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alergia— como herramienta clinica moderna

Los extractos como farmacos

J. Carnés

Introduccion

Los primeros casos de administraciéon de dosis
progresivamente crecientes de un alérgeno con el
objetivo de modificar la respuesta inmunoldgica y
clinica al mencionado alérgeno, y, por consiguien-
te, mejorar la enfermedad alérgica, datan de prin-
cipios del siglo xX. Noon y Freeman, en 1911, en
el St. Mary’s Hospital de Londres (figura 1), trata-
ron por primera vez a pacientes que padecian fie-
bre del heno (lo que actualmente se conoce como
rinitis alérgica estacional y/o perenne), con inyec-
ciones progresivas de polen. Para ello, prepararon
un extracto basado en una unidad de peso del po-
len, segtn la cual una «unidad Noon» equivalia a
la cantidad de sustancia activa que se podia extraer
a partir de un microgramo de polen fresco.

Figura 1. EI St. Mary’s Hospital est4 localizado en el barrio londi-
nense de Paddington. Fue fundado en 1845, y tuvo su propia escue-
la de Medicina hasta que, en 1988, se transformd en el actual Im-
perial College de Londres. Investigadores de la talla del premio
Nébel Alexander Fleming, descubridor de la penicilina, Augustus

Desde entonces, aunque el principio basico se ha .o inventor del electrocardiograma, o Rodney Porter, galardo-

mantenido durante todos estos aflos, la fabricacion
de extractos alergénicos ha sufrido sensibles cam-
bios, especialmente en lo que se refiere a los méto-
dos de purificacién, las formas de presentacion y

nado con el premio Nébel por sus estudios sobre la estructura de
los anticuerpos, desarrollaron sus estudios en sus instalaciones. En
la actualidad, el St. Mary's Hospital contintia siendo el centro de in-
novaciones médicas, pues forma parte de la Academia de Ciencias

de la Salud del Reino Unido, y esta considerado como uno de los
centros més prestigiosos de investigacion e innovacion cientifica
del mundo

los excipientes con los que aquéllos van mezcla-
dos. Sin embargo, si algo hay que destacar, es la
evolucion de los mecanismos de estandarizacion,
encaminados a conseguir extractos reproducibles y
consistentes en el tiempo. En este sentido, la estandarizacion ha pasado por diferentes fases, y ha dejado de
ser un valor calculado en funcién de la cantidad de polen utilizada para pasar a ser un valor que incorpora re-
sultados de ensayos in vivo e in vitro, los cuales tratan de reproducir o simular los mecanismos que los ex-
tractos alergénicos son capaces de producir en el organismo (véase el apartado «Estandarizacion de extractos
alergénicos»).

Extractos alergénicos. El principio activo

Los extractos alergénicos son mezclas heterogéneas de compuestos biolégicos (entre los que se incluyen pro-
tefnas y glicoproteinas, lipidos, dcidos nucleicos, etc.) obtenidos a partir de fuentes naturales de alérgenos (fi-
guras 2y 3) (véase el apartado «Fuentes de alérgenos. La materia prima»).

Segtn la normativa europea, se consideran productos alergénicos todos aquellos derivados de extractos aler-
génicos nativos, alergoides, productos conjugados de alérgenos con otras sustancias, o productos alergénicos
fabricados mediante la tecnologia del ADN recombinante (esto es, por clonado de alérgenos y obtencién de
formas recombinantes). Sin embargo, quedan excluidos de la clasificacion de productos alergénicos aquellos
que no cumplen la definicién de extracto alergénico, como serian los péptidos sintéticos de alérgenos, las
construcciones de ADN, o los agentes alergénicos de bajo peso molecular.

Por tanto, la unidad bésica del extracto alergénico es el alérgeno, que actiia como principio activo de los pro-
ductos alergénicos.
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Segun la normativa de productos alergénicos, ac-
tualmente en revisién (http://www.emea.europa.
eu/htms/human/humanguidelines/biologicals.
htm), éstos pueden dividirse en dos categorias di-
ferentes:

e Los producidos industrialmente para el trata-
miento de una poblacién, que contienen un tinico
alérgeno o una mezcla de éstos, y que van a em-
plearse para el diagndstico o el tratamiento (va-
cuna alergénica).

e [os preparados individualmente para un solo in-
dividuo, que van a llevar el nombre del paciente
al que van dirigidos.

Estabilidad de los extractos alergénicos

La semivida de los extractos alergénicos puede va-
riar de forma significativa dependiendo de la for-
mulacién, la composicioén, la dilucién o las condi-
ciones de almacenamiento de éstos!. Otro factor

REAL
FARMACOPEA

EsPannlA

Figura 2. Seg(in la Farmaco-
pea Espafiola (3.7 edicidn),
los productos alergénicos son
preparaciones farmacéuticas
obtenidas de extractos de
materias primas de origen
natural que contienen alérge-
nos

Figura 3. Seg(in la Farmaco-
pea Europea, los extractos
alergénicos son una mezcla
compleja de componentes, que
contiene todos los alérgenos
(link a Principio activo. Alérge-
no) potenciales presentes en
la materia prima alergénica

importante es la forma en que son almacenados,

esto es, como extractos alergénicos individuales, o como mezclas de varios extractos de alérgenos®. Las mez-
clas de varios extractos alergénicos, ya sea para su extraccion, su procesamiento o su almacenamiento como
producto de origen, suelen presentar mayor degradacion debido a las propiedades enzimaticas de muchos ex-
tractos. Y se ha comprobado que este fendmeno es tanto mayor cuanto mds alejados se encuentran los extrac-
tos en la escala taxondmica.

Estudios realizados con diferentes extractos alergénicos han puesto de manifiesto que, en general, los produc-
tos en estado acuoso (véase el apartado «Vacunas acuosas») presentan una reduccion de la potencia (véase el
apartado «Estandarizacion en funcién de la actividad bioldgica») significativa después de varias semanas de
almacenamiento a temperaturas de entre 20 y 25 °C. Esta pérdida es muy considerable cuando el almacena-
miento tiene lugar entre 30 y 35 °C. Para minimizar este efecto, lo mds recomendable es mantenerlos a tem-
peraturas de 5 + 3 °C, pero nunca congelados, puesto que los procesos de congelacién y descongelacion de
extractos proteicos de cualquier naturaleza producen la desnaturalizacién y rotura de las proteinas presentes,
lo que puede afectar a la calidad final del producto.

