un animal a otro, mediante el suero
sanguineo. La fisiopatologia de este fendémeno fue
motivo de estudio de Aver vy Lewis en 1910, quienes
confirmaron que la <congestidén intestinal, los
movimientos peristalticos, las hemorragias
frecuentes en la parte inferior del diafragma y la
distensidén pulmonar producida por la contraccidén de
los bronguiclos, se debian al choque anafilictico.

En 1911 Cooke introdujo las pruebas cutdneas con
alergenos proteicos para diagnédstico de las
enfermedades alérgicas. En este mismo afio Freeman y
Noon contribuyeron al conocimiento de 1la hipo-
sensibilizaciédn especifica y de las polinosis,
también introdujeron el primer sistema de
estandarizacién de los alergenos {Unidades XNoon),
posteriormente obtuvieron un gran logro con el
advenimiento de las Unidades de Nitrdégeno Proteico
(NP} 6872

Widal en 1912 demostrd que el asma y la

urticaria son fendmenos del mismo orden anafilactico
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resultante de una sensibilizacién del enfermo a una
sustancia.

Un paso decisivo en la comprensidén del fendmeno
alérgico se realizé en 1921 cuando Pruznitz v
Kustner descubrieron que algan elemento del suero a
1o que llamaron reagina, podia transferir la
inmunidad o la alergia de un individuo a otro en
forma transitoria y momenténea. Esta transferencia
pasiva se lleva a cabo aplicando suero de un
alérgico en la piel de una persona normal.
Veinticuatro horas después, la administracién del
alergenoc en el mismo sitio donde se habia inyeétado
el suero del donador, producia inmediatamente
eritema y edema®¥ 72,7985

En 1923 Coca y Cooke introdujeron el término de
atopia (atopos: - no coman) para describir las
caracteristicas clinicas de hipersensibilidad tipo I
gue incluyen: Asma, eccema (dermatitis atdpica),
(rinitis alérgica) y urticaria en personas con
historia familiar de trastornos similares Yy dque
muestran positividad a las reacciones cutaneas
inmediatas’.

Posteriormente en 1925, el mismo Coca junto con
Grove, trabajaron con el factor sensibilizante
cutaneo contenido en el suero de pacientes sensibles
a la ambrosia, acufando el término de reagina
atépica, gue posteriormente por maltiples estudios

se demostré que era diferente a la IgM o IgG.
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Durante cierto tiempo se pensdé gue podrian
pertenecer a la clase IgA, pero dos hechos
demostraron que no era asi; el primero, el suero de
pacientes alérgicos al polern no contenia cantidades
significativamente altas de IgA en relacidén con 1la
poblacién normal y por otra parte carecia de poder
de sensibilizacidn cutédnea. Ante estos hechos se
hipotetizdé que la reagina pertenecia a una nueva
clase de inmunoglobulina.

Dale en 1929 propuso que en el shock
anafiléctico, la reaccidn antigeno-anticuerpo
originaba la liberacién de histamina de los tejidos
en donde tenia lugar tal evento®3,

En 1932 Feldberg, Bartosh y Angel, aislaron la
histamina de una perfusidén pulmonar proveniente de
un animal sensibilizado’. 4

Hasta la década de los 50's, se contempld la
descripcién clinica y alergolégica, sin embargo con
los estudios de Sanger en 1956 se inicié la era de
la inmunologia y correspondié a Teruko Ishizaka vy
Kimishige 1Ishizaka en 1967 (EUA), Johojanson vy
Benich en 1968 (Suecia), aislar e identificar el

anticuerpo responsable de la anafilaxia; la
IgE'?lr-'g, 35.

En 1965 Lowel y Franklin dieron a conocer la
eficacia y especificidad de la Ainmunoterapia con

ambrosia?®.
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1969 fue un afic crucial para la inmunologisa
clinica vya que Gell y Coombs propusieron la
clasificacién (ahora <clisica) de las enfermedades
por hipersensibilidad inmunolégica en  cuatro
categorias; en las que las mediadas por IgE, fueron
agrupadas en la  hipersensibilidad tipe I o
anafilactica.

En 1968, Wide, Bennich y Johanson desarrollaron
la prueba de radioalergoabsorbancia (RAST) que fue
la primera técnica para medir la IgE total y-la IgE
especifica in vitro.

La especificidad de la inmunoterapia fue
demostrada en 1978 por Norman y Lichtenstein®.

Actualmente por acuerdo general, a las
sustancias causantes de enfermedad atédpica gue
estimulan la produccidén de la IgE, se les conoce

como alergenos.
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1. REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD

Actualmente la alergia y la atoplia representan
un numere importante de enfermedades con morbilidad
significativa, aunque sabemos gque la funcidn del
sistema inmunitario es proteger al huésped de los
antigenos extrafios.

La hipersensibilidad es la manifestacidén debida a
la interaccidén de un antigeno, exdégeno o enddgeno
con anticuerpos o linfocitos T especificos. Esta
respuesta inmunolégica se produce en forma
exagerada, poniéndose de manifiesto al segunde
contacto o posteriores c¢on el antigeno dque la
provoca, originando fendmenos inflamatorios vy
lesiones tisulares.

Gell y Coombs (1969} clasificaron los mecanismos
de las lesiones inmunoldgicas en cuatro tipes
distintos de -reaccién, lo que permitié comprender
mejor la inmunopatogénesis de estas
enfermedades?? 717985

# Tipo I: Hipersensibilidad inmediata o reaccién

anafilactica, mediada por anticuerpos
IgE (sistema homélogo) e IgG, {sistema
heterologo} .

% Tipo II: Hipersensibilidad citotéxica o]

citolitica, mediada por anticuerpos IgM e IgG.

El anticuerpo estid dirigido contra los antigenos

18



de las proteinas celulares del individuo. Esto
puede producir una reaccidén citotdxica por las
células K o la lisis mediada por el complemento,
opsonizacién por anticuerpos o complemento.

s Tipo I11: Hipersensibilidad mediada porY
complejos inmunes ({(IgM, IgG). Estos se depositan
en tejido. Se activa el complementc y los
polimorfonucleares atraidos hacia el lugar del
depbsito causan lesiédn.

# Tipo 1IV: Hipersensibilidad tardia o celular
mediada por linfocitos T sensibilizados por
antigenos o haptenos, donde éstos liberan
linfocinas después de un contacto secundario con
¢l mismo. Las 1linfocinas inducen reacciones
inflamatorias, activan y atraen a los macrdéfagos
que liberan mediadores’ 7%,

Esta se puede presentar en cuatro formas:
a) Reaccidn de Jones Mote.

b} Dermatitis de contacto.
¢) Reaceidn tuberculinica.

d) Reaccidén granulomatosa.

1.1. HIPERSENSIBILIDAD INMEDIATA (TIPO I)

La hipersensibilidad inmediata se inicia con una

dosis sensibilizante de alergeno inhalado, ingerido
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© inyectado, induciendo la produccién de anticuerpos
IgE séricos circulantes, 1los cuales se unen a las
células cebadas mediante sus receptores para Fc¢ al
contacto con los mismos {alergenos: polinicos,
fungicos, &caros, farmacos, y alimentos), al entrar
en contacto con dosis subsecuentes de alergenos,
éstos forman un enlace cruzado con los componentes
Fab de moléculas de IgE adyacentes en la superficie
de mastocitos y  baséfilos, La subsiguiente
aproximacién de los respectivos receptores para el
Fc de la IgE estimulan una serie de procesos de
membrana y citoplasmdticos que culminan con la
degranulacién y la liberacién de mediadores.
Produciendc asi una reaccién inflamatoria aguda con
sintomas alérgicos como la rinitis y el asma. Su
manifestacién depende del érganc de choque’,

La interaccién IgE-alergeno produce
modificaciones en la membrana celular, que facilitan
el transporte de Ca'', en el interior de mastocitos y
bas6filos haciendo que una porterasa se transforme
en esterasa. Esta Gltima estimula la liberacién de
histamina por exocitosis de los grénulos. El influjo
de iones Ca’™ es lo que lleva a la activacién de la
fosfolipasa C, que al actuar sobre el &cido
araquidénico liberado de los lipidos de membrana da
lugar a la sintesis de los mediadores de novo. En

este proceso participa el AMPc; Cuando hay
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liberacion de histamina, en los mastocitos disminuye
el AMPc y aumenta el GMPc, lo cual estd siempre en
equilibrio para el mantenimiento de los controles
homeostéticos de la activacidén celular, regulado a
su vez por el sistema nervioso simpatico vy
parasimpdtico.

Los anticuerpos pueden ser univalentes., Los
haptenos monovalentes no desencadenan el fendmeno.
Después de la liberacién de los mediadores quimicos
las células degranuladas no mueren, Se recuperan, 10
gue significa una diferencia fundamental con las
reacciones citotdxicas inducidas por otros tipos de
anticuerpos.

La intensidad de respuesta depende en gran parte
de la wvia utilizada para desencadenarlo. Por las
vias, subcutdnea e intramuscular, la respuesta es
mis rapida, mientras que en las vias respiratorias

es mas lenta.

1.1.1. MEDIADORES QUIMICOS Y REGULADORES

Los mediadores gquimicos se liberan en la
respuesta alérgica y se dividen en preformados o
primarios y neoformados ¢ sintetizados durante el

procesoi’s 3384,
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PREFORMADOS

- Son liberados después de la interaccidén IgE-
alergeno en los primeros minutos dando origen a la
reaccién  inmediata, siendo responsables de 1la
reaccién alérgica clésica, como son: Histamina,
heparina, enzimas, factor quimiotéctico de
eosinéfilos de la anafilaxia (FQE-A) y factor

quimiotdctico de neutréfilos de la anafilaxia (FON-
A) 47,53 .

v Histamina

Es un producto resultante de la decarboxilacién
de la histidina, que produce contraccidén del misculo
liso, vasodilatacién y aumento de la permeabilidad
capilar. Es liberada de 5min a 4h después de 1la
exposicidén al alergeno.

Existen subclases definidas de receptores para
histamina. El1 H; {Ashy Shiloc 1966) y el H, (Black y
cols. 1972).

El primer tipo se encuentra en piel; mucosa
nasal, intestinal vy bronguial, actia sobre el
masculo liso Yy los vasos®i. Es bloqueado
selectivamente por antihistaminicos como epinefrina,
terfenadrina, astemizol, cetriazina y otros®’.

El receptor H; se localiza en mucosa gastrica,

participa en los fentmenos que  aumentan la
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frecuencia cardiaca y la secrecidén gastrica. Es
bloqueada por cimetidina y ranitidina entre otros.

En el organismo 1la histamina es répidamente
inactivada por oxidacién, mecanismc en el due
participa la histaminasa. La metilacién también la
inactiva®’.

Efectos como la broncoconstriccién 1’ la
contraccidén del intestinc estan mediados por el
receptor H;. Otros en especial, la secrecién
géstrica, son totalmente refractarios a éste e
involucra la activacidn de los receptores H,. Sin
embargo, la hipotensién debida a la dilatacién

vascular esta mediada por ambos.

v Heparina

La heparina y la histamina se encuentran
combinadas a un complejo proteico®,

La propiedad altamente &cida de la heparina,
junto a su capacidad hidrofébica le confiere la
propiedad de inactivar otros mediadores preformados
almacenados y de agruparlos de una forma ordenada.
Cuando se ponen en contacto con el medio
extracelular, triptasa y sus carboxipeptidasas
correspondientes permanecen intimamente asociadas a
la heparina en la superficie de mastocitos, mientras
la histamina se libera rapidamente de la matriz

granular,
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Otras funclones bioldgicas son®®:

« Anticoagulante; inhibiendo la trombina vy
factor XII.

¢« Inhibe la fibrindlisis.

# Modula la actividad de proteasas de mastocitos
y de otras proteasas (quimasa, triptasa,
elastasa granulocitaria, fosfolipasa A,).

# Estimula la migracién de células endoteliales.

# Inhibe la citotoxicidad de eosindéfilos, asi

como sus proteinas catidnicas.

v Factores gquimiotacticos

Estos factores estimulan la migracién directa de
céjiulas desde una zona de baja concentracidn del
mediador a otra de elevada concentracién®. Son los
gue estimulan preferentemente el infiujo de
neutréfilos y eosinéfilos a la zona inflamatoria.
Después de una respuesta inmediata, con frecuencia
aparece un segundo episodio de inflamacién que
empieza de 3-6h después de la exposicibén, gue es mas
prolongado y se asocia al influjo de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y eosindfilos, predominando
en las reacciones alérgicas mas croénicas, como el
asma, dermatitis atépica y la urticaria.

Los factores quimiotdcticos también activan los
leucocitos, intensificando la expresidn de

receptores celulares especificos de superficie, como
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el C3b y los receptores para el Fc de la IgG,
reduciendo asi el umbral al que estas células
responderdn a otros estimulos inductores de la
secrecidon de madiadores preformados y de nueva
sintesis. )

Los factores gue ejercen una accién quimiotéctica
sobre eosinéfilos (FQE-A)} son de bajo peso molecular
y en neutrdfilos (FQN-A) de alto peso molecular. Los
eosinéfilos reclutados ejercen: accién fagocitica
sobre los complejos IgE-alergeno, regulacidén a
través de la arilsulfatasa liberada por &éstos, que
inactiva leucotrienos, histaminasa <que 1inactiva

histamina, e induciendo un aumentc de receptores

para C3b en los eosinéfilos.

v Enzimas
Las proteasas neutras liberadas son similares a
la tripsina, y quimiotripsina; actian sobre las
proteinas - plasmaticas generando guininas
vascactivas. Su liberacién comienza 30min después

del reto, y el pico mds alto se alcanza 6h después.

NEOFORMADOS

Estos se sintetizan a partir de las membranas
celulares de mastocitos y baséfilos de 6-8 horas y
en algunos c¢asos dé uno a dos dias después de la

fase inmediata’’.
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v Derivados del acido araquiddnico

El 4cido araquidénicc es un acido graso no
saturado. En presencia de fosfolipasa A, y Ca' se
lihera y puede ser metabolizado a través de dos
vias, la de la lipooxigenasa, gque  oerigina
leucotrienos, y la de la ciclooxigenasa que origina

prostaglandinas y tromboxancs.

x Leucotrienos

Cuando el Acido araquidénico es metabolizado a
través de la 5-lipooxigenasa, se origina el acido 5-
hidroperoxieicosatetraenolico {5-HFETE), producto
inestable que por reduccidén da el écido 5-
hidroxieicosatetraenoico (5-HETE), o convertirlo por
accién de una dehidrasa en leucotrieno A; (LTA;). Por
accién de epoxidohidrolasa, el LTA, se convierte en
leucotrieno B (LTBy): Y a su vez el LTA; poer accioén
de la glutation-S-transferasa se convierte en
leucotrienc ¢, ({(LTC4). Por accién de yp-glutamil
transpeptidasa, el LTC, libera A4cido glutémico y
origina el cistenil-glicil-leucotrieno LTD,. Este
leucotrieno puede ser escindido por varias
peptidasas liberande glicina y originando el
cistenil-leucotrieno LTE,. be los productos
originados, el LTB, constituye uno de los
quimiotécticos de neutrdfilos mas potentes que se

conoce; en tanto que LTC,;, LTD, y LTE,; inducen una
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acentuada contractura de la musculatura lisa, en
especial del tejido pulmonar, su efecto es 100 (LTC,)
y 1,000 (LTD,) veces superior al de la histamina.

El LTC, alcanza su pico mas alto de 2-4h después
del c¢ontactoe con el aler@eno. Los leucotrienos,
aplicados via intradérmica inducen un eritema
caliente con roncha, y la reaccidén persiste por
arriba de 4h, con centro palido caracteristico,
causada por constriccién artericlar. El LTB; aplicado
por via intradérmica induce una roncha transitoria o
pasajera seguida de una reaccién de fase tardia, que
da lugar a un influjo de PMN y un poco de depdsito
de fibrina. Hay minimas concentraciones de LTB; en el
organismo y su picoe més alto se alcanza 5-6h después
del reto.

A partir de }a 15-lipooxigenasa se origina el
15-HETE, que se encuentra principalmente en
eosindfilos, células endoteliales Y células

epiteliales.

x Prostaglandinas y tromboxanos
Los tromboxanos s0n compuestos no
prostaglandinicos derivados del 4cido protanoico.
Algunos de éstos tienen vida media muy corta, la PGI,
o prostaciclina (5min. a 37°C): El1l tromboxano A
{TXA;) gque produce agregacién de plaquetas vy

vasoconstriceién es inestable, tiene una vida media
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inferior al minuto y se transforma en TXB, mAs
estable pero menos activo.