Por ultimo, el empleo de sustancias estabilizantes o protectoras mejora considerablemente las condiciones de
los extractos. El uso de productos glicerinados prolonga de manera importante la semivida de los extractos,
protegiendo los alérgenos de los efectos de degradacion. Los extractos diluidos pierden potencia de forma
mads rapida que los concentrados, en muchos casos debido a que existe una adsorcién de los componentes en
la superficie de los viales. Esto puede evitarse con el empleo de determinados agentes, como la albimina hu-
mana o el Tween, que actiian reduciendo la adsorcién de las proteinas.

El principio activo. El alérgeno

Los alérgenos se definen como proteinas capaces de inducir una reaccién alérgica mediada por IgE (figura

4). Entre sus caracteristicas mas significativas, destacan:

e No son sustancias intrinsecamente toxicas, y generalmente son inocuas en ausencia de una reaccion alérgi-
ca.

e [La mayoria son proteinas o glicoproteinas extracelulares de tamafio variable, cuyos limites se establecen
por encima de los 3 kD (el tamafio necesario para que una proteina sea inmunogénica), hasta los 80 o
90 kD de las moléculas de alto peso molecular; dicho tamafio debe permitirles atravesar la membrana de la
mucosa’.

e [.a mayoria son altamente solubles en agua.

e En general, poseen un punto isoeléctrico 4cido.

e Son capaces de producir una respuesta inmunolégica mediada por IgE.
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Figura 4. Estructura de los diferentes alérgenos. (Obtenido de: http://www.nature.com/embor/journal/v5/n8/images/7400204-f1.jpg)

En la estructura de los alérgenos, existen pequefias secuencias de polipéptidos, de entre 8 y 15 aminodcidos,
conocidas como determinantes antigénicos o epitopos, que son responsables de la unién de la IgE especifica.
El nimero de epitopos, asi como su longitud y conformacion (esto es, su estructura lineal o conformacional
en el espacio), son muy variables dentro de cada alérgeno. Los epitopos son igualmente responsables de la
reactividad cruzada entre alérgenos de diferente naturaleza, puesto que la IgE reconocera una secuencia de-
terminada de aminodcidos, independientemente del alérgeno donde esta ultima se encuentre (figura 5).

No todos los alérgenos son reconocidos con la misma frecuencia ni con igual intensidad por los individuos
sensibilizados. Para distinguir estas variaciones se introdujeron los términos «alérgeno principal (o mayor)»
y «alérgeno minoritario». Esta clasificacion estd basada en la presencia de IgE o en la positividad de pruebas
cutdneas en pacientes sensibilizados frente a un extracto®. Se estima que el nimero de alérgenos mayores pre-
sentes en un extracto alergénico puede oscilar entre uno y cinco.

A pesar de que el conocimiento sobre las caracteristicas de los alérgenos ha avanzado en los tltimos afios, no
se ha esclarecido todavia por qué determinadas moléculas o proteinas son capaces de unir IgE. Se han for-
mulado diferentes hipétesis para explicar aquello que hace que una proteina sea alergénica, pero, hasta el mo-
mento, todas ellas solamente engloban a un grupo de alérgenos, ya sea segun su estructura’, su funcién bio-
l6gica o sus caracteristicas intrinsecas, sin ningin nexo comin entre ellos®. Furmonaviciene y Shakib’
sugirieron que la homologia de determinadas secuencias de aminoacidos en los alérgenos, como resultado de
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una evolucién convergente y una estructura tridi-
mensional similar, podria ser una caracteristica co-
mun de estas sustancias. Hasta el momento, se han
establecido ciertas caracteristicas comunes entre
estas moléculas. La resistencia a la protedlisis, es-
pecialmente en alérgenos alimentarios, parece ser
una caracteristica comun a casi todos ellos. La pre-
sencia de glicidos unidos a la proteina parece que
contribuye también, de manera importante, a la
alergenicidad. Incluso, se ha demostrado una res-
puesta alérgica frente a residuos glucidicos de las
proteinas®. Por ﬁ.1t1m0, la func1§n jblOl(’)gICE.l de yas Figura 5. Estructura e identificacion de los epitopos del alérgeno
proteinas, especialmente su actividad enzimdtica gy £ 1 (Aspergillus fumigatus), representados en color rojo. Bowyer
proteolitica’, estd considerada como una de las res- gt al. BMC Genomics. 2006; 7: 251 [DOI: 10.1186/1471-2164-7-
ponsables de la respuesta inmunoldgica tipo 2, es-  251]. Disponible en: http://www.biomedcentral.com/1471-
pecialmente a dcaros y hongos. En la actualidad, se ~ 2164/7/251

conocen muchas de las funciones biolégicas de los

alérgenos, por lo que se tiende a encuadrarlos en grupos seguin la actividad biolégica que presentan (Www.
allergen.org y www.allergome.com). En las tablas 1, 2 y 3 se recoge la actividad bioldgica de los alérgenos
mads representativos, asi como su clasificacion en funcién del grupo al que pertenecen.

Fuentes de alérgenos. La materia prima

El polen, los hongos, los dcaros o los epitelios no son alérgenos propiamente dichos, sino fuentes emisoras
de éstos. Tan sélo algunos componentes de estas fuentes, principalmente proteinas y glicoproteinas, son aler-
génicos, y son los que intervienen en la respuesta alérgica.