En la anafilaxia, los mastocitos producen
grandes cantidades de PGD, broncoconstrictora. La
PGE; puede inhibir la degranulacién del mastocito, es
un relajador muscular e inhibidor de la liberacién
de mediadores quimicos. Pareceria que mas que
mediadores guimicos algunos de ellos fueran
potenciadores de la accidén de la histamina. Teniendo
en cuenta que hay prostaglandinas con accién
antagdnica {PGD, vascoconstrictora; PGE;
vasodilatadora), hay gquienes suponen que podrian
jugar un papel muy importante como reguladores. La
prostaglandina PGl;, por su actividad desagregante de
plaguetas, VY los tromboxanos TXA, y TXB;,
favorecedores de la agregacidén plaquetaria, podrian
ser reguladores homeostaticos de la coagulacidn
sanguinea.

La liberacién del tromboxano B, y la PGD,, comienza
30min después del reto, y el pico mas alto se
alcanza 6h después!®. La PGD, inyectada causa edema vy
dilatacién de vasos con una subsecuente infiltracién
de neutrdéfilos comenzandoe 2h después del reto y dura

por las siduientes 4h.
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v Factor de agregacién plaquetaria ({PAF)

Es uno de leos mediadores de la anafilaxia activa.
Ademas de generar la agregacién de plaguetas, es un
potente vasoconstrictor. Es producido por
eosinéfilos estimulados, plaquetas, neutréfiloé,
macréfagos, monocitos, baséfilos \% células
endoteliales®3,

La aplicacién via intradérmica de éste tiene ambos
efectos, respuesta aguda y retardada, con roncha que
desaparece de 30-60min y es seguida por una reaccién
de fase tardia (RFT) que persiste por varias horas,
es rapidamente metabolizado in wivo por fluidos de
fase y fosfolipasas asociadas a células. Es el
mediador eosinofilotictico mas potente, de la

inflamacién??,

v Citocinas

Son glucoproteinas sintetizadas y secretadas por
varias células, se unen a receptores especificos
regulando la inflamacidén alérgica a través de la
activacidn, proliferacién, diferenciacidn, adhesiédn
celular y como mediadores de la liberacidn.

En el siguiente cuadro se muestran los efectos y
células que liberan las citocinas en la

hipersensibilidad tipo I:
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Citocinas 33,47,53, 73,19

Citocinas Efecto Fuentes
IL-1 Activacién de linfocitos T, Linfocitos B,
estimulacién de macrdfagos macrbéfagos,
fibroblastos,
células
epiteliales
IL-2 Reduce la activacién de Thy, |Linf. Th,
incremento en la produccién de
Th,, activacién de linfocitos
citotdxicos y macréfagos
IL-3 Crecimiento y activacién dejlinf. Thy ¥
eosindéfilos, crecimiento de } Ths,
basbéfilos eosindfilos
1L-4 Regulacién y sintesis de IgE, Linf. Th,
sobre-regulacidn de VCAM-1, | mastocitos
crecimiento de baséfilos,
activa, amplifica y mantiene la
respuesta alérgica por células
Th,
I1L-5 Crecimiento, quimiotéxis y | Linf. Thy
activacién de eosindfiles eosindfilos
IL-6 Diferenciacidon de células B, Linf. Tha
sintesis de IgQE linfocitos B,
macrofagos,
fibroblastos,
epsinéfilos
IL-7 Diferenciacidn temprana de
células B
IL-8 Quimiotaxis de neutréfilos y|Linf. T,
células T Neutréfilos,
macrdofagos,
células
epiteliales
IL-10 Crecimiento de mastocitos, | Linfocitos T
bajo-regulacién de células Ths,
inhibiciodn de sintesis de
citocinas.
IL-13 Efectos similares a IL-4 Linf. Th,
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Citocinas Efecto Fuentes
GM~-CSF Crecimiento y activacién de Linf. Thy ¥
ecsindfilos Tha,

aosindfilos,
nacréfagos
TNF-a Sobre-requlacidén de moléculas |Linfocitos T,
de adhesién de células | macrdfages,
endoteliales, activacidn de { mastocitos
macréfagos
IFN-y Antagoniza muchas acciones de Linfocitos
TL~4, activacién de eosindfilosiTh
v macréfagos

v Neuromediadores

La piel tiene fibras nerviosas, la mayoria son
ramificaciones periféricas ‘de neuronas primarias
sensoriales involucrando reflejos axonales en las
arborizaciones terminales de las fibras-C que
contienhen sustancia P, neuroquinina A, ¥
calcitocina. La sustancia-P libera histamina de los
mastocitos de la piel y produce una roncha. La
neuroquinina-A induce una roncha y es menos potente
que la sustancia-P, la calcitonina -induce la roncha
y es menos potente que la sustancia-P, también
induce vasodilatacidn intensa, la cual persiste por
varias horas y esta asociada con el infiltrado de
leucocitos, ésta es una respuesta gue no se Ve con
la sustancia-P. La posibilidad de que la histamina y
los mastocitos jueguen un papel inflamatorio

neurogénico en la piel, esti todavia en estudiol®,
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¥ Bradicinina

Es un neuropépiido compuesto por amincédcidos de
tipo L. Existe como precursor en forma de
bradicininégeno v es 1liberado como bradicinina
activa cuando los anticuerpos fijos reaccionan con
sus correspondientes antigenos. Es muy activa, vy
provoca marcada contraccién de la musculatura lisa,
vasodilataciéon vy aumento de la permeabilidad

capilar. Es destruida por peptidasas, y cininasas.

1.1.2. FACTORES PREDISPONENTES

El desarrollo de una respuesta de
hipersensibilidad inmediata, depende de la
conjugacién de diversos factores; desencadenantes

(Alergenos) y predisponentes tales como:

% Predisposicidén genética; se presenta en un 15-20%
de la poblacién general. Esta caracteristica se
hereda de manera poligénica (nc mendeliana),
siendo la probabilidad de expresidn:
¥ 80% cuando ambos padres son atdpicos
* 50% si s6lo uno lo es
% 25-35% con un hermano alérgico
* 5-15% ninguno de los padres es alérgico
El parametro mejor estudiado para predecir la

posible aparicién de enfermedad alérgica es la cifra

de IgE en sangre del cordén umbilical, por medio del
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cual se ha detectado que el riesgo de padecer
alergia es 5-10 veces mayor en aquellos nifios cuyo
nivel de IgE sea superior al de la media prevista
normal, que cuando es inferior siendo ain mas grande
cuando existen  antecedentes alérgicos en los
progenitores.
Los principales mecanismos genéticos que regulan
la respuesta alérgica son:
a)Nivel total de IgE: Cuanto mayor es el valor de
IgE sérica total, més elevada es la probabilidad
de atopia., En familias en lo gque por lo menos un
miembro tiene valores altos de IgE confirma la
hipbétesis de que los niveles bajos de ella se
asocia con un gen dominante.
b) Respuesta inmunitaria ligada al HLA.
¢) Capacidad de respuesta general aumentada.
Otros factores involucrados son:
# Permeabilidad de las mucosas.
+ BEdad, sexo, raza.
« Infecciones virales.
# Intensidad, duracién y frecuencia de exposicion
a factores ambientales.
# Naturaleza y cantidad del alergeno.
Factores ambientales: Se ha calculado gue se
tiene contacto anualmente con 1lug de polen, sin
empbargo loz sintomas aparecen sélo cuando se supera

el umbral alérgico, que depende de la intensidad de
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la exposicidén al alérgeno y la capacidad del
individuo de generar respuesta tipe IgE a una
concentracién baja de alérgeno, presencia de
infecciones virales en tracto respiratorio alto, la
disminucién de 1la actividad supresora o la
deficiencia transitoria de la IgA.

Las infecciones virales exacerban los sintomas
aléfgicos, probablemente se deba a que algunosg virus

como el Herpes simple, aumenta la liberacién de

histamina por los baséfilos. Ademas, puaden
facilitar la entrada de alérgenos a través de las
superficies epiteliales 'dafladas e incrementar la
respuesta de les érgancs de choque a la

histamina’®8%,

1.1.3. CELULAS INVOLUCRADAS

La iddentificacién de receptores gquimicamente
distintos de bala afinidad para la IgE en 1la
superficie de eosindfiles, macréfagos, monocitos,
baséfilos y plaguetas nos ha permitido considerar a
estas células como efectoras primarias en la
respuesta alérgica. La capacidad de éstas, asi como
de mastocitos y baséfilos activados, para secretar
mediadores ha ampliadc el concepto de reaccidn de
hipersensibilidad inmediata al de una inflamacidn

mas crénica, angiogénesis y reparacién histica®.



v Fagocitos mononucleares

Los macréfagos actdan come ¢élulas accesorias a
los linfocitos en inmunidad especifica, liberando
mediadores pro~inflamatorios (IL-1, TNF, PAF,
compuestos de complemento, leucotrienos}. En su
superficie tiene receptores para IgE, IgG, moléculas
MHC clase 1I, entre otros.

Sus lisosomas contienen: proteinasas,
glicosidasas, fosfatasas, sulfatasas, colesterol,
esterasas, triglicéride lipasas.

Su funcién es la de atrapar, ingerir y destruir
antigenos alergénicos. Posteriormente presenta el
alergeno a linfocitos T en asociacién con la MHC

clase I1 en la superficie del fagocito.

v Linfocitos
La funcién mas importante del linfocito es
reconocer péptidos pequefios por medic de su receptor
de antigeno, pues no pueden unirse al antigeno
directamente sino  por medio de Ta célula
presentadora.
Expresan en superficie receptores y marcadores
celulares.
En cuanto les linfocitos T reconocen al
antigeno, liberan: |
# Cltocinas prOminflamatorias: IFN-y, GM-CSF, TNF-
o, TNF-g, IL-3, IL-4, IL-5, IL-8.
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# Citocinas que causan diferenciacidn y
proliferacién de linfocitos: 1IL-2, 1IL-4 por
linfocitos T; IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 por
linfocitos B.

Los linfocitos B secretan inmunoglobulinas y son
los responsables de la respuesta aumentada de IgE
caracteristica en la atopia. Cada célula B secreta un

anticuerpo de estructura uniferme y especifica.

v Eosinéfilos

Los eosinéfilos presentan receptores para IgE,
IgA, 1gG, factores de crecimiento y componentes de
complemento en superficie.

5u funcidén especializada es la de regular el
proceso inflamatorio.

Los eosindéfilos liberan: una fosfolipasa D gue
degrada al PAF liberado por los neutréfiles y una
histaminasa gue degrada la histamina liberada por
los basdfilos, proteinas catiénicas con efectos
destruétivos potentes que conducen a la necrosis:
tisular.

« MBP (proteina basica mayor), ECP (proteina
cationica eosinofilica)l, NDE {neurotoxina
derivada de eosinéfilo); Las cuales producen
separacidén de la célula epitelial, exocitosis,

dafio nervioso y dafio radical libre.
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% EPO {peroxidasa eosinofilica), LTCy;
Broncoconstriccién, secrecién de gléndulas,
vasodilatacién, permeabilidad vascular.

Los eosindfiles son células méviles y responden
a estimulos de quimiocinesis y quimiotéxis. Cuando
son activados por histamina, PAF, IL-5, IL-3, GM-
CS8F, TNF y sustancia P hay un incremento en: la
produccién de LTC, y metabolitos téxicos de radicales

libres, degranulacién, expresidén de receptores Fc.

v Células cebadas:
a)Bas6filos:

Los baséfilos se asemejan en muchos aspectos a
las células mastoideas. Sus granulos son la fuente
principal de histamina basal plasmatica.

Los bas6filos migran por gquimiotaxis, bajo la
influencia de estimulos quimicos liberados por el

tejido dafiado.

b}Mastocitos:

Existen al menaos dos subpoblaciones de
mastocitos: los de las mucosas (MMC), y los del
tejido conjuntivo (CTMC), que estan asociados con
nervios, vasos sanguineocs y tumores. Las MMC se
asocian con infecciones por helmintos parésitos y
posiblemente, con reacciones alérgicas. Con respecto

a las CTMC, las MMC son més pequefias, de vida mas
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corta, dependientes de las células T y tienen més
receptores para Fc de superficie e IgE
intracitoplésmica.

Los mastocitos liberan IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 y
TNF, los cuales son responsables de la iniciacién de

inflamacidén crénica.

1.1.4., INMUNOGLOBULINA E

Las inmunoglobulinas son moléculas proteicas que
portan actividad de anticuerpo, comprenden un grupo
heterogéneo de proteinas que constituyen
aproximadamente el 20% de las proteinas plasmaticas
totales; éstas son glucoproteinas compuestas de 82-
96% de polipéptidos y de 4-18% de carbohidratos, el
componente polipeptidico posee casi todas las
propiedades biolégicas., La IgE es el anticuerpo
primario involucrado en la iniciacidn de respuestas
alérgicas inmediatas y tiene un peso molecular de
aprox. 190,000d comprende sdélo el 0.004% del total
de las inmuncglobulinas séricas. Se subdivide en dos
regiones funcionales; la regidén Fc la cual se liga
las células cebadas y la Fab que es responsable de
la interaccidén con el alergenc. Tiene dos cadenas
pesadas y dos cadenas ligeras, cada una con regiones
variables vy constantes organizadas en dominios

globulares, las cuales estan estabilizadas por uno o
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mas uniones bisulfuro intra-cadena. El peso
molecular més alto de la cadena pesada es de 72,500d
y estd compuesta aproximadamente de 550 aminocdcidos
distribuidos en 4 dominios de la regién constante y
una en la regidén variable. Las células plasmaticas
productoras de IgE se encuentran en amigdalas,
adenoldes, submucosa de vias respiratorias y tracto
digestivo.

Su vida media es de 2-3 dias en circulacién, sin
embargo unida a células es de 16 semanas, se calcula
que una tercera parte de la IgE total se renueva
diariamente. Su catabolismo diario es del 8%%, esto
sugiere gue se esta formando en grandes cantidades®s.

Hay dos tipos de receptores de superficie
especificos para la interaccidn con la regién Fc de
la IgE.

Mastocltos y basdéfilos tienen el receptor de
alta afinidad Fc,R1, el cudl los sensibiliza para gque
se degranulen y liberen Thistamina, citocinas,
leucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas.

Las células inflamatorias {macréfagos,
eosinéfilos, plaquetas, linfocitos T y B, células de
Langerhans, células dendriticas} tienen receptor de
baja afinidad Fc¢R2 y esta implicado en 1la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.
Este receptor induce el crecimiento vy la

diferenciacién de células B, actia como cofactor
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para la IL-4 induciendo un cambio en la cadena
pesada para la expresidén de IgE.

La reexposicidn a un antigeno provoca
generalmente la aparicidn de anticuerpos de la clase
IgG, sin embargo la reexposicién a alergenos,
provoca en individuos atépicos reacciones de tipo I.
No activa el complemento, ni atraviesa barrera
placentaria, su concentracidén varia con la edad y es
del orden de 0.0003mg/ml.

En padecimientos atépicos es posible gue la IgE
se metabolice lentamente © gque su produccidén sea
mayor a nivel del oérgano afectado, lo cual explica
el alto nivel en suveroc y otros ligquidos orgdnicos de

pacientes atopicos.

v Regulacién de la sintesis de IgE
Las clonas de células Th; y Th, de la subpoblacidn
CD,+ poseen diferentes propiedades en cuanto a la
produccién de citocinas que les permiten regular la
sintesis de IgE en humanos. Las células Th; producen
TNF-f, IFN-y, e IL-2; las células Th, producen IL-4,
IL~5. Ambas secretan IL~-3, IL-§, IL-10, TNF-a, y GM-
CSF.
En pacientes atépicos se ha demostrado que la
produccién de IL-4 e IL-5 se incrementa en contraste
con la disminucién de IFN-y e IL-2 en ellos, asi

mismo se ha demostrado gque la elevada y constante
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produccién de IgE en pacientes con alerglas esta
regqulada por la IL~4, IL-3 e 1IL-5 con un efecto
antagénico del IFN-y.

v Significado clinico de la Igh

Diversos estudios han demostrado la correlacidbn
entre sueros de individuos con IgE elevada vy
enfermedades atdpicas. La mayor parte de los adultes
y nifios sanos tienen valores de IgE por debajo de
20KU/L, mientras gue los pacientes alérgiceos
presentan generalmente valores muy elevados.