Tabla 1. Descripcion de los alérgenos mas comunes de polenes

Desconocido Ambab,Amba7 Oleed, grupoBetv1

Profilina Amb a8, Art v 4, Parj 3, grupo 12 de gramineas, Bet v 2, Cora 2, Ole a 2
Polcalcina Amba9,Artv5, Parj4, Junad, Betv3 Betv4

Proteina de transferencia de lipidos Parj1,Parj2,Amba6,Artv3 Olee7

Pectatoliasa Ambal,Amba?2 Artv2 Artv6,Cupal,Cupsl, Junal
Poligalacturonasa Juna?2,Plaal

Taumatina Juna3,Cups3

Glucanasa Olee9

Superéxido dismutasa Oleeb

Expansina Grupos 1y 2 de gramineas

Ciclofilina Betv7

Desconocido Grupo 2, grupo 7, grupo 22

Cisteinproteasa Grupo 1

Serinproteasa: tripsina Grupo 3

Serinproteasa: quimiotripsina Grupo 6

Tropomiosina Grupo 10

Paramiosina Grupo 11

Quitinasa Grupo 15

Amilasa Grupo 4
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Tabla 3. Descripcion de los alérgenos mas comunes de hongos

Desconocido

Altal,Clah2 Aspf2, Aspfd Aspf9,Aspf15, Aspf16,Aspfl9

Proteinas de choque térmico

Alta3,Aspfl12 Penc19

Disulfuro isomerasa

Alta4

Proteina ribosomal P2

Altab,Clahb5 Aspf8 Fuscl

Enolasas Alta6,Clah6, Curl2 Aspfl12 Penc?22
Proteina YCP4 Alta7 Clah7
Manitol deshidrogenasa Alta8,Clah8

Aldehido deshidrogenasa

Alta 10, Cla h 10

Proteina ribosomal 4cida P1

Alta12,Clah12

Glutation transferasa

Alta 13

Serinproteasa vacuolar

Clac9,Clah9,Aspf18,Pench 18

Serinproteasa

Curl1,Pench13,Penb 13,Penc 13, Trir4, Epip1l

Ciclofilina Asp f17
Tiorredoxina Asp £ 28, Asp £ 29, Fus ¢ 2
Mn-superéxido dismutasa Aspf6
Alcohol deshidrogenasa Candal
Proteina peroxisomal Canda3
Citocromo ¢ Curl3
Pélenes (figura 6)

Casi todos los alérgenos de pdlenes son proteinas
o glicoproteinas solubles en agua con un rango de
peso molecular muy variable, que por lo comiin
oscila desde unos 3-5 kD hasta 70 u 80 kD. Diver-
sos estudios han desvelado que los alérgenos son
liberados del grano de polen rdpidamente al entrar
en contacto con la mucosa'®. El tiempo climdtico
es determinante cuando se habla de niveles de po-
len en el ambiente, y el viento favorece enorme-
mente su dispersion y su distribucién (tabla 1).

Los pélenes de arboles (figura 7) son responsables
de un elevado niimero de sensibilizaciones, pues
existen numerosas especies relacionadas con la
aparicién de rinitis, conjuntivitis alérgica y asma,
en funcion de las latitudes donde se desarrollan. La
importancia de una u otra especie dependera del
drea geografica, que va a limitar la presencia o au-
sencia de un determinado tipo de vegetacion.

Las plantas de la familia Poaceae (gramineas) (fi-
gura 8) son la mayor fuente de polinosis. Se trata
de especies practicamente cosmopolitas y con po-
cos requerimientos de crecimiento, lo que favore-
ce el gran nimero de sensibilizaciones de las que
son responsables. La maxima eclosion de estas
plantas ocurre durante los meses de mayo y junio,
y sus efectos se prolongan hasta julio e incluso

© 2009 Laboratorios Leti. Todos los derechos reservados.

Figura 6. Los pdlenes presentan caracteristicas muy variables en
cuanto a tamafio, forma, composicion, etc. En la imagen se mues-
tran fotografias al microscopio electronico de diferentes tipos de
pélenes alergénicos

Figura 7. Fotografia de granos de polen de Olea europaea (A) y Cu-
pressus arizonica (B), vistos al microscopio electrénico
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agosto, dependiendo de las condiciones climéti-
cas.

El grupo de las hierbas o malezas engloba a un
conjunto de plantas muy heterogéneo, con nume-
rosas familias y especies. Generalmente, se trata
de plantas anuales que liberan el polen en una de-
terminada estacién del afio. En Espafia, los p6lenes
mads prevalentes de este grupo pertenecen a los gé-
neros Parietaria, Salsola, Chenopodium, Artemi-
sia'y Plantago.

El grupo de los drboles engloba una gran variedad  Figura 8. Fotografia de un grano de polen de graminea visto al mi-
de familias y géneros. Al igual que las gramineasy  croscopio dptico

las hierbas o malezas, se trata de vegetales de poli-

nizacién estacional, que liberan altas concentracio-

nes de polen durante la floracion. Las familias mds destacadas en nuestro pais son las cupresiceas, las oled-
ceas y las plataniceas.

Acaros

Los acaros domésticos, especialmente Dermatophagoides pteronyssinus y D. farinae, constituyen la fuente
principal de alérgenos en el polvo de las casas. Sin embargo, en los tltimos afios se ha demostrado el papel
alergénico de otras especies de dcaros, como Euroglyphus maynei, Blomia tropicalis, Lepidoglyphus destruc-
tor, Aleuroglyphus ovatus, Acarus siro (figura 9), Glycyphagus domesticus (figura 10), Chortoglyphus arcua-
tus (figura 11) o Tyrophagus putrescentiae. La reactividad cruzada que existe entre las especies es considera-
blemente elevada''. En un principio, se demostré que la fuente alergénica era el propio cuerpo del 4caro,
aunque también se ha podido comprobar que las particulas fecales transportan una elevada concentraciéon de
alérgenos (tabla 2).

Hongos

Los hongos son organismos vivos de los que se conocen dos tipos de estructura basica: una celular, como se-
ria el caso de las levaduras, y otra, la mas comun, integrada por células unidas formando hebras ramificadas,
que se conocen con el nombre de hifas. A diferencia de las levaduras, que se reproducen por biparticién o ge-
macion, los hongos que forman hifas, ademds de multiplicarse por fragmentacién de éstas y regeneracion de
nuevos organismos, se reproducen a través de esporas (sexuadas o asexuadas) de pequefio tamafio (2-6 um),
lo que favorece su dispersion por el aire. Esta facilidad de transporte, unida al alto nimero de esporas produ-
cidas, las convierte en agentes sensibilizantes de excepcidn (tabla 3). En hongos, se han descrito tres tipos di-
ferentes de antigenos responsables de sensibilizacion:

e Antigenos somdticos. Son intracelulares, y corresponden al contenido citoplasmatico del microorganismo,

que queda expuesto después de producirse la rotura celular.

Figura 10. Glycyphagus domesticus Figura 11. Chortoglyphus arcuatus Figura 9. Acarus siro
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e Antigenos metabdlicos. Proceden de los productos extracelulares obtenidos a partir del filtrado del cultivo

en el que se ha desarrollado el hongo.

e Antigenos hidrosolubles. Tienen su origen en la superficie de la pared celular fingica.

Epitelios de mamiferos

Todos los vertebrados pueden ser causantes de procesos de sensibilizacion, al excretar proteinas o acumular-
las en la superficie corporal'®. La tenencia de mascotas es una de las principales fuentes de alérgenos que in-
ducen alergia perenne en los humanos. Las cantidades de alérgenos liberadas son importantes, y su efecto se
ve potenciado debido a los reservorios de alérgenos existentes dentro de las casas, como mantas, alfombras,
sofds, etc., donde se acumulan en grandes cantidades. Esto hace que los niveles se mantengan elevados inclu-

so mucho tiempo después de retirar al animal'>.

Otros procesos alérgicos causados por animales estan estrechamente relacionados con un tipo de asma ocu-
pacional que padecen los trabajadores que estdn en contacto con animales, especialmente roedores. Las fuen-

tes de estos alérgenos se encuentran en la sa-
liva, la piel, el pelo y, especialmente, la
orina. El hébitat tipico de estos animales, en
jaulas con material inerte (como viruta de
madera, serrin o sepiolita), favorece la acu-
mulacién de los alérgenos en altas concen-
traciones. Asimismo, la elevada actividad
metabdlica de estos animales hace que se li-
beren grandes cantidades de las sustancias
referidas. La mayoria de alérgenos de este
grupo se encuadran dentro de las lipocalinas
y las albiminas, si bien el Fel d 1, el alérge-
no mds relevante del epitelio del gato, posee
actividad uteroglobina.

Venenos

La alergia a veneno de himendpteros supone
un gran riesgo para los pacientes. La carac-
teristica comun que presentan estas sustan-
cias es que la mayoria se encuadran dentro
de las familias de proteinas con actividad
hialuronidasa y fosfolipasa, de ahi que entre
todos ellos exista un alto grado de reactivi-
dad cruzada'.

Fabricacién de _
productos alergénicos

La materia prima

En la fabricacion de los extractos alergéni-
cos, la seleccion de la materia prima resulta
crucial para la calidad y las caracteristicas de
los extractos. Por ello, es muy importante te-
ner en cuenta una serie de consideraciones a
fin de evitar la obtencién de extractos que no
cumplan con los pardmetros de calidad (fi-
gura 12) (http://www.emea.europa.eu/htms/
human/humanguidelines/biologicals.htm).

Polenes.

© 2009 Laboratorios Leti. Todos los derechos reservados.
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Figura 12. La naturaleza y las caracteristicas de la materia prima deben
reflejarse de la forma més clara posible en los certificados de anélisis de
los productos. El nombre cientifico de la materia prima (género y especie,
cuando sea posible), el tipo de fuente de la que se obtiene (polen, acaro,
epitelio...) y otros factores, como la recoleccion (método de recogida), el
tratamiento (si ha sido previamente tratada, por ejemplo para su desen-
grasado) o el almacenamiento (humedad, temperatura), deben quedar do-
cumentados en cualquier materia prima que se recoja. Ademas, el nombre
del proveedor, el origen, la fecha de la recoleccion, la uniformidad de la
misma, la riqueza y el grado de pureza son parametros que resulta impres-
cindible conocer y que deberian aparecer detallados en las etiquetas
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Figura 13. Cultivo de Tyrophagus putrescentiae. Una vez que  Figura 15. Cultivos de hongos
el cultivo esta lo suficientemente maduro como para poder em-

plearse en la fabricacion de extractos, se lleva a cabo un mi-

nucioso estudio morfolégico y de riqueza para garantizar la ca-

lidad del extracto

Figura 14. Materia prima de Dermatophagoides pteronyssinus Figura 16. Materia prima de polen de Olea europaea. Destaca el eti-
quetado del producto, donde figuran todos los datos de identifica-
cion

O | Acaros. (figuras 13y 14).
9 | Hongos (figura 15).

@ | Alérgenos animales.

@ | Venenos.

Fabricacion de los extractos

La fabricacion de los extractos conlleva una serie de pasos que tienen por objeto la transformacion final de la
materia prima en un producto elaborado, rico en alérgenos y proteinas, y con un alto grado de purificacién
(figura 16). El producto final puede presentarse en forma de compuesto liofilizado, al que se le ha extraido su
contenido en agua, o como una suspension acuosa enriquecida (figura 17).

El proceso de fabricaciéon encaminado a la obtencidn de extractos alergénicos se describird siempre en deta-
lle, y todos los pasos cruciales de la elaboracién quedaran registrados para garantizar la trazabilidad del pro-
ducto y asegurar que no ha existido ningtn tipo de error en su fabricacién. Igualmente, cualquier incidente
deberd quedar reflejado en las guias de fabricacion, con lo que se garantizard la calidad final del producto.

Aungque el proceso de fabricacion de extractos alergénicos no se lleva a cabo en condiciones estériles, el tra-
bajo en condiciones higiénicas y con material estéril supone un paso critico en su elaboracién que va a ga-
rantizar una correcta calidad final del producto. La concentracion del producto, ya sea en forma acuosa o lio-
filizada, ha de ser preparada en condiciones estériles y en zonas destinadas para ello (figuras 18-22).
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Pélenes
Acaros
Epitelios
Hongos
Homogenizacion y extraccion en solventes Alimentos...