La sensibilidad varia con la edad; ei 22% de los
nifios menores de 5 aflos tienen pruebas cutlneas
positivas a aeroalergenos, el porcenta‘je se
incrementa a un 44% entre las edades de 5-13 afios, y
el punto mas alto de sensibilidad se alcanza a las
edades de entre 20-45 afos’'. En otro estudio se
encontrd que la concentraciéon de IgE en nifios
atépicos es de 45 veces mayor que los no atépicos®s.

La diferencia entre pacientes alérgicos y
normales es marcada en poblaciones donde las
infecciones parasitarias no son endémicas, porque de
lo contrario el uso de esta prueba se veria limitada

para el diagnéstico de enfermedades alérgicas.
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En resumen, la determinacién de IgE es de mucho
valor en el diagnéstico de pacientes con varios

sintomas clinicos de enfermedades atépicas’> %,

VALORES NORMALES DE IgE TOTAL®®

EDAD U1/mL

0 dias 6.22 - 0,33

6 semanas 0.69 - 2.05

6 meses 2.68 -~ 6.60

12 meses 3.49 - 7.29

} _ 2 afios 3.03 -~ 9.46

| 3 afios 1.80 ~ 5.51
| 4 afos §.58 - 24.31
: 7 afios 12.59 - 45.60
10 afos 23.66 —- 116.00

14 afios 20,07 - 62.08
adultos 50.00 - 150.00

Cabe mencionar gue existe una serie de patologias
en las que hay un aumento en la concentracién de IgE
total en suero sin tener ninguna relacién con atopia
o fenémenos alérgicos, tal es el caso de:

¢ Inmunodeficiencias: Sindrome de Wiskott-Aldrich,

sindrome de hiper IgE, sindrome de Di George,

sindrome de Nezelof, etc.
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Neoplasias: Mieloma de IgE, enfermedad de
Hodgkin,
Varios: Fibrosis quistica, dermatitis de

contacto.
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2. ENFERMEDADES ALERGICAS

Actualmente algunas enfermedades alérgicas estan
incluidas en la respuesta de hipersensibilidad tipo
I yv se clasifican clinicamente en funcién del drgano

de choque.

2.1, ATOPIA

Coca y Cooke en 1923 proponen el término de
atopia y asientan que la sensibilizacién no es
.pasivamente transferible ni tampoco andloga a la
anafilaxis en animales de experimentacidn, sino un
estade anormal de hipersensibilidad determinado
genéticamente. También dicen gque tendencia es del
10-15% en la poblaciébn susceptible a las
enfermedades alérgicas®.

Es caracterizada por un incremento en la
produccién de anticuerpos IgE y una alta incidencia
de rinitis, asma, dermatitis atépica, urticaria vy
alergia a los alimentos en comparacidén con la
poblacién normal. Las personas atépicas estan
predispuestas a desarrollar sintomas alérgicos
después de la exposicidn a alergenos
domésticos?® %71 Esta hipersensibilidad implica un

nivel elevado de anticuerpo sensibilizador
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especifico, y persiste a pesar de interrumpir la
exposicién al alergeno, las respuestas de IgE
normales frente a los alerdgenos no duran méas de
algunas semanas.después de desaparecer el estimulo;
En cambio, es caracteristico que la sensibilidad
atépica dure afios®?,

Coca y Cooke observaron una historia familiar de
tales problemas y reacciones cuténeas positivas de
pdpula y eritema frente a alergenos inhalados
comunes. Se ha demostrado que cuando ambos padres
son alérgicos, el 50% de los hijos padecen alergia.
Inclusc con un padfe alérgico, el percentaje es casi
del 30%. Cuando ninguno de los padres es alérgico,
aproximadamente un 16% desarrolla un tipo de

alergia.

2.2. RINITIS ALERGICA

v Definicién
Es una inflamacidén crénica de la mucosa nasal
debida a la exposicién a alergenos del medio
ambiente, la cual puede ser estacicnal o perenne,
caracterizada por rinorrea hialina, obstruccién
nasal, estornudos en salva y prurito nasal®l.
La rinitis alérgica es la mds frecuente y no

tiene relacidn con la edad, sexo o raza. Depende de
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tres factores: predisponente {atopia),

desencadenante (alergeno} y medio ambiente.

v Causa
1.Pbélenes estacionales
2. Hongos
3. Acaros del polvo casero principalmente:

permatophagoides pteronyssinus y Dermatophagoides

farinae.

4, Caspas y saliva de mascotas

v Clasificaciédn
1.Rinitis alérgica estacional

2.Rinitis alérgica perenne

v Epidemiclogia

Es una enfermedad muy comin, pues afecta
aproximadamente al 15% de la poblacién’?, aun asi se
sabe muy poco de su‘epidemiologia, puede deberse al
hecho de gue el diagnéstice se basa en el
reconocimiento de sintomas complejos de severidad
variable. Puede presentarse en cualquier etapa de la
vida, pero tiene una mayor incidencia de los 15-25
aftos de edad.

El cambioc en el comportamiento del paciente, el

diagnédstico y métodos de investigacién pueden
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explicar mucho de la variacidén en la prevalecia de

rinitis en poblaciones y en el tiempo.

v Patogenia

La rinitis alérgica estacional asi como la
perenne, se inicia por wuna sensibilizacidén cuando
alergenos inhalables contactan el epitelio de la
mucosa en la parte anterior de la cavidad nasal,
donde se liberan componentes alergénicos
hidrosolubles dentro de la capa basal del moco. En
respuesta al alergeno, 1las c¢élulas B maduras
producen anticuerpos IgE especificos que se unen a
receptores de mastocitos Y baséfilos. Una
reexposicidn al alexrgeno promueve un
entrecruzamiento entre las IgE adyacentes causando
que los mastocitos y eosinéfilos liberen mediadores
inflamatorios dando lugar a una reaccién alérgica de
fase temprana o inmediata (15min. a 2h. después de
la exposicidn). Los pacientes pueden también
experimentar wuna respuesta de fase tardia o
retrasada (6-8h. después de la exposicién)
caracterizada por un influjo continio de
eosindfilos, basdéfilos, neutréfilos Yy células
mononucleares en tejido nasall? 7%,

La liberacién in sitw de mediadores gquimicos
provoca las manifestaciones fisiopatolégicas:

dilatacién del lecho vwvascular y aumento de la
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permeabilidad capilar con formacidén de edema,
estimulacién de las glandulas mucosas y células
caliciformes que producen rinorrea e infiltracidn de
la submucosa y mucosa con células inmunocompetentes
predominantemente eosindfilos.

Las manifestaciones c¢linicas incluyen prurito
{(sintoma mas caracteristico), obstruccidn nasal
producida por el edema de la mucosa con apariciones
sibitas y remisiones espontédneas recidivantes que
las diferencian de obhstrucciones de origen
anatémico, rincrrea acuosa transparente. Ctras
manifestaciones menos frecuentes son las “ojeras
alérgicas”, que se atribuyen a la estasis venosa
crénica, debido al fluide venose disminuide a lo
large de la mucosa edematosa y el pliegue nasal
transverso resultante del rascado crénico.

En pacientes con rinitis alérgica existe una
e¢levada frecuencia de conjuntivitis, En la
exploracién fisica se observa la mucosa nasal
palida, azulada, hiameda y edematosa.

La rinitis alérgica puede estar asocliada con
otras enfermedades como infeccicnes virales o
bacterianas del tracto respiratorio alto, o]
ancrmalidades estructurales primarias relacionadas a

pélipos nasales.
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v Mecanismo

Los mediadores liberados pueden ser: preformados
o derivados de grédnulos (histamina y triptasa), vy
formados de nove o] derivados de membrana
(leucotrienos; LTB,, y LTC,;, prostaglandinas; PGD,).
Un mediador derivado de 1lipidos es un factor
activante de plaquetas (PAF). Las propiedades
biolégicas de estos mediadores incluyen
vasodilatacién y un incremento en la permeabilidad
vascular, la cual puede causar blogqueo nasal. Un
incremento en la secrecidon glandular da lugar a la
rinorrea. Una estimulacién de nervios aferentes
pueden provocar comezdon nasal y estornudos. Los
nervios aferentes estimulados por mediadores,
principalmente histamina, pueden también promover un
reflejo axén el cual libera neuropéptidos
(sustanciaP, bradicininas) las cuales tienen el
potencial de provocar degranulacién aumentada de

células cebadas'®,
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Durham propone el siguiente mecanismo para la

rinitis alérgica'®:

Sintomas inmediatos
De rinitis:
* Comezdén y estornudos

Descarga nasal acuosa
Congestién pasal

-

Histamina
Céluyla Leucotrienos
cebada Prostaglandinas
Bradicinina, PAF
Alergeno Linf. B
vVCaM~-1
Linf. T
Células Eosinéfilos
cebadas
IL—3
IL~5
GM-CS¥F

Rinitis crénica

¢ Blogueo nasal

* PpPérdida del olfatco

¢ Hiperreactividad nasal
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v Diagnéstico
Para ser considerada como fendmeno clinico
importante deben presentarse dos ¢ mas sintomas por
mas de 1lh en varios dias. Los sintomas incluyen:
descarga nasal, bloguec y estornudos, comezbdn nasal
o ambos. La rinitis alérgica croénica puede dar lugar
a la pérdida del olfato u otras complicaciones,

El estudio completo del paciente incluye:
l1.Historia clinica y exploracién fisica completa.
2.Biometria hemdtica completa, en donde se

encuentra eosinofilia periférica mayor de 300.
3.Estudio coproparasitoscdpico en serie de 3.
4.Citologia de moco nasal, con eosindfilos mayor

de 30%.

5. Pruebas cutdneas
6.Radiografia de senos paranasales

7.Determinacidén de IgE total y/o especifica.

v Diagnéstico diferencial
La rinitis alérgica se debe diferenciar de otras
entidades clinicas como los siguientes tipos de
rinitis; vasomotora o} idicopéatica, infecciosa,
medicamentosa, hormonal, ocupacicnal, asi como:
mastocitosis nasal, alteraciones anatémicas,

poliposis nasal y cuerpos extrafios.
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v Tratamiento

1. Profildctico; son medidas ambientales, las
cuales consisten en evitar los agentes
desencadenantes.

2.Medicamentos; profilicticos como el cromoglicato
de sodio y ketotifeno, ¥ sintomd&ticos como
antihistaminicos, vasoconstrictores orales vy
esteroides tdépicos.

3. Inmunoterapia; estd indicada en pacientes con
pruebas cutaneas positivas y consiste en 1la
administracién a concentraciones crecientes de
alergenos sensibilizantes para mejorar los

sintomas producidos por estos alergenos.

v Pronéstico
La rinitis alérgica es una enfermedad recurrente
y crénica, sus sintomas dependen de la exposicidn al
medico ambiente y la respuesta intrinseca del
huésped, los sintomas fluctian a través de la edad y
se dice gue de 3-10% de los niflos con rinitis
alérgica desarrollaran asma®l. Sin embargo, un

tratamiento integral elimina los sintomas clinicos.
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2.3. ASMA EXTRINSECO

v Definicién

Es una enfermedad de las vias respiratorias
caracterizada por obstruccidn del arbol
traqueobronguial e inflamacién.

Fisiolodgicamente se manifiesta por
estrechamiento generalizado del A&rbol bronquial y
‘clinicamente por episodios paroxisticos de disnea,
tos productiva y sibilancias.

Estos sintomas estan asociados con la atopia a

alergenos comunes del medio ambiente.

v Epidemiologia

Es reconocido como un problema global serio de
enfermedad. E1 asma estd presente en un 2% de la
poblacién general y 2 de cada 3 casos tienen su
inicio en la primera década de la vida.

El 50% de los asmaticos son alérgicos’.

Estudios epidemioclégicos sugieren que el asma
esta bajo diagnosticado, esto puede deberse a la
naturaleza no especifica de sintomas o el hecho de

que los pacientes intentan tolerar estos sintomas.

v Patogenia
Los pacientes presentan con frecuencia una

historia familiar de asma y atopia, tienen un nGmero



incrementade de eosindfiles y mediadores en el
esputo, IgE sérica elevada, 1 sensibilidad
linfocitaria ante la supresidn histaminica.

En la mayor parte de los individuos atépicos, se
presentan alteraciones inmunolégicas, fisiolégicas,
neurcendocrinas que provocan hiperreactividad
bronguial, debido a la respuesta excesiva f-
adrenérgica, colinérgica y e-adrenérgica.

El asma es un desorden inflamatorio de las vias
aéreas caracterizado por infiltracién celular al
tejido, activacidén de células y alteracicnes en la
estructura de vias aéreas.

Los cambios estructurales incluyen:

# Displacia epitelial con aumento de fragilidad
epitelial asociada c<¢on hendimiento de células
epiteliales ciliadas de la capa basal celular.

+ Deposicidén aumentada de coldgeno debajo de la
membrana verdadera.

¢ Promocién de miofibroblastos.

¢+ Hiperplacia del musculo liso.

Estos cambios estructurales que contribuyen a
repuestas bronquiales y obstruccidén crénica de la
corriente de aire, son provocados por exposicidén a
un alergeno al cual el paciente esta sensibilizado.

Aproximadamente 90% de los individuos con asma,
son atépicos; Frecuentemente reaccionan a los acaros

{D., pterconyssinus y D. farinae).
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v Mecanismo
Un mecanismo propuesto para el asma extrinseco

@5 el mismo que se ha propuesto para la rinitis
alérgica, s6lo que en esta enfermedad los mediadores
de la inflamacién generan:

+ Dafio en epitelio.

% Estimulacidén de nervios.

# Hinchazdn.

# Secrecién de moco.

* Contraccidn del misculo liso de vias aéreas.

v Diagnéstico

1.Historia clinica y exploracién fisica completa.

2. Pruebas cuténeas.

3. Determinacién de IgE total y especifica.

4, Bisqueda de eosindfilos en expectoracion.

5. Biometria hemdtica completa.

6. Pruebas de funcionamiento pulmonar.

7. Examen coproparasitoscépico en serie de 3.

8. Estudio radiolédgico de térax A Senos

paranasales.

9. Exudado nasal y/o faringeo.

Los sintomas deben incluir; falta de respiracién
episédicos, silbido de pecho, estornudos que se
empeoran en la noche y en las primeras horas de la

mafiana.
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El paciente puede tener wuna historia de
exacerbaciones recurrentes dque son provocadas por
alergenos, irritantes, ejercicio o agentes

infecciosos.

v Diagnéstico diférencial
Tiene importancia fundamental diferenciar entre
asma y enfermedades respiratorias que cursen con
obstruccién bronquial y que por su naturaleza
etiolébgica, produce obstruccidn de vias

respiratorias y que no debe con broncodilatadores.

v Tratamiento
Las exacerbaciones son tratadas tradicionalmente

con corticoesteroides.

1. Profilactico; son medidas ambientales, las
cuales consisten en evitar los  agentes
desencadenantes.,

2. Medicamentos; profilécticos como el cromoglicato
de sodio y ketotiofeno, y sintomdticos como
antihistaminicos, vasoconstrictores orales Yy
esteroides tépicos.

3, Inmunoterapia; esta indicada en pacientes con
pruebas cutaneas positivas vy consiste en la
administracién a concentraciones crecientes de
alergenos sensibilizantes para mejorar los

sintomas producidos por estos alergenos.
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4. Inhaloterapia.

2.4, DERMATITIS ATOPICA (DA)

v Definicién

Es una dermatosis eccematosa exudativa vy
eritematosa que puede presentarse en individuos con
historia personal o familiar de atopia. Esta
dermatitis es fundamentalmente una enfermedad de la
infancia y la nifiez, su prevalencia e intensidad
disminuyen con la edad. .

La dermatitis se clasifica generailmente como
exdgena, implicando una causa externa (dermatitis de
contacto; alérgica, irritante, o fotosensible) o
enddégena, donde no hay causa externa evidente
(dermatitis; atépica, seborreica, varicosa)?.

A diferencia de la mayoria de las dermatosis, la
DA no tiene una lesidn cuténea fundamental, pero se

identifica por un espectro de rasgo clinico.

v Epidemiologia
Es una enfermedad frecuente en los lactantes y
los nifios. Es considerada como la tercer enfermedad
de la triada de enfermedades atépicas.
A pesar de que la prevalencia de la DA disminuye

con la edad, el impacto sociocecondémico de la
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enfermedad puede sar considerable. Sulzberger
calculd gue este padecimiento es responsable de una
tercera parte de las bajas del servicio militar por
una enfermedad cutdnea®. También estimé que el 10-
15% de las bajas por todas las enfermedades son
causadas por enfermedad cutdnea, y gque la DA era
responsable de hasta el 3-5% de estas bajas. Estas
cifras concuerdan c¢on la incidencia estimada de

enfermedad cutédnea en la poblacidn civil.

v Patogenia

Mientras otras manifestaciones atdpicas como:
asma, rinitis alérgica, cpnjuntivitis alérgica ¥
alergia a alimentos, estari relacionadas a mecanismos
mediados por anticuerpos IgE; en esta enfermedad no
se observa esto, Histoldégicamente en este
padecimiento se presenta microvasicacién en la
epidermis y un infiltrado linfocitico en la dermis,
sin degranulacién de mastocitos o infiltracidén de
eosinéfilos.