Centrifugacion
Recoleccion de la fabricacion proteica

Purificacion y esterilizacion del extracto

Liofilizacion
Fraccidn acuosa enriquecida

Materia prima

Figura 18. Proceso de liofilizacion de un extracto de Olea euro-
paea. El producto permanece a temperaturas inferiores a —60 °C,
y en condiciones absolutas de vacio

Figura 17. Esquema de fabricacion de los extractos

Figura 19. Detalle de |a etiqueta de uno de los frascos. Cabe des-  Figura 20. Proceso terminado, en el que se ha retirado toda el
tacar el hielo que se forma alrededor de los frascos al existirun ~ agua del extracto

contraste de temperatura muy elevado entre el interior y el exte-

rior de éstos

Figura 21. El material liofilizado presenta un estado sélido de as-  Figura 22. Detalle del material liofilizado que permite observar
pecto pulverulento (figuras). En este estado, el material es alta-  su aspecto pulverulento

mente estable si se conserva en condiciones de vacio y refrigera-

das con el fin de evitar su hidratacién
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Figura 23. Perfiles proteico y alergénico de extractos Figura 24. La proporcion de alérgeno mayoritario total se incremen-
de Betula alba ta debido a que el material irrelevante es eliminado de los extrac-
tos

Purificacién de los extractos

Como ya se ha mencionado, los extractos alergénicos estdn constituidos por diversas sustancias de origen
bioldgico. La eliminacién de muchas de ellas mediante procesos de didlisis, concentracion y filtracion reali-
zados durante la fabricacién hace que los extractos se enriquezcan en proteinas y alérgenos, sucesivamente.
Sin embargo, determinadas sustancias que se encuentran adheridas a la superficie de las proteinas todavia
permanecen tras la aplicacion de los sistemas tradicionales de purificacion de los extractos.

Gracias a un método patentado, conocido como «despigmentacién», los laboratorios LETT han introducido un
paso intermedio de semipurificacién, entre la fabricacion del extracto y la obtencion del producto final, encami-
nado a obtener extractos mas puros, con menos sustancias no alergénicas y con mayor concentracién de protei-
nas/alérgenos. El objetivo es la semipurificacion de los extractos alergénicos mediante un sistema de tratamien-
to dcido suave, de manera que se desprendan las impurezas y las sustancias «contaminantes» adheridas a los
alérgenos. En muchos de los extractos, y especialmente en los pdlenes, estas sustancias pueden ser visualizadas
mediante separacion electroforética. Debido a su color amarillo-parduzco han sido 1lamadas pigmentos. Ade-
mds, tras este proceso, se retiran compuestos lipidicos, glicidos y pequefios nucleétidos que quedan en los ex-
tractos nativos. Estas impurezas suponen entre un 30 y un 60% del peso total del extracto alergénico.

Recientes experimentos han demostrado que la presencia de estos pigmentos en los extractos alergénicos tie-
ne un efecto adyuvante Th2, de modo que, en presencia de cultivos celulares, estimulan la produccién de in-
terleucina 4.

El resultado es un compuesto purificado que conserva las mismas caracteris-
ticas y propiedades inmunoquimicas de los extractos nativos de procedencia'®
(figura 23). Por el contrario, la proporcién de alérgeno mayoritario y el con-
tenido proteico total se incrementan considerablemente debido a que el ma-
terial irrelevante es eliminado de los extractos (figura 24).

Fabricacion del producto final

En términos generales, se entiende por producto alergénico final aquel que va a
ser preparado a partir de otro producto intermedio (figura 25). Este suele estar
concentrado, y presenta una elevada potencia bioldgica y concentracion de alér-
geno. A partir de €l, y siguiendo los criterios de estandarizacion, el producto fi-
nal se diluird a fin de adecuarlo a la dosis humana de tratamiento. El proceso
debe llevarse a cabo segtn los estandares de fabricacién de productos farma-
céuticos, y cumpliendo de forma estricta las buenas practicas de laboratorio. Figura 25. Producto granel, alta-
En el caso de preparaciones que deban servirse estériles, las condiciones de  mente concentrado, de extracto de
esterilidad deberdn ser mantenidas durante los procesos de fabricacién del  Qlea europaea para preparacién
producto final. sublingual
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El proceso para obtener material aséptico incluye el llenado del material estéril en viales estériles y el almacena-
miento en condiciones asépticas. Debe ponerse especial atencion en el ambiente donde se trabaja, en el personal,
en las superficies de trabajo, etc. Esta fase de llenado debe realizarse en las llamadas salas blancas (4reas con
un estricto nivel de esterilidad, y donde deben cumplirse los limites en el nimero de particulas).

La adicién, al producto final, de alguna sustancia conservante ayudard a prevenir la contaminacién microbia-
na o la proliferacién de este tipo de agentes que pueden ocurrir durante el almacenaje de la solucién concen-
trada o en la fabricacién de la vacuna (especialmente en vacunas multidosis).

Tanto los productos intermedios como los finales son sometidos a una serie de controles que garantizan la es-

tabilidad del proceso, asi como la calidad del producto. Estos ensayos intermedios pueden ser los siguien-

tes:

e Composicién alergénica:

— Perfil proteico (SDS-PAGE).

— Isoelectroenfoque (IEF).

— Inmunoblot.

e Potencia alergénica (véase el apartado «Fabricacion de extractos estandarizados en potencia bioldgica).

e Control microbiolégico. Esterilidad o recuento microbiano.

¢ Contenido en conservantes/adyuvantes.

e Contenido de agua en liofilizados: <10%.

e Toxicidad anormal (hongos por via inyectable).

e En el caso de alérgenos adsorbidos en gel de hidréxido o fosfato de aluminio, debe comprobarse que la can-
tidad de aluminio que contienen es inferior al maximo permitido (1,25 mg Al*/dosis humana).

e Cuando se utiliza fosfato de calcio como adsorbente, el contenido de calcio no debe ser inferior al 80% ni
superior al 120% del valor declarado.

Estandarizacion de extractos alergénicos

Los primeros extractos estandarizados datan de los afos 70, cuando los extractos alergénicos comenzaron a
fabricarse segtn los criterios de potencia bioldgica y composicion alergénica. El objetivo de la estandariza-
cidén de extractos alergénicos consiste en corregir las variaciones de cada uno de los extractos de nueva fabri-
cacion y ajustarlos a una potencia final adecuada en funcién de un extracto de referencia. El objetivo es mi-
nimizar las variaciones cualitativas y cuantitativas en la composicién de los productos finales, con el fin de
obtener altos niveles de seguridad y eficacia (véase el médulo «Evidencia» de este curso) y lograr la consis-
tencia de los lotes de nueva fabricacion. En la actualidad, no son muchos los extractos disponibles que se pre-
sentan sin una estandarizacién adecuada; éstos suelen reducirse, generalmente, a extractos diagnosticos, en-
tre los que destacan los alimentos.

La estandarizacién de alérgenos comprende dos fases criticas que van a determinar el éxito de la obtencién
de extractos de calidad: la seleccién de un patrén de referencia interno (PRI), o estdndar de compaiiia, y la
seleccion de los procesos de estandarizacién mediante los cuales se van a comparar los lotes sucesivos con el
PRI. Tedricamente, la estandarizacién siempre debe hacerse con extractos purificados que contengan el mi-
nimo de sustancias de cardcter no alergénico o proteico, a fin de que no interfieran en los procesos. Sin em-
bargo, y como se ha comentado ya, los extractos alergénicos estdn formados por mezclas complejas de bio-
moléculas donde la presencia de otras sustancias es inevitable en mayor o menor grado. La obtencién de
extractos mas o menos purificados va a depender de los fabricantes, de los procesos de purificacion a los que
sometan a sus extractos, y de los pardmetros de control de calidad para la aceptacion de éstos.

Estandar de compaiiia (PRI)

Como se ha comentado en los puntos anteriores, los extractos alergénicos estdn constituidos por una mezcla
heterogénea de componentes alergénicos y no alergénicos, lo que hace que no sean faciles de estandarizar y
que dificilmente pueda cuantificarse cada componente. Por tanto, estd comtinmente aceptado que los extrac-
tos alergénicos no pueden ser tratados con los mismos procedimientos que otros productos biol6gicos.
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La consistencia de los extractos supone un reto a la hora de obtener extractos alergénicos de calidad. En fun-
cion de las exigencias en este paso, la calidad final puede variar considerablemente. Las diferencias en la ho-
mogeneidad de los extractos van a depender de dos puntos principales:

e Ll fabricante. En este caso, las diferencias se deberdn a los procesos de fabricacién, y van a depender del
tiempo, del solvente, del pH de la solucién extractante, de la temperatura, etc.

e La naturaleza de la materia prima (véase el apartado «Fuentes de alérgenos. La materia prima»). Estd am-
pliamente demostrado que las materia primas varian anualmente en funcién de las condiciones climaticas
(como la temperatura o la pluviosidad), de las subespecies, razas o variedades genéticas dentro de una mis-
ma especie, y, en los epitelios, del ciclo estral en que se encuentre el animal, el estado metabdlico o de ma-
duraci6n en que esté la fuente productora, etc.!*%.

Todas estas variables representan un problema real a la hora de establecer homologias entre las compaiiias y
entre los lotes sucesivos dentro de una misma compaiifa. Con el objetivo de minimizar esta variabilidad, se
establecio un sistema de estandarizacidon que absorbiera todas las diferencias y garantizara una homogenei-
dad de los lotes obtenidos a partir de distintas materias primas de la misma especie y en distintos afios. Para
ello, se establecieron los PRI o estdndares de compaiiia, cuyo objetivo principal es servir como referencia a
cada uno de los lotes sucesivos, de la misma materia prima, que se fabriquen. El PRI siempre se fabrica si-
guiendo un protocolo preestablecido. El resto de lotes que se preparen deberdn seguir exactamente la misma
metodologia que la empleada para el PRI, y los resultados se referenciaran en comparacion con €l. Por con-
siguiente, el extracto seleccionado como PRI serd caracterizado bioldgica e inmunoquimicamente emplean-
do los siguientes parametros:

e Pardmetros in vitro:

— Determinacion del perfil proteico/antigénico.

e Perfil en funcién del tamafio molecular de las proteinas (SDS-PAGE).

e Perfil en funcién del punto isoeléctrico de las proteinas (IEF).

e Perfil en funcién de ambos pardmetros (estudios de 2-D).

— Contenido proteico total del extracto (Lowry-Biuret, Bradford y unidades de nitrégeno proteico [PNU]).

— Caracterizacién mediante cromatografia.

— Perfil alergénico (inmunoblot con pool de sueros).

— Capacidad de unién a IgE: ELISA inhibicién (50% de inhibicién).

— Capacidad de uni6n a IgG: ELISA inhibicién (50% de inhibicidn).

— Cuantificacion de alérgenos mayoritarios y minoritarios.

e Parametros in vivo:

— Prueba cutdnea. Para la estandarizacion in vivo, la técnica mas empleada es la prueba cutdnea, bien median-
te el sistema del prick test, bien mediante la prueba de intradermorreaccion. El objetivo final es correlacio-
nar la respuesta de un grupo de pacientes sensibilizados al alérgeno en estudio con el extracto que se esta
empleando. Las particularidades de los diferentes métodos serdn tratadas mas adelante.

Una vez establecidas las caracteristicas del PRI, el resto de los extractos que se fabriquen deberan ajustarse
a un perfil similar al que presenta el patrén. Las especificaciones que debe cumplir cualquier extracto nuevo
fabricado son las de apariencia y descripcién similares, y las de pureza y potencia similares y ajustables al
método de estandarizacién y concentracion de alérgenos. De no cumplir alguna de las especificaciones exi-
gidas, el producto es rechazado.

Unidades de estandarizacion

En la actualidad, no son muchos los extractos disponibles que se presentan sin una estandarizacién adecua-
da. La presentacion de estos extractos se lleva a cabo basandose en diferentes unidades que no dan una idea
de la actividad real del extracto y no garantizan la seguridad del producto. Estas unidades se basan en una es-
tandarizacién en unidades de masa:

e Unidades Noon (1 Noon= cantidad de alérgeno extraido de 1 mg de MP).

e Unidades peso/volumen (1/100: 1 g de MP/100 mL de dilucién).

e Unidades de nitrégeno proteico (1 mg de N, contiene 100.000 PNU).

e Cantidad de liofilizado/mL.

e Unidades de alérgeno/mg.
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En estos casos, la concentracién de proteinas de cada extracto debe hacerse de forma obligatoria, con el fin
de conocer una composicion aproximada del extracto.

En cuanto a las unidades biolégicas de productos estandarizados biolégicamente, existe una gran variabili-
dad entre compaiifas. Las mds destacadas son: HEP, BU, AU, BAU, IRC y UB.