Generalmente se& encuentra asociada con asma Yy
rinitis, aunque ocasicnalmente se presenta sola o©
con rinitis alérgica. Los pacientes con DA severa
generalizada tienen niveles de IgE mas elevados que
cualquier paciente con otra enfermedad atdpica.

Cuando hay niveles normales de IgE y pruebas
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cutaneas negativas, los pacientes tienen afecciones
minimas en las partes flexoras3®,

La causa de la DA no esta muy clara aun, pexo
hay evidencia de gque leucocitos mononucleares de
pacientes con este padecimiento muestran un
incremento en la actividad de la monofostato
adencosin fosfodiesterasa, la cual esta ascciada con
niveles elevados de IL-4 y respuesta elevada de IgE.

Los infantes con esta enfermedad tienen lesiones
eritematosas, predominantemente en mejillas,
conforme el bebé crece, los sitios afectados se
extienden a manos, cuello y pies. En el nifioc mayor
las lesiones se observan en las zonas flexoras de
brazos y piernas asi como en la cara. En los adultos
se tiene una distribucién mas generalizada,
cominmente se observa en la parte superior del
tronco, lesiones individuales que son eritematosas,
escoriadas v frecuentemente liquenificadas en
acasiones con infeccidén bacteriana secundaria.

Una proporcidén grande de pacientes con
dermatitis atépica crénica tienen piel huameda, 1la
cual es frecuentemente hipersensible y pruriginosa.

La relacidén entre esta enfermedad y los acaros
del polvo casero es. controversial, aproximadamente
el 75% de los pacientes con DA severa producen
concentraciones muy altas de IgE especifica a &acaros

principalmente D. pteronyssinus vy D. farinae.
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También en estos pacientes se puede producir una

reaccién de hipersensibilidad retardada®’.

v Diagnostico
Debe haber tres o mas caracteristicas bésicas;

# Prurito; morfologia y distribucidén tipicas
(liquenificacién flexural o linearidad en
adultos, afectacién facial y de superficies de
extensién en lactantes y nifios)

s Dermatitis c¢rénica o recurrente.

« Historia personal o familiar de atopia (AE, RA,
DA) .

También debe haber tres o mas caracteristicas
menores:

s Xerosis.

% Ictiosis/hiperlinearidad palmar/queratosis
pilosa

Reactividad inmediata (tipe I) en la prueba
cutdnea.

Blevacién de la IgE sérica.

Aparicién en edad temprana.

Tendencia a las infecciones cuténeas (por

Staphylococcus aureus y herpes simple, wverrugas

vulgares, dermatitis seborreica por Pytirosporum

ovale y tifas), asi como disminucién de la

inmunidad celular.

61



#+ Tendencia a la dermatitis inespecifica de manos

y pies, etc.

Lo mas llamativo es el intenso prurito gue
obliga a rascarse durante el dia y mientras se esta
dormide. La mayor parte de las lesiones cutdneas son
secundarias al rascado y excoriaciédn consiguiente
asi como al roce crénico. Esto da lugar al
engrosamiento epidérmico conocido como
liguenificacidén, que se distribuye tipicamente a 1o
largo de las superficies extensoras durante la
infancia y se convierte en flexural en la nifiez y en

la edad adulta.

v Tratamiento

Generalmente comienza con el control de la piel
himeda, con uso de esteroides tépicos, y utilizar un
emoliente después del bafio es de mucha ayuda.

Los pacientes con este padecimiento deben evitar
materiales que irriten la piel, lo cual incluye
fibras sintéticas y 1lana; se propone algodédn.
También se les recomienda no enfrentarse a cambios
ambientales y de humedad constrastantes, asi como
evitar la exposicidn a alergenos ambientales.

Los corticeoesteroides sistémicos son benéficos
en casos de DA crodnica severa. Muchos dermatdlogos
proponen el uso adicional agentes antibacterianos

topicos.
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Bl uso de antagonistas de los receptores H; de
histamina es frecuente en estos padecimientos. Pero
s6lo son de beneficio para aguellos pacientes que

tienen prurito en las noches.

63






#

3. ALERGENOS

Cualquier antigeno que puede inducir wuna
respuesta inmunitaria es considerado como alergeno
potencial. Hay muchas sustancias guimicas de origen
natural vy sintético gque son alergénicas. Las
sustancias organicas naturales complejas, pueden
originar alergia mediada por anticuerpos, los
compuestos organicos naturales simples y sustancias
inorganicas, ocasionan con mayor frecuencia alergia
mediada por células T®*7?,

Son antigenos solubles que producen  una
respuesta alergénica mediada por anticuerpos
IgE* 5% 7% La mayoria tiene peso molecular de entre
10-70KDa’!.

Los antigenos menores de 10KDa son incapaces de
unir los sitios Fab entre dos moléculas de IgE,
excepto cuando estan polimerizados. Los alergenos
con peso molecular mayor a TJOKDa no penetran
facilmente la mucosa, pere pueden sensibilizar en
concentraciones bajas’®.

La mayoria son proteinas o glucoproteinas
solubles de tipo secuencial o conformacional capaces
de provocar la formacién de anticuerpos IgE
(sensibilizacién}. En ocasiones los polisacaridos o
sustancias de bajo peso molecular como algunos

farmacos, pueden ser alergénicos®® Las personas
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sensibilizadas que méds tarde entran en contacts
subsecuente con los mismos alergenos en niveles
suficientes de exposicidn presentardn signos vy
sintomas producidos por mediadores inflamatorios que
se liberan por interaccién del alergeno con el
anticuerpo IgE fijado a las células de tejidos
sensibilizados® 7%,

En la nomenclatura, los alergenos son designados
por las tres primeras letras del género (en
cursiva), seguidas de un espacio; la primera letra
de la especie {en cursiva) seguida por un espacio, y
un nimero romanorr 3991,

Las fuentes mas complejas de alergenos son
hongos, pélenes, A&caros y polve doméstico. De las
muchas proteinas contenidas en estas fuentes, el 20-
60% son alergénicas?®3,

L.os pacientes sensibilizados no necesariamente
reconocen los mismos alergenos, pero los gque son mas
frecuentemente reconccidos son llamados “alergenos
mayores” mientras que los otros no tan frecuentes
33

son llamados “alergenos menores

Los factores que influencian la alergenicidad

# Habilidad de atravesar mecanismos de defensa
fisica.
% Complejidad molecular

% Concentracidn
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# Solubilidad
* Estabilidad
% Caracteristicas bioguimicas

* Predisposicidén genética del individuo

3.1. CLASIFICACION

De acuerdo a su frecuencia y via de exposicidn
se clasifican en®*7%:

1. INHALABLES o aercalergenos; son todos aquellos
que transportados por el aire {(aneméfilos), se
ponen en contacto con la mucosa nasal y/o
brongquial y conjuntival. ¥ pueden ser de origen:

a} Vegetal: pdlenes, pochote, algoddn.

b) Microbianos: hongos, acaros, bacterias.
c) Animal: pelos, caspas, plumas, epitelios.
d) Diversos: polvo casero, fibras.

2. INGERIBLES; alimentos y medicamentos.

3. INYECTABLES; insectos y medicamentos.

4. CONTACTANTES; cosméticos, medicamentos V%

metales.

3.1.1. ACAROS
Existen mas de 50,000 especies de acaros’®, de

las cuales sdélo algunas parecen estar relacionadas
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con la alergia. El género Dermatophagoides pertenece

a la familia Pyroglyphide, 1la cual incluye 47

especies y 17 géneros, las especies mAs conocidas

son: Dermatophagoides pteronyssinus,

Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides
28,33,41,53,76

microcerans, y Buroglyphus mayney

Los Acaros son microorganismos translidcidos gque
miden de 250-300um de largo, tienen 8 patas peludas,
ne tienen ojos, no tienen antenas, tienen una boca
en la parte frontal del <cuerpo, las hembras
fertilizadas ponen dos huevos por dia, y esto lo
hacen hasta que mueren (dias a meses). Su ciclo de
vida de 2-3% meses. Su principal fuente alimenticia
son escamas de piel, ya sea humanas o de animales.
Pero también necesita de otros nutrientes, los
cuales le son provistos por: bacterias, conidios y
esporas de hongos, restos de cereales, alimento para
animales, pescado, etc. Su temperatura de desarrollo
es de 25°C, con humedad relativa del 75%. El factor
mas importante para que un Acaro socbreviva y se
desarrolle es la cantidad de agua disponible®®*i,

Puesto que se desarrollan mejor a una humedad
relativa del 75% vy en temperaturas célidas, se
encuentran en grandes cantidades a finales de
verano?8 .57 msto puede originar una cierta
superposicidén de la alergia a los acaros. Un estudio

realizado en Holanda, donde todos los casos de
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alergia al polveo doméstico se deben a los Aacaros,
sugiere que la severidad de ésta se asocia a la
estacién en la que el numero de acaros es maximo®?,
En 1928 Dekker comunicé algunas observaciones
gque llevaron a la conclusidén de que los A&caros
presentes en la ropa de cama eran la causa principal
del asma en Alemania®®., Esto fue olvidado hasta que
en 1960, Voorhorst dejd establecido que estos
microorganismos son frecuentemente responsables de
la rinitis y asma alérgica. -
Los A&caros mas importantes desde un punto de
visté alergénico pertenecen al género

Dermatophagoides, y las especies mé&s conocidas son:

Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides

farinae que se encuentran en las habitaciones en la
mayor parte del mundo, especialmente en pijamas,

tapiceria, sdbanas, alfombras y mufiecos de peluche;

D. Microceras vy E. maynei también se pueden
encontrar eh las casas, pero parecen tener una menor
importancia en la alergiag?8:3%.8%.73,

Muchos alergenos de acaros son enzimas
proteoliticas secretadas en las heces de éstos, la
estructura de las particulas fecales de los Aacaros
esta cubierta por una membrana externa, la cual las
mantiene intactas. Cada acaro excreta
aproximadamente 20 particulas por dia y miden entre

10-35um de diametro?®33.6%.73

69



Chapman y cols. en 1980 purificaron 1%
caracterizaron los principales alergenos,
denominados como Pl (Der p 1} de 24KDa, AgX (Der p
11), Ag23 para D, pterconyssinus y Fl1 (Der £ 1) para

D. farinae. Se ha demostrado gue al menos uno de los

cuatro alergenos principales de D. farinae, comparte

determinantes antigénicos con D. pteronyssinus?’ 33:%°,

Se han descrito 7 grupos de alergenos de acaros,
4 de estos tienen actividad enzimatica®®®/®l:

El grupo I: Der pl y Der fI son cistein
proteasas, son glucoproteinas solubles de 24KDa las

73.21,8%  gon estables a pH

cuales son léabiles al calor
4-10 y son resitentes a la tripsina. Se encuentran
en la materia fecal y se relaciona con el intestino
del a&caro, cada particula fecal contiene 100pg de
antigeno (Tovey y col. 1981)7*®°. Al menos 6 sitios
antigénicos se han descrito para Der pl vy Der [fI,
uno de los cuales muestra reactividad cruzada®.

El grupo II1: per pll y Der fII son probablemente

! facilmente solubles de 14KDa y son mas

lisozimas®
resistentes a la temperatura y el pH que los del
grupo I, toleran pH de 2-12. Los antigenos de este
grupo tienen una homologia mayor al 920% y tienen
reactividad cruzada muy fuerte entre si. No parece
estar relacionado al intestino de los acaros’® 889,

El grupo IlII: Der pIll y Der fIII son tripsinas

de 28-30KDa, son antigénicamente menores, pues sdlo
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un 16% de los pacientes alérgicos a é&caros tiene
respuesta a este grupo {73,81).

£l grupo IV: son amilasas de 6(0KDa.

El grupo V: son proteinas de 14KDa.

El grupo VI: son gquimiotripsinas de 25KDa.

El grupo VII: son proteinas de 22-28KDa.

3.1.2. POLVO DOMESTICO

El polvo doméstico es la causa de rinitis y asma
alérgicos en la mayoria de los pacientes alérgicos®.
A principics de los afios 207, Cooke, Kern, Storm Van
Leeuwen y otros investigadores introdujeron el
concepto de alergia al polvoe doméstice y constituye
un cuadro patoldgico diferenciado originado por
alergenos unicos?. No se ha identificado ningun
alergeno especifico para el polvo doméstico, pues es
una mezcla de alergenos de diversas procedencias,
generalmente contiene: fibras de tapiceria y ropa,
particulas de arena, escamas humanas, restos de
comida, restos de insectos, 4&caros, caspas y pelos
de animales domésticos, bacterias y hongos®, y por
consiguiente, la reactividad de cada lote depende de
la mezcla de alergencs presente en la fuente
empleada. La reactividad cutanea de los extractos de
polvo doméstico puede deberse al contenido

alergénico o puede ser Una reactividad inespecifica
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a causa del contenido de endotoxinas, pues potencian
la liberacién de histamina poxr leucocitos
periféricos de individuos alérgicos, entonces, es
posible que la endotoxina pueda potenciar las
reacciones cutdneas®.

La inoculacién de extractos de polvo doméstico,
tal como se elaboran actualmente, puede no estar
exenta de algun riesgo, va gque no se dispone de
informacién sobre el contenido de detergentes,
pesticidas y otros; tales como los de origen humano,
que se pueden encontrar en el material a partir del

cual se obtiene el extracto.

3.2. EXTRACTOS ALERGENICOS

Los extractos alergénicos son mezclas
heterogéneas en gue los alergenos constituyen una
pequefia porcidén, el resto se compone de diversas
proteinas, incluyendo enzimas, otras sustancias
nitrogenadas como aminas, glucoproteinas,
carbohidratos y otras sustanclas (pigmenteos). Las
sustancias alergenicamente activas solo proteinas o
proteinas con componentes de carbohidratos, y por lo
comin sus pesos moleculares varian de 5,000 a 60,000
daltons, algunas son mAs inmunogénicas que otras. De

los procesos de extraccién depende la constitucién
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del extracto final®, Los extractos alergénicos se
extraen rapidamente de sus fuentes naturales en
general en pocos minutos, pero raras ocasiones en
mas de algunas horas, si bien los tiempos de
extraccién por encima de las l4h. pueden aumentar la
concentracién de alergenos y alterar la relacidn
entre la concentracién de los distintos alergenos®®.

Los extractos alergénicos son inmunoestimulantes
parenterales selectivos gue reducen 1los sintomas
alérgicos, son soluciones acuosas o glicerinadas
preparados a partir de una amplia variedad de
materia prima con actividad alergénica?®’, e inducen
la produccidén de anticuerpos IgE. Estos anticuerpos
son homocitotrépicos y con frecuencia se encuentran
en bajas concentraciones en el suero de los
individuos alérgicos (ng-pg/ml). Los estudios de
estos suercs han ayudado a definir la naturaleza de
los alergenos y han desemperfiade un papel de dgran
importancia en la estandarizacién. En 1213, Dumbar
demostrd que la inoculacidn de extractos alergénicos
de polen podia reproducir sintomas de alergia y que
la proteina es el componente activo®®, Posteriormente
se han utilizado extractos para el diagnédstico
mediante pruebas im vive o In vitro para la
inmunoterapia, éstos deben ser antigénicos e
innocuos en los pacientes sensibilizados®®.