Tipos de estandarizacion

Actualmente, los métodos de estandarizacion se basan en dos lineas distintas: la estandarizacién en funcion
de la actividad bioldgica de los extractos alergénicos, y la estandarizacidn bioldgica en funcién de las unida-
des masa, donde el sistema mads destacado es la cuantificacién de algunos de los alérgenos principales de los
extractos. En este tltimo caso el valor del alérgeno se toma como valor de referencia orientativo, ya que, por
el momento, las unidades de potencia biolégica siguen manteniéndose, debido a que la misma concentracién
de alérgeno mayoritario en dos extractos de especies diferentes no significa lo mismo ni tiene el mismo efec-
to terapéutico.

Estandarizaciéon en funcién de la actividad biolégica

Estandarizacion in vivo

En general, la actividad bioldgica in vivo es la capacidad de un extracto alergénico de inducir una reaccién
cutdnea en una poblacion de pacientes sensibilizados al extracto en cuestién. Sin embargo, no todas las com-
pafiias fabricantes, ni todos los paises, utilizan el mismo sistema de estandarizacién, lo que, en cierta medi-
da, complica la comparacion de los extractos.

El sistema de estandarizacion mds habitual en los paises europeos se basa en las Nordic Guidelines (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Consiste en realizar una prueba cutdnea a un grupo de pacientes sen-
sibilizados a una fuente alergénica, empleando para ello diluciones seriadas de orden 10 del extracto aler-
génico procedente de la fuente alergénica a la que el paciente estd sensibilizado, y partiendo de una con-
centracion alta, hasta una significativamente baja. El tamafio de la papula se compara con el de un prick de
histamina a 10 mg/mL, para establecer la potencia relativa del extracto. Se estima que un mismo tamafio
de papula inducido por una concentracion de extracto alergénico y por el prick de histamina equivale a
10.000 BU/mL. Algunas variantes de este sistema han establecido una unidad similar; en ellos se describe
que un extracto tiene 10 unidades HEP cuando provoca una reaccion cutdnea similar a la provocada por un
prick de histamina (10 mg/mL). Con los datos de concentracién y tamaifio de pdpula obtenidos se fabrica
una recta de regresion, de modo que queden representadas, en una curva, la concentracién final de cada
una de las diluciones y, en otra, el tamaio de la papula (figura 26). De este modo se garantiza que el tama-
o de la papula del prick de histamina quede entre los tamafios inducidos por la menor y la mayor concen-
tracion del extracto en todos los casos.

La seleccion de los pacientes para los estudios de 2,1

estandarizacion se lleva a cabo siguiendo criterios . 0,&93%x9%;é81 31 L4
geograficos, esto es, sujetos residentes en zonas 1,9 4 ’

donde la prevalencia del alérgeno en cuestion es 1,8 )
significativa. Los pacientes seleccionados deben | 1,7

haber recibido el diagnéstico de sufrir sensibiliza- E, 1,6 <9,

cion al alérgeno del estudio. El nimero se determi- = 154

na segun criterios estadisticos y estudios muestra- 144

les, en los que se tiene en cuenta la poblacién total, 1:3 | é

la poblacién sensibilizada, el error mdximo acep- e

tado y la confianza requerida en el estudio, entre T3 2 1 0' 1 5
otras. Por dltimo, se efecttia la toma de una mues- log Conc (mg/ml)

tra de suero para su posterior andlisis, en el que se

cuantifican los niveles de IgE especifica al extracto  Figura 26. Con los datos de concentracion y de tamafio de papula
alergénico y se analiza el perfil alergénico del pa-  obtenidos se elabora una recta de regresion, de modo que queden
ciente. Los sueros con niveles adecuados de IgE  representadas, en una curva, la concentracion final de cada una de
especifica se emplearan para la fabricacién de un  1as diluciones y, en otra curva, el tamafio de la papula
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Tabla 4. Sistema comparativo entre estandarizacion europea y americana

Americano Europeo

15 pacientes altamente sensibilizados 20 pacientes sensibilizados

Test intradérmico Test cuténeo

Titulacién a punto final Comparacién con la papula de histamina
50 mm de la suma de los didmetros del eritema 10 mg/mL de histamina

BAU (bioequivalent allergy unit) HEP (histamine equivalent prick)

pool de sueros con los que se llevardn a cabo los ensayos de caracterizacion del extracto, y la valoracion de
los lotes siguientes.

El sistema americano emplea test intracutdneos en pacientes altamente sensibilizados, y evalda la capacidad
de producir un eritema de 50 mm, sin ninguna comparacién con la prueba de la histamina. El objetivo es de-
terminar la concentracién de alérgeno que resultard segura y, a partir de ésta, definir la concentracién a la que
se puede iniciar el tratamiento de inmunoterapia. La unidad de estandarizacién son 100.000 AU/mL. Los re-
sultados de uno y otro método son dificiles de comparar, puesto que, ademads, las caracteristicas de fabrica-
cién de los extractos son también diferentes (tabla 4).

El sistema Brighton se estableci6 a finales de los 70 como un nuevo método de estandarizacion basado en re-
sultados in vivo e in vitro*'. El autor establecia que un extracto contenfa 10 unidades bioldgicas cuando el
prick, probado en 30 pacientes sensibilizados al extracto en cuestion, inducia un tamafio de papula cuya me-
dia geométrica era de 75 mm?. El material alergénico debia ser extraido en solucién de Coca y contener un
50% de glicerol y un 0,4% de fenol. De este modo se realizaban cuatro diluciones por duplicado, a razén de
diez veces, y se ensayaba en el brazo de los pacientes alérgicos seleccionados. Con esto se establecia la acti-
vidad bioldgica final de un extracto no diluido. A continuacién se realizaba un ensayo de isoelectroenfoque
(perfil proteico) a fin de determinar los componentes del extracto, y, si éstos eran los correctos, se analizaba
la potencia in vitro del extracto mediante inhibicién de RAST, de modo que se calculaba el 50% de inhibi-
cion. Con esto se obtenia un valor expresado en unidades por mililitro. Por tltimo, a partir de los datos de la
media del tamafio de la papula y la potencia bioldgica del extracto, se calculaba un coeficiente de correlacién
que permitia establecer unos limites de potencia para los extractos utilizados en el prick.