El método mas directo para detectar la presencia

de alergenos en la mezcla de proteinas presente en
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un extracto es una exposicidén in vive de personas
alérgicas mediante pruebas cuténeas o la liberaciédn
de histamina por los leucocitos de individucs
alérgicos, sin embargo, actualmente se dispone de
métodos de laboratorio excelentes que han producido
rédpidos avances en el reconocimiento de los
alergenos y su diferenciacidén de los antigenos en
general. Los mAs utilizados son el RAST, una
combinacion de IEF, e inhibicidén del RAST, CRIE, y
varios métodos de inmunodeteccién. La deteccidn de
alergenos en mezclas de proteinas complejas, como
los extractos, sin necesidad de aislamiento real
hace posible la comparacidén y estandarizacién de
extractos. También abre la posibilidad de reducir la
concentracién de moléculas no alergénicas en los
extractos por fraccionamiento, por ejemplo,
basidndose en el peso molecular, ya que este tiende a
estar dentro de margenes restringidos. Si bien este
procedimiento no proporciona necesariamente una
mezcla pura de alexgenos, perc enriquece el
contenido alergénico de los extractos.

l.os extractos alergénicos estandarizados son
generalmente mas caros, pero mas efectivos y mas
consistentes en potencia. DPespués de la extraccién,
la actividad alergénica de los-extractos baja con el
tiempco, muchos  alergenos son labiles o son
degradados por enzimas. Los factores que determinan

la pérdida de actividad durante el almacenamiento
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son: temperatura, dilucidn y mezcla con otros
extractos alergénicos!® 5769,
Para evitar gque la potencia de los extractos
baje, se adicionan:
» Conservadores: Inhiben el creci@iento bacteriano
y faingico en los extractos alergénicos, los més
utilizados son; fenol al 0.4%, timerosal vy
glicerina.
#+ Adyuvantes: El1 hidréxido de aluminio vy 1la
emulsién agua-aceite se han utilizado con éxito.
= Estabilizadores: La estabilidad de un extracto
alergénico es c¢rucial para el diagnéstico ¥y
tratamiento de las alergias. Los extractos
alergénicos son muy sensibles y pueden perder su
potencia (actividad bigldgica), por diversos
factores COomo; pPH, temperatura, presién,
agitacién, dilucidén, mezcla, conservadores. Los
estabilizadores utilizados son: glicerina al 50%
y albumina sérica humana al 0.03%%320:57 13
liofilizacidédn incrementa también la estabilidad.
* La albumina sérica humana disminuye la
desnaturalizacién de la superficie y 1la
absorcidn al vidrio del vial, la
liofilizacién es preferible para la mayoria
de los extractos, pero algunos, por

ejemplo, 1los é&caros y el polvo casero,
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pierden mucho de su actividad bioldgica en

el proceso!® %,

x La glicerina al 350% es un inhibidor
enzimidtico por lo que inhibe las proteasas
contenidas en los extractos alergénicos y

bajan la potencia de las mismas?®>7%,

3.2.1. MATERIALES DE ORIGEN

El material de origen de cualquier extracto
alergénico desempefia un papel crucial en la
determinacidn de la calidad o) alergenicidad
potencial del producto final. Sin realizar
investigaciones iniciales de los materiales de
origen para optimizar el potencial de produccién de
un extracto con una dotaciodon completa de alergenos,
no cabe  esperar gque  éstos sean constantes,
apropiados o potentes para su utilizacién en

diagnéstico e inmunoterapia.

3.2.2. EXTRACTOS ALERGENICOS DE ACAROS

Los extractos obtenidos de las dos especies
muestran una gran reactividad cruzada, pero no son
idénticos desde el punto de vista alergénico; por

ello, son necesarios extractos de ambas especies.
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Para obtener cantidades suficientes de acaros
para la preparacidén de extractos alergénicos es
necesario que los éstos sean cultivados; se pueden
utilizar dos sistemas bésicos; un método supone
dejar que los &acaros se desarrollen hasta que el
medio de cultivo contenga unos cuantos de éstos
vivos, y la posterior extracciédn del cultivo entero,
que esta formado por componentes del medio,
materiales fecales, componentes de algunos acaros
vivos y componentes de los axmazones descompuestos
de éstos; el otro método implica cultivar los acaros
y retirarlos del medio, de modo que el material de
extraccién esta formado principalmente por acaros
enteros e incluye algunas particulas fecales®?. Los
datos sobre comparaciones de estos dos tipos de
extractos son insuficientes, aunque en un estudio se
demostrd que los extractos de medio entero producen
un patréon de IEF sin bandas bien definidas, mientras
gue un extracto de acaros enteros tenia muchas
pandas definidas bien localizadas. El mismo estudio
sugirié, utilizandoe RAST, que el extracto de medio
tenia una potencia mucho menor que el extracto de
cuerpos de 4acaros. Dade que cada especie tiene
importantes alergenos, los extractos derivados de
las heces y los cuerpos deben contener todos 1los
componentes due se pueden unir a IgE especifica

procedente de individucs alérgicos a los acaros.
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3.2.3. EXTRACTOS ALERGENICOS DE REFERENCIA

La estandarizacién de extractos alergénicos
depende en gran medida de la disponibilidad de un
extracto de referencia bien definido y de potencia
conocida para cada extracto alergénico que se desea
estandarizar. Para que un extracto sea aprobado como
estéandar de referencia, debe someterse a rigurosos
analisis cualitativos y cuantitativos, es decir,
debe asegurarse de que contiene un complemento total
de alergenos a los que un paciente alérgico estaria
expuesto, también pueden realizarse extensas pruebas
cutaneas y titulaciones intradérmicas. También
cuando se requiere de alergenos individuales como
estandares de potencia requiere de una considerable
comprensién de la estabilidad de ese alergeno
especifico y de su indice respecto a otros presentes
en el extracto alergénico del que proviene®®>?,

Debido a que la estandarizacidn establece una
potengia relativa, son necesarios extractos de
referencia. La IUIS ha creado un Comité en
Estandarizacién de Extractos Alergénicos dque ha
establecido requisitos especificos para los
extractos de referencia. Cuando se completan todos
los estudiecs, los extractos sSe proponen Ccomo
referencias internacionales 1% finalmente son
aceptados por la Organizacién Mundial de 1la

Salud®¥ %9,
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internacionales pueden sex

Los estindares
utilizados como calibradores para determinaciones de

actividad alergénica total o para determinaciocnes de

componentes alergénicos individuales®®.
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4. ESTANDARIZACION DE EXTRACTOS ALERGENICOS

En la actualidad no se ha establecido el
potencial de los extractos alergénicos utilizados en
el diagndéstico de enfermedades alérgicas, por lo que
ha surgido la necesidad de su determinacidn desde la
aparicién de la alergologia como especialidad
médica.

La estandarizacién es cada vez mas importante,
pues intenta garantizar una homogeneidad entre lotes
y una potencia relativa de los extractos alergénicos
logrando asi disminuir xriesgos en la actividad
clinica, ésto se realiza aplicando métodos uniformes
para comparar los productos con un extracto de
referencia, permitiendo asi asignar un valor de
potencia relativa a cada lote de extracto?™ 185383 14
potencia relativa indica la cantidad de actividad
alergénica o la concentracion de uno o mas
alergenos, sin embargo, la potencia no implica una
eficacia diagnéstica o terapéutica’. En un esfuerzo
por expresar la potencia de los extractos se han
utilizado diversas unidades:

% Unidad Noon (polen); Es la cantidad de alergeno
extraido de 1mg de polen, establecido por

definicién. Su uso es obsoleto.
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Unidad alergeno (AU); Es la cantidad de alergeno
extraldo de 1lug de alergeno, establecido por
definicidén. Se utiliza en USA,

Peso / volumen; Es el peso en gramos por volumen
en mililitros, establecido por medicién fisica.
Se utiliza en todo el mundo.

Unidad de nitrdgenc proteico (UNP); Es el
contenido de proteina: 1UNP= 0.0lpg de nitrdgeno
proteico, y se establece por micro-Kjeldahl. Se
utiliza en todo el mundo.

Antigeno E (AgE); Una unidad AgE = 1lug, se
establece por inmunodifusioéon radiada. Se usa en
USA.

Unidades de alergia a gatos/ml (AU/ml); AU
arbitraria/Cat 1 (Fel d I), se establece por
inmunodifusién radiada. Se usa en USA.

Unidades de alergia/ml (AU/ml); Es 1la Dg,
promedio, de prueba IDs;EAL, se establece por
ID5EAL e inhibicién de RAST. Se usa en USA.
Unidades bioldgicas/ml {BU) ; Son  pruebas
cuténeas relativas a histamina: 1HEP=1,000BU, se
establece por equivalente de histamina por
pinchazo. Se usa en paises nérdicos y otras
partes de Europa.

Unidades internacionales (UI); Son unidades

arbitrarias, se establecen por analisis in vitro
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@3

respecto a los estdndares internacionales de la
OMS. Se usa en todo el mundo.
Para asignar unidades a los extractos de prueba

necesario asignar unidades al extracto de

referencia. Las unidades se pueden asignar a la

referencia baséndose en diversos métodos’?:

1.Asignacién de unidades arbitrarias. Es el

método aplicado para 1las preparaciones de
referencia internacionales bajo los auspicios
de la IUIS, en el que a todas las referencias
se les asignan 104,000 unidades
internacionales (UI). Esta unidad no refleja

la actividad in vivo de las referencias.

2.Asignacién de unidades basadas en ensayos de

un uUnice antigeno. Las limitaciones de este
método son: a)un sole antigeno puede no
reflejar la actividad de todos los alergenos
presentes en los extractos: b)hay
relativamente pocos alergenos como éstos que
se puedan analizar, y c)las unidades que
reflejan el contenido de cada alergeno o del
extracto {(por RAST}) pueden no ser directamente
comparables en términos de actividad

alergénica in vivo.

3.La asignacién de unidades se puede basar en

técnicas in vwvivo (pruebas cutdneas). Este
método se basa en la presuncidén de que se

puede asignar una unidad comidn a todos los
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extractos atendiéndose a una propiedad in vive
comin de todos los extractos (provocacion de
respuestas cutdneas alérgicas). Asi
prescindiendo de su origen, los extractos
administrados a unidades iguales basadas en el
ensaye JIn vive a pacientes <clinicamente
similares de igual sensibilidad cuténea a sus
respectivos extractos deben dar respuestas
clinicas equivalentes. Este método ofrece la
posibilidad de desarrollar pautas genéricas de
dosificacidén para una variedad de extractos a
los cuales se pueden asignar unidades
bioequivalentes, donde las unidades
administradas serdn predictivas de los efectos
adversos y beneficiosos cualquiera que sea la
fuente alergénica de éste.

Se han propuesto diversos métodos para asignar
unidades basados en la realizacién de pruebas
cutdneas. Uno se basa en la linea dosis-
respuesta de eritema en la inoculacién
intradérmica del extracto y se denomina método
IDg EAL, que significa gue la dilucidn
intradérmica para un total de 50mm de eritema
determina la unidad de alergia (UA). Los otros
métodos se fundamentan en la respuesta
papulosa en la prueba por puncién del extracto
en que la unidad asignada se basa en el tamafio

de la pépula inducida por alergeno en relacidn
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con la péapula inducida por la histamina HCI

(HEP), o bien en el tamafio absoluto de la
papula.

En la actualidad no es factible identificar vy

cuantificar cada componente alergénico de extractos,

pero si realizaxr un analisis comparative por

procedimientos in vivo e in vitro.

4.1. ESTANDARIZACION IN VITRO

En afios recientes ha crecido el interés por
saber la composicién de los extractos alergénicos
utilizados para diagnéstico e inmunoterapia de las
enfermedades alérgicas®.

Se acepta generalmente due los mejores extractos
deben contener tantas proteinas que se unan a la IgE
como sea posible a partir de una fuente dada, y gque
estas deben encontrarse en su forma nativa. Para
valorar y seleccionar preparados de referencia ¥y
comparar las referencias con cada lote de extractos
deben emplearse métodos cualitativos y

cuantitativos.
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4.1.1. METODOS CUALITATIVOS

Los métodos <cualitatives para analisis de
extractos alergénicos consisten en la separacidén e
identificacién de las diversas proteinas, también
incluyen la diferenciacidén de proteinas alergénicas
(capturadas por IgE) de aquellas gue podrian ser

extrafias.

v Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE)

Es un métodec de separacidn de proteinas por el
que se induce la migracidén de éstas en un gel que
contiene dodecilsulfato de sodio (SDS) en cantidades
gque varian respecto a los pesos moleculares
individuales de cada proteina, lo que da un patrdn
de bandas después de.teﬁirf y al incluir en el mismo
gel proteinas marcadoras de referencia de pesos
moleculares conocidos, se pueden calcular los pesos

moleculares de diversos extractos proteicos?® 3,

v Inmunoelectroforesis cruzada (CIE)

Es otro método de separacidn electroforética de
proteinas que incluye electroforesis de proteinas en
una capa delgada de gel en un extracto alergénico en
una direccién, g seguido por una segunda
electroforesis a 90° respecto a la primera en un gel

diferente que contiene antisuerc animal precipitado
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especifico para el alergeno que se analiza. Una ve:z
tefiidos los patrones de formacidén de bandas pueden
compararse con los producidos de otros extractos del
mismo alergeno o <c¢on datos obtenidos en otros
analisis. La CIE reqguiere la produccidn de suero
animal contra el extracto especifico. Si el animal
inmunizado no responde a uno © Was componenties de
alergeno, no se observan y por tante pareciera que

no existen® 3,

v Radioinmuncelectroforesis cruzada (CRIE)

Es la realizacidén de CIE modificada por
exposicidn del gel dque contiene los arcos de
precipitina no tefiida a anticuerpos IgE que sélo se
unen a las proteinas alergénicas; después de lavar
los anticuerpos IgE no unidos, se aplica IgE anti-
humana y se produce un patrdn por autorradiografia.
Las bandas visibles por este método representan las
proteinas en el extracto que reaccionaron con los
anticuerpos contenidos en el suero humano

acumulado?l-48:53,85

v Enfoque isoeléctrico (IEF)
Es otra técnica de electrcforesis que se realiza
en una delgada capa de gel y separa los extractos
con hase al punte isoeléctrico de las proteinas

individuales. Al igual que SDS-PAGE, IEF constituye
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todas las proteinas en un extracto Gisible,
incluyendo 1las alergénicas y las que no 1lo son.
Muchecs poélenes son indistinguibles por examen
microscopico, pero cada extracto de polen puede
producir un patrén especifico de formacién de bandas
de proteinas. Estos patrones son nuy Gtiles para
establecer o verificar la identidad del polen

utilizado para preparar extracto alergénico®® 382,

4.1.2. METODOS CUANTITATIVOS

Los métodos cuantitativos comprenden
determinacidén de las proteinas totales, andlisis de
antigenos individuales, liberacién de histamina por
leucocitos periféricos de individuos alérgicos e

inhibicién del RAST, entre otros?® %3,

v Peso por wvolumen

El primer intento de expresar la potencia de un
extracto alergénico fue el uso de cocientes peso por
volumen, un método gque atn es comun en la
actualidad. Las unidades peso por volumen son la
simple expresidén de un indice de peso de alergeno
seco que se encuentra en un volumen dado de
solucidn. La expresidn peso/volumen nc se debe

confundir con “peso a volumen” que se utiliza en
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guimica como en el peso en gramos de un soluto en un
volumen de solucién en litrosi® 3385,

El peso por volumen indica el cociente inicial
de extracciodn, y tal vez no exprese con precisidn la
potencia bioldégica del extracto terminado; no
obstante, la relacidn peso/volumen se extiende con
claridad y proporciona informacidén 0til para
calcular las dosis de extractos de alergeno

estandarizados que deben administrarse.

v Analisis enzimatico

Muchos extractos alergénicos contienen enzimas,
por ejemplo: los venenos de Hymenoptera contienen
enzimas que son alergénicas; fosfolipasa—-A
hialuronidasa . en venenos de abeja y avispas,
fosfatasa acida en veneno de abeja. En estos casos,
la medicién de las actividades enziméticas sirve
para definir y estandarizar extractos alergénicos de
veneno de Hymenoptera. El1 empleo de contenido
enzimitico como estidndar de potencia de extractos
alergénicos que no sean de Hymenoptera tiene serias

limitaciones®! ®3,

v Inmunodifusién radiada (RID)
El anélisis de un solo alergeno principal en un
extracto puede proporcionar un esténdar preciso de

la potencia. La medicidén de antigeno requiere de la
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produccién de un antisuero especifico al gue pueda
incorporarse el alergeno individual en el gel para
emplear un andlisis RID sencillo., Después que las
cisternas se «colocan en el gel impregnade con
antisuero, se les aplica el extracto a estudiar.
Durante la difusién se formard y tornard visible un
anillo de precipitina. El diadmetro de dicho anillo
es directamente proporcional al contenido de
antigeno del extracto alergénico. Se pueden realizar
analisis de alergenos individuales mayores por
pruebas alternativas con anticuerpos monoclonales, vy

tal vez en el futuro ofrezcan ventajas sobre RID?%%,

v Contenido de proteinas

El contenido total de proteinas de un extracto
es Ilmportante en la evaluacidén de la fuente de
materiales, ademas que garantiza la igualdad entre
lotes en lo qgue se refiere al procedimiento de
extraccién. Permite también comparar los diversos
procedimientos en gel, pues la calidad del patrdn
depende de la carga total de proteinas. Existen
diversos analisis de proteinas, peroc la mayoria
tiene limitaciones para el empleoc de extractos
alergénicos debido a la complejidad de la mezcla de
alergenos y a la presencia de estabilizadores y
conservadores. El contenido proteico de un extracto

se expresa en unidades de nitrégeno proteinico (UNP)
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y se establece por el método micro-Kjeldahl, este
método fue propuesto por Cooke y Stull en 1933%%°%%,
Se ha demostrado que UNP no es una medida confiable
de potencia y no hay correlacién entre la actividad
biolégica en pruebas cuténeas de un extracto con su
contenido de nitrégeno proteico'®, ya que la mayor
parte de proteinas de extractos alergénicos no son
alergénicas; entonces, el contenido de PNU como
aparece en las etiquetas de extractos alergénicos
comerciales no puede convertirse a cifras de peso
por volumen pues no tienen relacidén directa. Al
parecer el mejor método es por analizador de
aminoécidos, aunque el andlisis de proteinas por el
procedimiento de ninhidrina es méds préactico y da

resultados similares?® 8,

v Liberacidén de histamina leucocitica
La 1liberacién de histamina por leucocitos
periféricos de sangre de pacientes con alergia es un
procedimiento de andlisis in vitro dque @ se
correlaciona con los resultados de las pruebas
cutdneas, pero no tiene uso comun para andlisis de
extractos alergénicos porque requiere continuo

aporte de células frescas.
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v Inhibicidn RAST

Este método fue propuesto por Gleich y col. en
1974 vy se ha empleado bastante como prueba
diagnéstica e in vitro para cuantificar anticuerpos
IgE-alergeno especificos en el suero de pacientes
alérgicos. Este sistema permite comparar
directamente la actividad alergénica de dos © mas
extractos en paralelo, y puede producir resultados
cuantitativos precisos. Se realiza por unién
covalente de un extracto alergénico de alta calidad
y bien definide a un sostén sb6lido de Matrex,
Sepharosa, celulosa microcristalina, o discos de
papel. Las diluciones seriadas triplicadas del
extracto que se desea examinar se combinan con suero
almacenado de paciente que contiene anticuerpos IgE
especificos para ese alergeno, esta mezcla
extracto/anticuerpo -se expone al alergeno del
sustrateo sélido, lo gue permite gque la IgE
especifica residual (la que no se ha en;azado con el
alergeno en el extracto) se una al alergeﬁo de dicho
sustrato; el soporte sélido se lava para retirar
anticuerpos nco ligados, se expone a anti-IgE
radiomarcada, se 1lava otra vez para retirar el
exceso de esta y se procesa en un contador gamma.

Conforme la cantidad de alergeno soluble
disminuye con soluciones més leves, el numero de

anticuerpos que se une al soporte sélido aumenta.
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Las diluciones triplicadas {por lo general 10} del
extracto de prueba se procesan en paralelo con las
del estandar de referencia, y se obtiene una
representacién gréafica de curvas de inhibicién al
analizar los datos y emplear un procedimiento
estadistico adecuado®¥®®,

Para la obtencién de datos estadisticamente
significativos, se procesan al mismo tiempo las
diluciones seriadas triplicadas del extracto de
prueba y el estandar de referencia. Los resultados
se expresan como potencia relativa del extracto de
prueba en comparacién con el esténdar de referencia.
La FDA/CBER establecié los siguientes limites para
asignacién de unidades a extractos de acaros
analizados por inhibicién de RAST (al estandar de
scaros se les asigné un valor de potencia relativa
de 1.0)*7%;

Limites para asignacién de unidades alergénicas®®

Inhibicién de Unidades
RAST
Potencia relativa |Alergia/ml (AU)
0.05 a 0.19 1,000
0.20 a 0.46 3,000
0.47 a 2.12 10,000
2.13 a 6.36 30,000

Fste es un analisis de linea paralela y supone
gque cuando las unidades alergénicas (AU} del

extracto de prueba y de referencia se ajustan al
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mismo valor, el extracto de prueba puede provocar la
misma respuesta alergénica o inmundégena gque el de
referencia. Las unidades antes sefialadas no tienen
la precisién de dosis de farmaco usuales, ya que el
extracto de prueba nco se considera estadisticamente
diferente del estandar de referencia y varia entre
el 47-213% respecto a éste. Este método puede
permitir una diferencia de hasta 4.5 veces entre
lotes diferentes del mismo extracto; aunque esto
pareciera impreciso representa una gran mejoria
sobre la wvariabilidad de 100-1,000 veces encontrada
en el pasado entre extractos no estandarizados
disponibles en el comercio®®.

Para un analisis de inhibicién de RAST es
fundamental contar con lo siguiente:

1) Un alergeno en fase sélida de alta calidad en
el que esten presentes todos los componentes
alergénicos, y estén representados en la misma
relacién que en estado natural.

2) Suero acumulado de individuos alérgicos al
alergenc gue se analizara

3) Anti- IgE radiomarcada

4)YUn estadndar de referencia bien definido para
cada alergeno que se desee analizar.

Se han empleado métodes diferentes a 1las
inhibiciones por inmunoanalisis para producir
resultados similares a los logrados con inhibicidn
de RAST.



4.72. ESTANDARIZACION IN VIVO

|

Diferentes extractos aun cuando esten
estandarizados in vitre, la actividad biologica de
éstos wvaria, para asegurar una potencia similar
logrando asi incrementar la conveniencia y seguridad
en la practica c¢linica, los extractos alergénicos
deben estar estandarizados biolégicamente por medio
de pruebas cutaneas en grupos de pacientes alérgicos
a los alergenos a estandarizar®.
La estandarizacién in viveo proporciona un modelo
¢linico para:
1) Comparar cuantitativamente los extractos
utilizados para diagnéstico e inmunoterapia.

2yValorar los extractos cuando no se han
desarrollade o no se dispone de pruebas in
vitro.

3} Valorar la exactitud de los ensayos in Vitro
utilizados para predecir las propiedades in
vivo de los extractos.

Dado que los ensayos in vive dependen de la
disponibilidad de pacientes con sensibilizacién
adecuada, pueden ser utilizados por cualquier médico
para comparar extractos en grupos de pacientes
localmente relevantes.

Las pruebas cuténeas son el método in wivo mas

utilizado para 1la estandarizacién de extractos
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alergénicos. Se han impugnado precisién y exactitud
de éstas, pero se han creado métodos apropiados para
controlar las variables. BEstos métodos incluyen
examen de la capacidad de los técnicos que aplican
las pruebas, métodos estandarizados para medicién y
registro de resultados y andlisis estadisticos de
los datos obtenidos. Los métodos de pruebas cutaneas
empleados para estandarizacién difieren en gran
parte de procedimientos que se emplean en la
practica clinica para el diagnéstico de alergias,
pero sin duda los clinicos pueden realizar las
pruebas cutdneas con estos métodos y controles. Las
pruebas cuténeas precisas y exactas permiten 1la
comparacién cualitativa y cuantitativa de extractos
alergénicos, hacen posible valorar la viabilidad de

pruebas in vitro para la estandarizacidn.

4.2.1. POTENCIA RELATIVA

La potencia relativa determina las dosis
bicequivalentes de extractos en estudio, lo que se
va a valorar con dos extractos diferentes para
comparar su seguridad y eficacia®.

La identificacién de la potencia relativa por
cualguier método reguiere multiples comparaciones
simultaneas paralelas de dos o més extractos o dosis

miltiples. Este método identifica la potencia de un
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extracto alergénico por comparacién de la potencia
del extracto de prueba contra un estéandar de
referencia, en donde esta relacidn se emplea para
asignar unidades al extracto de prueba. En la mayor
parte de métodos in vive e in vitro, la potencia
relativa es una valoracién de la actividad funcional
del extracto de prueba.

3i el cociente entre las dosis de prueba y de
referencia que producen respuestas idénticas es
constante, es decir, es independiente de la
respuesta alérgica, 1las lineas dosis-repuesta son
paralelas. La Gnica diferencia en el comportamiento
funcional de los dos extractos es la diferencia de
la dilucién {dosis) riecesaria para inducir
respuestas idénticas. Se puede hacer que estos dos
extractos actien de idgual forma diluyendo’ el
extracto méAs potente en la misma medida que la
diferencia en las diluciones entre las dos lineas
paralelas. El cociente constante de las dosis de
prueba y de referencia necesarias para producir
respuestas alérgicas idénticas es, por tanto, un
numero menor gue la unidad que define el factor de
dilucidén requeride para  igualar la actividad
alergénica de dos extractos. Si el cociente de las
dosis necesarias para inducir respuestas idénticas
no es constante, es decir, las lineas no son
paralelas y por lo tanto, la potencia relativa no es

constante para todas las respuestas alérgicas,
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entonces, los extractos no pueden producir
respuestas idénticas en todas las respuestas
alérgicas utilizando un simple factor de dilucidn vy,
por tanto, no se pueden estandarizar.

El modelc de lineas paralelas también es
aplicable a los ensayos iIin vitro de potencia
relativa, por ejemplo, la inhibicién del RAST®®. Asi
se puede comparar la potencia relativa determinada
por ensayos in vivo e in vitro utilizando los mismoc$s
extractos, pacientes y andlisis estadisticos, de
modo que se pueden valorar los errores relativos
derivados de la variabilidad ip vive respecto a la

observada in vitro.

4.2.2. DOSIS BIOEQUIVALENTES

Para determinar las dosis biocequivalentes; si la
potencia relativa es 1, el cociente de las dosis del
extracto de prueba y de referencia para obtener
respuestas idénticas es 1, o el concentrado de
extracto de prueba tiene el 100% de la potencia del
concentrado de referencia. En este caso los
concentrados de prueba y de referencia se pueden
administrar a dosis iguales (diluciones) con
respuestas alérgicas idénticas {dosis

pioeguivalentes)>’.
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Los médicos deben ser capaces de especificar las
dosis de extracto gue administran, puede ser dificil
para ellos vreferirse a los extractos sélo en
términos de potencia relativa., Entonces, basandose
en la potencia relativa del extracto de prueba con
respecto al de referencia se pueden asignar unidades
al extractc de prueba bicequivalentes al de
referencia.

La asignacién de dosis biloequivalentes sélo es
posible después del desarrollo de un ensayo in vivo
exacto y preciso de la potencia relativa. La
estandarizacién implica que extractos marcados con
unidades iguales tendran la misma potencia relativa,
basada en la variabilidad estadistica del ensayo de
potencia relativa, suponiendo que éstos no difieren

en su composicidn.

4.2.3. DIFERENCIAS DE COMPOSICION

Las lineas dosis-respuesta paralelas sugleren
que los extractos son funcionalmente idénticos, ya
que la Gnica diferencia entre los concentrados de
extractos se deriva de la diferencia en la dilucién,
cuando estos difierenm en su composicién, la
proporcién relativa de alergenos no es la misma en
los de referencia y de prueba, por ejemplo, si la

referencia contiene los alergenos 1A, 1B, 1C y el
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preparado de prueba contiene los alergenos 1004,
0.01B, 10C, y 1D, la diferencia en la proporcitn de
los componentes entre estos dos extractos no se
puede corregir mediante un simple factor de dilucidn
en un paciente sensible a todos los componentes, por
tanto, estos extractos pueden tener diferentes
relaciones dosis-respuesta y las lineas pueden no
ser paralelas. Las lineas dosis-respuesta no
paralelas indican la existencia de diferencias
composicionales entre los extractos, sin embargo, si
estos dos productos de composiciones diferentes se
prueban en un pacliente gque sdélo es sensible a un
alergeno que esta contenido en los dos extractos, el
de prueba vy el de referencia, las diferentes
proporciones de los otros alergenos no se detectaran
y daran lineas dosis-respuesta paralelas y pareceran
funcionalmente idénticos, diferenciéﬁdose sd6lo en un
factor de dilucién. Asi, las lineas dosis-respuesta
paralelas, si bien demuestran identidad funcional en
un paciente en particular, no garantizan la
identidad composicional®.

Para valorar de una forma mas completa de
identidad composicional es necesario determinar la
potencia relativa en varios pacientes. Dado que los
extractos se administran a pacientes de distinta
sensibilidad, es esencial que €l ensayo in vivo de
la potencia relativa del extracto de prueba y de

referencia se realice en una muestra de pacientes
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para determinar si la potencia relativa en un
paciente se mantiene en los otros. Por ello, s5i la
potencia relativa varia significativamente entre
varios pacientes, indica que los extractos son
diferentes en su composicidn, si tienen una potencia
relativa constante independientemente del paciente
en el gue se hace la prueba, indica que éstos tienen
composicicones gsimilares. La valoracidén de la
variabilidad de la potencia relativa entre los
pacientes es, por tanto, un elemento critice en la
estandarizacién de los extractos alergénicos. Esta
valoracién de la wvariabilidad de 1ia potencia
relativa entre los pacientes también es importante
para los ensayos de potencia relativa in vitro, por
esto se utilizan pools de sueros de pacientes, y no
sueros de un sclo paciente, estas diferencias entre
pacientes no son aparentes en la potencia relativa

determinada in vitro.

4.2.5, OPTIMIZACION DE L0OS ENSAYOS IN VIVO

v Medicién de la dosis
E1 método mas sencillo para medir la dosis del
extracto es considerar el extracto de prueba como si
fuera dilucidén del extracto de referencia. La
utilizacién de diluciones para expresar la dosis de

alergeno evita errores de composicién inherentes a
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otros métodos de ensayo. El error producids en la
dilucién se ha estimado que es de hasta del 20%.
Para preparar diluciones seriadas exactas es
necesario utilizar una jeringa y aguja nuevas cuando
se extrae extracto de cada dilucidén. La distribucién
del volumen de muestra correcto debe realizarse sin
reaspiracidén. Estas técnicas evitan la contaminacion
de la muestra aspirada, ya que si se utiliza de
nuevoe la misma aguja y la misma jeringa se dejan
concentraciones méds altas en la jeringa y la aguja.
El empleo de logaritmos para expresar la dosis
de alergeno facilita los analisis graficos vy
estadisticos de los datos dosis-respuesta, por
ejemplo, en una serie de preparados cada uno tres
veces mas diluido, al concentrado se le puede
asignar la dilucidén No. 0, a la primera dilucidn, el
No.l, gue es 3™ o 107! del concentrado, y el log;, de

la primera dosis es -1°°.

v Medicidn de la respuesta alérgica

En el ensayo in vive se deben comparar las

respuestas alérgicas del paciente a varias
concentraciones de los extractos {prueba ¥
referencia). Bl dnico 6rgano que permite realizar

estas comparaciones simultdneas es la piel, por

medio de pruebas cuténeas.
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La prueba cutanea esta formada por eritema vy
papula. El métado mas sinmple para captar
permanentemente la respuesta cutanea alérgica es
dibujar con tinta el contorno de la reaccidn
papuloeritematosa en la piel en el momento adecuado.
Luego, el dibujo se transfiere a una tira
transparente para guardarle en un libro de
anotaciones y valorarlo. Para cuantificar una prueba
cutanea, se hace la suma de didmetros, el area de
respuesta, y el productoc de los didmetros. Se ha
demostrado gque tanto la suma como el producto de los
diametros estan muy asociadas con el Aarea de 1la
respuesta cuténea. Dado que las respuestas
eritematosas son varias vwveces mayores due las
respuestas papulosas, puede producirse una menor
variabilidad si se miden respuestas eritematosas,
que son mas grandes a las dosis de alergenc que
inducen respuestas papulosas pequefias e imprecisas.
Utilizando la técnica de puncién o] bien
intradérmica, se ha observado que la variabilidad en
la medicidn del eritema y la reaccidn papulosa es
similar, independientemente de la técnica de
inoculacidén, E1 coeficiente de wvariacidon para la
respuesta papulosa o eritematosa puede ser menor del
20% si se mide el diametro medio, o dels 40% si se
mide el &rea media, de modo ‘que se pueden medir la
reaccidn papulosa e} erltematosa a tamafios

especificados con una precisién similar®’.
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v Relacidn dosis-respuesta

En 1941, los datos experimentales basados en la
titulacién intradérmica sugerian que la relacidn
entre - la dosis de histamina {log de la
concentracién) y la respuesta cuténea (didmetro de
la papula o del eritema) es lineal®®. Posteriormente,
se han publicado relaciones lineales dosis-respuesta
basadas en resultados de pruebas cuténeas
experimentales realizadas con extractos alergénicos
para papula y eritema ' intradérmicos, eritema vy
papula en la prueba de puncidn, las cuales presentan
elevados coeficientes de correlacién, por encima de
0.85, para las respuestas de eritema intradérmico,
papula intradérmica, eritema en la prueba de puncidn
y péapula en la prueba de puncidn, lo que demuestra
que el modelo dosis-respuesta de lineas paralelas
para la potencia relativa se podria aplicar para la
estandarizacion de extractos alergénicos, cualquiera
que sea el método de administracién del alergeno®.

Las lineas dosis-respuesta se pueden definir por
su pendiente e interseccidén. Dos extractos con
idénticas pendientes e intersecciones tendran una
potencia relativa igual a 1. Debido al caracter
sigmoidal de la curva dosis-respuesta completa, es
de la mayor importancia especificar los limites de
respuestas alérgicas necesarios para producir la

pendiente mas empinada, \Y% asegurar que la
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comparacién de los extractos se llevara a cabo en la
porcién de la linea dosis-respuesta mas sensible a
pequefios cambios en la dosis de alergeno, es decir,
la porcién de la linea que produce el mayor cambio
en la respuesta alérgica para un incremento dado en
la dosis. Se ha observado que la respuesta papulosa
da lineas mas horizontales, en cambic la respuesta
eritematosa da lineas mas escarpadas?® 393,

Para obtener lineas dosis-respuesta constantes
de pendientes pronunciadas con la respuesta de
eritema es necesario especificar unos limites del
tamafioc de las respuestas de eritema obtenidas
aplicando una serie de diluciones especificas’®®%.
Una linea dosis~respuesta escarpada {eritema
intradérmico) sélo requiere una pequefia diferencia
del tamafic de la respuesta alérgica para detectar
una diferencia significativa en la potencia entre
dos extractos cuando se hace la prueba en tres
pacientes®. Una vez que se ha determinado la
pendiente para cada extracto, las pendientes se
pueden analizar estadisticamente para determinar si
son © no diferentes. Si las pendientes no son
diferentes, las lineas se consideran paralelas, y se
puede calcular una pendiente comin para analisis
subsiguiente de la potenéia relativa.

Cuando se utiliza la misma escala, las lineas
dosis-respuesta producidas por el eritema inducido

por inoculacién intradérmica tienen pendientes
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significativamente mayores en comparacién con las
respuestas de eritema en la prueba por puncién, de
papula en la misma prueba, o de papula en la
inoculacidén intradérmica, se toma la porcidén més
escarpada de la linea dosis-respuesta del eritema
por i1noculacién intradérmica, inmediatamente por
encima de la dilucién final, para realizar la
comparacidén. El modelo de lineas paralelas sugiere
que las estimacicnes de 1la dosis y la potencia
relativa basadas en lineas dosis-respuesta
escarpadas seran mas exactas y mas precisas gque las
mismas estimaciones basadas en un ensayo dque de

lineas dosis-respuesta mas horizontales®?®,

v Pruebas cuténeas de puncién {prick) e
intradérmicas.

La prueba cutdnea es una biovaloracidn scbre la
presencla o ausencia de una respuesta inmunitaria a
un alérgeno especifico que activa a un mecanismo
efector particular de inflamacién y origina una
lesién transitoria y visible de la piel!®. La prueba
cutanea introduce en un solo punto de la dermis una
pequefia cantidad de alérgeno suficiente para
reaccionar con los anticuerpos IgE f£ijos a las
células cebadas cuténeas, para que liberen

mediadores y originen una pédpula visible y eritema.
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La prueba por puncidén es de las pruebas
diagnésticas mas sencillas en alergia, Yy es el
procedimiento gque tiene menos posibilidades de
ocasionar anafilaxia sistémica. Se coloca una sola
gota de extracto alergénico glicerinado en la piel,
se punciona suavemente con la punta de una aguja o
lanceta en el centro de la gota. Después de 15-
20min. Se mide y registra la reaccidén. 3Se debe
incluir un control negativo con el diluyente y un
control positiveo con histamina. Se puede utilizar la
piel de la parte interna de los antebrazos o los
brazos, o© la parte superior de 1la espalda. Los
sitios por probar deberan estar separados al menos
3.0cm’?.

En la prueba intradérmica se introduce una
cantidad media de alérgeno acuoso (0.01-0.05ml) en
la piel para detectar respuestas mediadas por IgE.
Deberdn aplicarse sdolo en el brazo, de manera que se
pueda utilizar un torniquete en caso de que se
presente una reaccién sistémica inesperada. Esta
prueba es aproximadamente 1000 veces mas sensible
que la de puncidén. La reaccién se lee a los 15-
20min. Se sugiere la practica de control negativo
del diluyente’7%.

La técnica intradérmica requiere dosis de 100-
400,000 veces menores de extracto gque la prueba
percutéanea para producir respuestas cutdneas de

igual tamafio, y cuando no aparece ninguna respuesta
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alérgica en la prueba de puncidén, se ha demostrado
que una dosis intradérmica de extracto 100 veces
menor que la dosis ineficaz de la prueba de puncidn
induce respuestas cutdneas alérgicas® %, Esto
permite evaluar extractos cuya potencia no es
suficiente para inducir respuestas positivas en las
pruebas por puncién, haciendo posible realigzar 1la
prueba con una mayor variedad de extractos, entre
ellos los de baja potencia y/o diluidos. Esto hace
posible la estandarizacién de un espectro mds amplio
~de extractos en una poblacién mas numerosa de
pacientes alérgicos de los que seria posible con la
prueba por puncidn., Teniendo en cuenta gue 1las
reaccionas adversas son dosis-dependientes, los
métodos estandarizados basados en la realizacidn de
pruebas intradérmicas deben especificar una dosis
inicial segura, mientras que las pruebas por puncidn
con frecuencia se llevan a cabc con extractos
alergénicos concentrados,

La prueba por puncidén es més facil y se aplica
répidamente, es menos dolorosa, y 1las reacciones
adversas, como la anafilaxia, también son menos
probables, por tanto son mas seqguras, mientras que
las intradérmicas son mas sensibles, pero tienen
mayor tendencia a producir reacciones adversas y
positivas falsas a consecuencia de la irritacidn
local'®., Un tratamiento con pf-blogueadores puede

incrementar el riesgo de reacciones adversas'®.
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v Factores del paciente

Hay factores relacionados con el paciente que
pueden influir sobre el tamafio de 1la respuesta
cutdnea, por ejemplo, la distancia e interacciones
entre los puntos de inyeccién y el tiempo que
transcurre hasta que se valora la respuesta
alérgica. Estas variables han de ser controladas en
los ensayos estandarizados de pruebas cutaneas. Los
efectos de la medicacidn, pigmentacidn de la piel,
estacién del afo, hora del dia, la edad y el sexo
también pueden influir en una respuesta alérgica
individual. El1 método mas eficaz para controlar
estas diferencias entre los pacientes €35 comparar
los extractos en cada uno®,

La sensibilidad del ensayo in vivo para detectar
la variabilidad entre pacientes se puede incrementar
incluyendo pacientes cuya reactividad cutédnea varie
ampliamente frente al extracto de prueba o al de
referencia y cuya sensibilidad varie ampliamente a
diferentes componentes alergénicos presentes en los
extractos®?.

Todos los ensayos in vivo deben especificar un
limite superior aceptable de la variabilidad entre
pacientes para detectar diferencias composicionales
entre los extractos y poder asegurar gque las

estimaciones de la potencia relativa media son
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aplicables a cada paciente en el que se realiza la

prueba.

4.2.5. PRUEBA DE PINCHAZO PARA EQUIVALENTE
DE HISTAMINA (HEP)

El método HEP para asignar unidades a extractos
se basa en la determinacién de la concentracién del
alergeno que produce una pépula en la prueba de
puncién igual en tamafio a la papula producida por
una dosis definida de histamina HCl, este método fue
propuesto por Ass en 1978%%,

Las pruebas cutdneas por el método HEP se
realizan en 20 o més pacientes con antecedentes
clinicos de sensibilidad ¥ pruebas cutdneas
positivas al alergeno que se desea estandarizar. En
cada paciente se estudian de manera simultanea
miltiples diluciones del extracto de prueba ¥ una
dilucidn de concentracidén especifica de
biclorohidrato de histamina (img/ml), de esta manera
se normalizan todas las reacciones alergénicas con
las reacciones a la histamina, por tanto, intenta
controlar las diferencias en la técnica por punciédn
en un mismo investigador Yy entre distintos
investigadores y las diferencias en la reactividad a

la histamina entre pacientes®.
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L.a concentracién de extracto gue provoca una
roncha de igual tamafio a la producida por la prueba
de histamina se define c¢omo 1 HEP, vy por la
comodidad que significa para trabaljar con numerocs
redondos, 1HEP = 1,000 unidades bioldgicas/mililitro
(BU). Se ha propuesto que todos los extractos se

1%6:48.53,85  pste es un analisis

preparen a 100,000 UB/m
de prueba cutdnea de “punto Unice” y la potencia se
calcula con base en la respuesta de formacién de
roncha, estos factores limitan la precisién de este
método para estandarizacidn de extractos
alergénicos. La variabilidad de la HEP es
influenciada por la concentracidén de histamina
utilizada, el estado' atdpico de la poblacidn en que
se realiza la prueba y el tamafio de la papula mas
pequefia aceptable para el andlisis. Este método
evita la inoculacién intradérmica, lo gque puede ser
mas aceptable para los pacientes, pero a expensas de
una menor sensibilidad de la prueba®.

El HEP se ha  utilizado en los palses

escandinavos y otras partes de Europa, pero no en
EUAIS. 48,53,85
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4.2.6. UNIDAD DE ALERGIA, POR EL METODO DE
LA DILUCION INTRADERMICA PARA LA SUMA DE
50mm DE ERITEMA (IDs¢EAL)

Voorhorost sugiere que no es necesario realizar
un ensayo Jp vivo de lineas paralelas cuando se
comparan extractos de diferentes origenes. En esta
circunstancia clinica, en la que ni es posible
localizar facilmente a pacientes individuales con
igual sensibilidad a cada extracto ni es
clinicamente necesario cambiarlos en 1los mismos
pacientes, y propuso un enfogue alternativo para
calcular las dosis Dbiocequivalentes® 8., $i se
identifican los pacientes mds sensibles que sean
alérgicos a cada extracto en particular y se
determina en cada poblacién altamente sensible la
dosis de cada extracto que produce una respuesta
cutanea especifica, seria posible entre las
poblaciones calcular el cociente de las dosis para
respuestas idénticas entre las poblaciones y estimar
la actividad alergénica relativa de cada extracto en
sus respectivas poblaciones. E1 método IDgEAL
adoptado por la FDA, se realiza como se expone a
continuvacidn:

a) Se seleccionan los pacientes, que son clinicamente
alérgicos y muy sensibles al alergeno gque nos
interesa, lo due se determina mediante una prueba

de puncién positiva con el concentrado del
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extracto (didmetro total del eritema superior a
los 40mm) utilizando un dispositivo de prueba de
puncién especificado (aguja bifurcadaj.

b) Se calcula en cada paciente de gran sensibilidad
la dilucién de 1la serie de preparaciones gue
difieren en un factor 3 de dilucidén qgue
corresponde a un eritema total de 50mm (Dgy) a
partir de la linea mas aproximada.

c}Al menos 15 pacientes se someten a pruebas
cutaneas de titulacién en las gue en cada paciente
se prueban en forma simultanea diluciones seriadas
triplicadas de 0.05ml (log®} del extracto de
prueba y del estandar de referencia. El eritema
que se produce se delinea y transfiere al registro
del enfermo, Se dibuja una linea a lo largo del
eje longitudinal de la zona de eritema y luego
otra en el punto medio de la primera linea y en el
angulo de 90° respecto a ella, estos didmetros se
miden y se suman para calcular la suma de eritema
(E). Para las miltiples sumas de eritema
producidas por las varias diluciones de extracto
hacer una grafica de redresién lineal y trazar la
linea de mayor concordancia para cada paciente. El
namero de dilucién que produce una suma de 50mm de
eritema {Dy) se considera el punto éﬁtimo Yy puede
calecularse a partir de la linea de mayor
concordancia. En este célculo, se utiliza el

tamafio del eritema en lugar del de la roncha
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debido a que produce una curva mas escalonada de
dosis-repuesta, por lo tanto, es mids facil
detectar diferencias en diluciones de extracto. La
curva producida tiene forma sigmoidea y el wvalor
de Dgy (numereo de dilucidn gue produce una suma de
eritema = 50mm) se c¢onsidera como punto O&ptimo
debido a que se presenta en el sitio gque la curva
tiene un decremento escalonado, en cambio sé
emplearan los tamafios de las ronchas, no se podria
detectar una diferencia de nueve veces la potencia
entre las dilucicnes con base en la respuesta del
paciente. De 15 pacientes muy sensibles pueden
calcularse una Dyy promedio, y se ha demostrado que
este volumen puede ser reproducide entre afos,
entre regiones y entre investigadores!s18:18.53,64,83
Cuando se compara la Dg, de diferentes extractos,
se encuentran diferencias significativas
relacionadas con la fuente de estos. Todavia no se
ha determinade si estas diferencias en la Dy
reflejan diferencias intrinsecas en 1la actividad
alergénica de cada fuente o© son debidas a la
degradacidén de los alergenos por diferencias en la
recoleccidén y  procesamiento de los materiales
utilizados para elaborar los extractos. Dado que la
diferencia en la Dy, entre distintos extractos
determina la proporcidén de las dosis para respuestas
idénticas {EBE=50mm) independientemente de las

diferencias en 1las fuentes alergénicas y que la
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variabilidad de la Dsy es conocida, se puede trazar
un esquema para asignar unidades a los extractos de
referencia. En el siguiente cuadro se presentan los
valores promedio de Dsy y sus valores asignados de AU
para estandares de referencia, el grupo de extractos
con Dsg de 14 +/- 1 (factor 3 de dilucidn) que
contienen poélenes de ambrosia enana y hierbas, se
consideraron el grupo de referencia y se les asigno

arbitrariamente 100,000 UA/mllr16:18.53.64,85

Valores asignados de AU para estandares de

referencial,16,48,53, 64,83

Dilucién promedio para|Unidades de alergia/ml
producir un eritema dejde estandar
suma de 50mm

5.9 10 AU
8.9 100 AU
0.9 1,000 AU
2.9
4.9

10,000 AU
100,000 AU

Cuando a extractos de diferentes origenes se les
asignan idénticas unidades por este meétodo, y se
administran a pacientes clinicamente similares con
igual sensibilidad «cutdnea & sus respectivos
extractos, se observan respuestas clinicas similares
a dosis equivalentes, lo gue confirma que el método
IDsEAL puede predecir las dosis biocequivalentes
independientemente de la fuente del alergeno. 8Sin

embargo, si éste se administra a una poblacién con
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una menor sensibilidad cutdnea, se observa una menor
incidencia de respuestas c¢linicas adversas tanto
para los extractos de la misma fuente como de
diferentes fuentes, lo que sugliere que las
reacciones adversas dosis-dependientes dependen en
una gran medida de la Dsg; de la poblacién de
pacientes y de la dosis de extracto administrada.
Por esto, parece que es esencial el conocimiento no
s6lo de la dosis de alergeno sino de la sensibilidad
del paciente, para predecir con exactitud los

efectos clinicos adversos dosis-dependientes?®® 387,

Pacenle J A
Amhcosly engny

Pandeente v -30 &
re D38

Crny = 402.4

Luymeto Sorol do sntama it
»
>

Mot & (sensds fagior i
Grafica 1

Didmetro total de eritema XE VS dilucidn X

Titulacidn intradérmica gseriada
{0.05ml/inyeccién) con extracto A (Graf., 1). Se
representa la linea de regresidn més aproximada del

didmetro total (YY) del eritema (ZE)correspondiente
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al nuomero de dilucién (factor 3)(X). La linea mas
aproximada se considera aceptable cuando cuatro
diluciones seriadas que difieren en un factor 3 de
dilucién (incluida la tltima) producen una linea con
un coeficiente de correlacién igual o por encima de
0.85, respuestas eritematosas gradualmente menores y
una pendiente igual o por encima de 10, donde ZXE
abarca el amplio margen de respuestas ¥y define la
SE=50. La férmula para calcular la X, el namerc de
dilucién que produce un eritema total de 50mm (Dsg)
cuando Y=50 es:

Dsy = (50-interseccidn)/pendiente.
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5.1. TITULO

ESTANDARIZACION BIOLOGICA DE EXTRACTOS
ALERGENICOS DE Dermatophagoides pteronyssinus Y

Dermatophagoides farinae PARA INMUNOTERAPIA,
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5.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Es la estandarizacidén biolégica de extractos

alergénicos de Dermatophagoides pteronyssinus vy

Dermatophagoides farinae un método atil para

disminuir la variabilidad entre lotes, minimizar los
problemas en la aplicacién clinica y sobretodo que
permita dosificar con exactitud la concentracién de

alergenos mayores biocldgicamente activos?
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5.3. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Las enfermedades alérgico respiratorias estan
mediadas por el anticuerpc IgE dentro de la
hipersensibilidad de tipo I (Gell y Coombs, 19563),
las cuales se producen especificamente contra
diversos aeroalergenos del medic ambiente siendo los

ACaros del género Dermatophagoides los mas

alergénicos (Vorhoost, 1964). La alta frecuencia de
induccién de sintomas de la Rinitis Alérgica y el
Asma Extrinseco en un 15-20% de la poblacidn mundial
estan determinados por estos microorganismos.
Actualmente se reconoce gue las proteinas
alergénicas se encuentran en las heces fecales de
éstos, de las que se conocen: peso molecular, punto
isoeléctrico y comportamiento inmunoquimico. En el

caso de Dermatophagoides pteronyssinus gque se

encuentra en el polvo de la casa, su alergenc mayor

es el pDer pI de 25.5Kd y el de Dermatophagoides

farinae que se encuentra en las harinas es el pDer I
de 25.5Kd. Estas moléculas son extraidas para ser
utilizadas en el diagnéstico a través de pruebas
cutdneas y en el tratamiento inmunolégico o
hiposensibiiizacién de enfermedades alérgicas.
Desafortunadamente en México no existe la

estandarizacidén de estos productos bioldgicos.
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5.4. JUSTIFICACION

Los extractos alergénicos utilizados para
inmunoterapia en los diferentes servicios de
Inmunoalergologia en nuestro pais no tienen una
concentracidén exacta de alergenos bioldgicamente
activos, lo que implica una gran variabilidad entre
lotes, de un fabricante a otro, esto hace més
peligrosc el uso de los extractos, asi como
respuestas clinicas variables o nulas,

Por lo anterior una estandarizacidon de los

extractos alergénicos de Dermatophagoides

pteronyssinus A4 Dermatophagoides farinae nos

permitiréd dosificar con exactitud la concentracidn
de alergenos biolégicamente activos y asi garantizar
la homogeneidad entre lotes vy minimizar los

problemas en la aplicacidén clinica.
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5.5. HIPOTESIS

HIPOTESIS VERDADERA

La estandarizacidén bioldégica de los extractos

alergénicos de Dermatophagoides pteronyssinus Yy

Dermatophagoides farinae nos permitiri dosificar con

exactitud la concentracion de alergenos

biolégicamente activos.

HIPOTESIS NULA

La estandarizacién biocldgica de los extractos

alergénicos de Dermatophagoides pteronyssinus ¥

Dermatophagoides farinae no nos permitira dosificar

con exactitud la concentracién de alergenos

biologicamente activos,

HIPOTESIS ALTERNA

La estandarizacién biolégica de los extractos

alergénicos de Dermatophagoides pteronyssinus Yy

Dermatophagoides farinae nos puede ayudar a

dosificar con exactitud la concentracidn de

alergenos bioldgicamente activos.
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5.6. VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES

Estandarizacidn Bioldgica de extractos

alergénicos.

VARIABLES DEPENDIENTES

Dermatophagoides pteronyssinus N

Dermatophagoides farinae.
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5.7. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

# FRstandarizar biolégicamente ilos extractos

alergénicos de Dermatophagoides pteronyssinus y

Dermatophagoides farinae.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Estandarizacidn in vivo de los extractos

alergénicos de Dermatophagoides plteronyssinus y

Dermatophagoides farinae por el método IDgEAL.

s Determinar la importancia de la estandarizacidn
in vive por el método IDg EAL.

#« Analizar las ventajas y desventajas que ofrece
el método IDgEAL en relacidén al método HEP.

% Analizar las ventajas y desventajas que ofrece
la estandarizacidn in vivo en relacidn con la

estandarizacién in vitro.
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5.8. CRITERIOS

Muestra: 20 pacientes

1.

a)

b)

c}

d)

e)

£)

Z.

b)

INCLUSION. -
Pacientes del sexo femenino o masculino de 10 a 45

afios de edad con historia clinica de enfermedad

-alérgica compatible con el alergeno a probar

(Dermatophagoides pteronyssinus o Dermatophagoides

farinae)

Didmetro del edema (macula) a la histamina mayor o
igual a 4 mm.

Sin tratamiento previo con inmunoterapia al

alergeno en estudio {Dermatophagoides

pteronyssinus ¢ Dermatophagoides farinae)

De cualquier parte de la Replblica Mexicana, ya
que en todo el pais prevalece la alergia
respiratoria a dichos &acaros.

8in tratamiento farmacolégico con antihistaminicos
un mes antes de las pruebas a realizar.

Consentimiento del paciente.

EXCLUSION. -
Pacientes con dermatitis generalizadas.
Pacientes con riesgo de choque anafilactico a

dichos alergencos.
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)
d)

a)

Pacientes con cualguier tipo de urticaria.
Mujeres embarazadas.
Pacientes con: alergia + infeccidn por VIH,

alergia + céncer y alergia + autoinmunidad.

. ELIMINACION. -

Pacientes que n¢ acepten, ni firmen la carta de

consentimiento.

Quimicos responsables;
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5.9. INFORMACION Y LINEAMIENTOS SOBRE LOS
BENEFICIOS QUE OBTENDRA EIL PACIENTE QUE
ACEPTE INGRESAR AL PROTOCOLO DE
INVESTIGACION,

Los animales microscdHpicos denominados A&caros

del género Dermatophagoides, se encuentran dentro de

las casas de los pacientes gue son alérgicos a
éstos, sobre tode en los colchones, almohadas,
alfombras, cortinas, polvos de las casas y mufiecos
de peluche, habita dentro de los hogares en todo el
mundo. Son los que mas generan alergias
respiratorias comc la rinitis y asma alérgicos. Este
estudio se realizard para obtener la uniformidad de
la potencia bioldgica de las wvacunas gue usted
recibira en el tratamiento de su enfermedad, con el
fin de que usted mejore en menos tiempo y se
recupere totalmente de la misma.

El estudio se basa en la aplicacidén de pruebas
cutdneas las cuales consisten en la introduccidn de
pequefias cantidades de los extractos de referencia y
de los gue se quiere estandarizar en la piel (cara
interna del antebrazo), se observard el desarrocllo
de una reaccidn positiva; aparicidén de roncha y
eritema en el area de aplicacidén. Los resultados se

leerdn de 15-20minutos después de la aplicacién del
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alergeno. Las pruebas cutédneas que se realizaran
son:
s« Puncién; Se hace un pinchazo con una lanceta
estéril en la cara externa d; antebrazos donde
previamente se encuentra una gota de alergeno.
¢ Intradérmica; Se aplica 0.05ml del alergeno por
via intradérmica en la cara externa de brazos.
Para poder llevar a cabo nuestro estudio le
pedimos que no ingiera medicamentos del tipo de los
antihistaminicos y esteroides un mes antes de la
fecha seflalada para realizar el estudio, sin
tratamiento previo con vacunas para alergia, que
acuda bafado{a) y desayunado(a) el dia en que se le
cite para aplicarle las pruebas cutédneas (en la
piel).

si ha entendido lo que le solicitamos y esta de
acuerdo, favor de 1leer y firmar la carta de

consentimiento.

Artentamente,
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5.10. CARTA DE CONSENTIMIENTO

México, D.F., a de de 19_ .

Por medio de este documento, afirmo que se me ha
explicade en gue consiste este estudio y he
entendido claramente las reglas del mismo, donde se
me ha garantizado gue de ninguna manera mi salud
corre ningun peligro, por lo gue estoy dispuesto(a)
a que se me apligquen en los brazos las pruebas de
alergologia especializadas requeridas para esta
investigacién.

También se que c¢on  este ayudare de manera
importante para gue el diagnédstico y tratamiento de
las enfermedades alérgicas sea més eficiente vy

seguro.

Nombre del pacliente:

No. de expediente: edad:

Firma de aceptacidn

Testigo “A” Testigo “B”
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5.11. METODOLOGIA

5.11.1. MATERIAL

Jeringas 1.0, 3.0 y 10ml
Jeringas de insulina
Lancetas calibradas 0.0lcm
Frascos gotero estériles 5ml
Torundas de algododn

Regla

Pluma negra

Diurex ancho

5.11.2. REACTIVOS

Alcohol etilico

4.11.3. MATERIAL BIOLOGICO

%« Extracto referencia de Dermatophagoides

pteronyssinus
1,000 BAU/ml
3,000 BAU/ml
6,000 BAU/ml
9,000 BAU/ml
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¥ Extracto referencia de Dermatophagoides farinae

1,000 BAU/ml
3,000 BAU/ml
6,000 BAU/ml
9,000 BAU/ml

% Extracto a estandarizar de Dermatophagoides

pteronyssinus

1:

1
1
1

6,000
9,000
:12, 000
:15,000

* Extracto

farinae

1:

1
1
1

5.11.4.

Estetoscopio

Baumandmetro

Torn

6,000
9,000
:12,000
:15,000

iquete

v/v
v/v
v/v
v/v

a

v/v
v/v
v/v

v/v

estandarizar de Dermatophagoides

BOTIQUIN

Agujas hipodérmicas del 21 y 25

Equipo para canalizacién

Suerc fisiolégico

{salina y/o glucosada)
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adrenalina o Clorhidrato de epinefrina; inyectada
{amp.}

Cloropiramina; inyectada (amp.)

Antihistaminicos; oral e inyectados {amp.)
Aminofilina; inyectada {amp.)

Coricoesteroides, metil cortisona o metil

prednisolona; oral e inyectados {(amp.)
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5.11.5. REGISTRO DE RESULTADOS
ESTANDARIZACION BIOLOGICA DEL EXTRACTO ALERGENICO
DE
Dermatophagoides pteronyssinus PARA INMUNOTERAPIA

PACIENTE:

No. DE EXPEDIENTE: FECHA:
EDAD: SEXO: DX:
EVOLUCIGN:

PRUEBA CUTANEA

Extracto alergénico: Dermatophagoides pteronyssinus

Glicerinado 1:20 v/v.
Aplicacidén: puncidn
Respuesta:

Roncha: Eritema:

Tiempo de lectura:

Realizé:
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ESTANDARIZACION BIOLOGICA DEL EXTRACTQ ALERGENICO
DE
Dermatophagoides pteronyssinus PARA INMUNOTERAPIA

PACIENTE:

No. DE EXPEDIENTE: FECHA:
EDAD: _ SEXO: DX :
EVOLUCION:

EXTRACTO A ESTANDARIZAR

mxtracto: Dermatophagoides pteronyssinus

Lote:

Fecha de preparacidn:

Fecha de caducidad:

Aplicacidén: Intradermorreaccidn

1) 1:6000 v/v

Roncha: Eritema:
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2)1:9,000 v/v

Roncha:

3)1:12,9000 v/v

Roncha:

4)1:15,000 v/v

Roncha:
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EXTRACTQ DE REFERENCIA
Extracto: Dermatophagoides pteronyssinus
Concentracidn: 10,000 AU/ml
Lote: J98EB879
Fecha de caducidad: 10/01/2000

Conservador: Glicerina 50% v/v

Fabricante: Hollister-Stier, USA

Aplicacién: Intradermorreaccién

1) 1,000 BAU/ml

Roncha: Eritema:

2) 3,000 BAU/ml

Roncha: Eritema
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3} 4,000 BAU/ml
Roncha: Eritema:

4y 9,000 BAU/ml
Ronchat Eritema:

PRUEBA CON FOSFATO DE HISTAMINA

PUNCION
Fosfato de histamina: 1lmg/ml

Roncha: Eritema:
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INTRADERMORREACCION
Fosfato de histamina:

Roncha:

Tiempo de lectura:

Realizéd:

0.1lmg/ml
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ESTANDARIZACTION BIOLOGICA DE EXTRACTOS ALERGENICOS
DE
Dermatophagoides farinae PARA INMUNOTERAPIA

PACIENTE:

No. DE EXPEDIENTE: FECHA:
EDAD: __ SEXO: DX
EVOLUCION:

PRUERBA CUTANEA

Extracto alergénico: Dermatophagoides farinae

Glicerinado 1:20 v/v.
Aplicacién: Puncidn
Respuesta:

Roncha: Eritema:

Tiempo de lectura:

Realizd:
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ESTANDARIZACION BIOLOGICA DEL EXTRACTO ALERGENICO
DE
Dermatophagoides farinae PARA INMUNOTERAPIA

PACIENTE:

No. DE EXPEDIENTE: FECHA:
EDAD: SEXO: DX:
EVOLUCYON:

EXTRACTO A ESTANDARIZAR
Extracto: Dermatophagoides farinae

Lote:

Fecha de preparacidn:

Fecha de caducidad:

Aplicacidn: Intradermorreaccidén

1)y 1:6000 v/v

Roncha: Eritema:
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2) 1:9,000 v/v

Roncha:

3} 1:12,000 v/v

Roncha:

4) 1:15,000 v/v

Roncha:

Eritema:

Eritema:

Eritema:
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EXTRACTO DE REFERENCIA

Extracto: Dermatophagoides farinae

Concentracidn: 10,000 AU/ml
Lote: JOBK4962
Fecha de caducidad: 10/01/2000

Fabricante: Hollister-Stier

Conservador: Glicerina 50% v/v

Aplicacién: Intradermorreaccion

1) 1,000 BAU/ml

Roncha: BEritema:

2) 3,000 BAU/ml

Roncha: Eritema
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INTRADERMORREACCION

Fosfato de histamina: 0.lmg/ml

Ronchaz: Eritema:

Tiempo de lectura:

Realizé:
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1.
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+

11.6. INTERPRETACION DE RESULTADOS
El eritema que se preoduce se delinea con pluma y
se transfiere con un diurex al registro del

paciente.

.Se dibuja una linea a lo largo del eie

longitudinal de la zona de eritema y luego otra en
el punto medio de la primera linea y en un angulo

de 90° respecto a ella.

. Los didmetros se miden y se suman para calcular la

suma del eritema (E).

Para las miltiples sumas de eritema producidas por
las vwvarias diluciones de extracto, hacer una
grafica de regresidén lineal y trazar la linea de
mayor concordancia para cada paciente.

A partir de la grafica calcular la dilucidén que
produce una suma de 50mm de eritema (Dsg) .

La linea ma&s aproximada se <considera aceptable
cuando cuatro dilucicnes seriadas difieren en un
factor 3 de dilucién y producen una linea con un
coeficiente de correlacidn igual o por encima de
0.85 y una pendiente igual o por encima de 10.

La férmula para calcular la dilucidén gue produce

un eritema total de 50mm (Dgy)es:

Dso= 50-{interseccidn) /pendiente
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eritema £E VS dilucidn X

para cada paciente, hacer un

promedio de la Dy, de todos los pacientes y asignar

el wvalor correspondiente de Unidades alergénicas de

acuerdo al siguiente cuadro:

Valores asignados de AU para estdndares de

referencigls 16 48,53, 64,83

Dilucién promedio para|Unidades de alergia/ml de

producir un eritema delestandar

suma de 50mm

i 5.0 a 6.9 10 AU

7.0 a 8.9 100 AU

9.0 a 10.9 1,000 AU
11.0 a 12.9 10,000 AU
13.0 a 14.9 100,000 AU

El valor de AU/ml obtenido nos indicara 1a

cantidad de Unidades de alergia/ml gue contiene el

extracto de prueba a una dilucidn determinada.
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B3

CONCLUSIONES

Los d4caros: Dermatophagoides pteronyssinus vy

Dermatophagoides farinae, son la causa principal

de la rinitis y asma alérgicas en el mundo,

El uso de extractos alergénicos estandarizados
aumenta la seguridad y eficacia en el
diagnéstico y tratamiento de padecimientos
alérgicos, también permitira el intercambio de

informacidén entre médicos.

La estandarizacién in vitrc nos proporciona
informacién sobre la composicidn definida de
extractos alergénicos, en cambio, la
estandarizacidén bioldégica (in wvive)l nos da a

conocer la actividad biolégica exacta de estos.

El método IDsEAL, como el HEP deterxrminan un
espectro simillar de actividad alergénica
relativa, siendo el primero el método mas exacto

Yy representaiivo.
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