Estandarizacion in vitro

Para la estandarizacion in vitro del extracto, se calcula el 50% de inhibicién del producto empleando un pool
de sueros de los pacientes con los que se ha llevado a cabo la valoracién in vivo. Este valor corresponde a los
miligramos de extracto que se necesitan para inhibir el 50% de extracto. De este modo se establece una co-
rrelacion entre los miligramos necesarios in vivo e in vitro, y éstos son los valores que se utilizan para deter-
minar el diagnéstico y el tratamiento del extracto.

Una vez que el extracto que va a ser utilizado como PRI se ha caracterizado inmunoquimicamente y se co-
nocen todas sus propiedades fisicoquimicas, su valoracidn in vivo y su potencia bioldgica, ya se puede decir
que el producto servird como referencia para la fabricacion de los lotes sucesivos (figura 27). Cualquier ex-
tracto del mismo alérgeno que se fabrique se comparara con el estandar de referencia, y para ello deberd cum-
plir una serie de requisitos, antes de ser aprobado, entre los que destaca un perfil antigénico similar sin au-
sencia de los alérgenos principales, y un contenido de alérgenos mayores adecuado. Ademas, la capacidad de
union de IgE e IgG deberd ser parecida y entrar dentro de unos valores limite.

Después de que el nuevo producto haya sido aceptado como lote del que se fabricaran nuevos tratamientos, la
potencia bioldgica se ajusta con la potencia bioldgica del lote PRI (figura 28). Esto garantiza una homogenei-
dad final de los lotes, pues asegura que todos tendrdn las mismas caracteristicas de seguridad y eficacia, y per-
mite que los tratamientos se continden en el tiempo sin verse afectados por materias primas recogidas en distin-
tas épocas o de diferentes fuentes. Los estrictos controles de calidad a los que se somete a los extractos
determinan la aceptabilidad o no de los productos para su uso humano. Lotes con potencia muy por debajo de
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lo requerido para los tratamientos, o que no cum-

plen con los pardmetros de calidad especificados en 2.1
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Fabricacion de extractos estandarizados en poten- _ _
cia bioldgica Figura 28. El resto de lotes que se preparen deberédn seguir exac-

Una vez que la potencia biolégica de un extracto lio- tamente_la _misma metodologia que la emplea(’ja para el p_atrén de

filizado ha sido definida con respecto al PRI, el si- referenmq interno _(PRI), y los resultados serén referenciados en
. . ’ comparacion con dicho patrén

guiente paso es diluir dicho extracto hasta la concen-

tracion establecida para tratamientos o diagndsticos.

Tras la estandarizacion de un extracto alergénico, se establece una equivalencia entre el resultado in vivo y la
capacidad de inhibicién que posee el extracto in vitro, y se define una correlacion entre ambos parametros.
Un vial para tratamiento, segtn los fabricantes, llevara la concentracién de miligramos equivalente a la obte-
nida en el ensayo in vivo, mientras que para el tratamiento esta concentracion se ajustard con la valoracién
obtenida en el ensayo in vitro. En el caso de los polimeros, la concentracién del extracto puede ser 100 veces
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mayor, e incluso mds, puesto que la capacidad de unién a IgE se ha reducido en mas de un 95%, aumentan-
do significativamente la eficacia de los productos. La concentracion de los extractos diagndsticos se basa en
el tamafio real de la valoracion in vivo.

Estandarizaciéon en unidades masa de alérgeno

Diferentes estudios clinicos realizados con gramineas, dcaros, ambrosia o veneno de himendpteros han suge-
rido que una cantidad entre 5 y 20 microgramos de alérgeno principal en dosis de mantenimiento es eficaz
para el tratamiento de la alergia; por lo tanto, estd aceptado por la comunidad cientifica que la presencia de
alérgenos mayores en los extractos es imprescindible para una adecuada eficacia de la inmunoterapia, pues-
to que los alérgenos son el principio activo de las vacunas alergénicas®.

La estandarizacién en unidades masa de alérgenos se basa en la cuantificacion de ciertos alérgenos presentes
en los extractos alergénicos, con el fin de garantizar una concentraciéon adecuada de aquéllos en todos los lo-
tes de un mismo extracto. Los alérgenos pueden cuantificarse empleando tres métodos distintos:

e Anticuerpos policlonales.

e Anticuerpos monoclonales.

o Densitometria de escéner?.

El empleo de anticuerpos monoclonales ha sido el de mds amplia difusidn, si bien su principal problema es
el de la especificidad. En ocasiones, al existir reactividad cruzada entre alérgenos, puede aparecer un recono-
cimiento cruzado, lo que da lugar a una sobrevaloracion del alérgeno. Por otro lado, al ser tan especificos de
una unica secuencia de aminodcidos dentro de la proteina, puede que sélo reconozcan una de las isoformas
del alérgeno, con lo cual se produce una infravaloracién del contenido. Otro problema que se deriva de la
cuantificacién basada en ensayos de ELISA es que la comparacidn entre los valores de alérgenos mayores
por diferentes compaiifas también difiere de forma significativa, aunque se emplee el mismo método de ané-
lisis. Esto es debido a que, en la actualidad, no existen reactivos validados o estandarizados que garanticen la
uniformidad de los resultados?. Por tanto, no todos los anticuerpos monoclonales van a reconocer los mis-
mos epitopos de los alérgenos, lo que conlleva una variabilidad considerable.

Los diferentes métodos de cuantificacion de alérgenos dependen de la seleccién apropiada de las sustancias
alergénicas que se va a valorar, aunque deben ser independientes del reconocimiento de los sueros de los pa-
cientes®. Este es uno de los principales problemas cuando se pretende una estandarizacién tnica a nivel de
alérgenos principales, ya que la determinacién de un tnico alérgeno mayor puede no dar una ratio real de la
potencia del extracto, con lo cual la homogeneidad de los lotes se verd seriamente comprometida, a excep-
cion de la similitud con el alérgeno en cuestién. Por otro lado, al seleccionar exclusivamente uno o dos alér-
genos principales como mucho, la importancia de los alérgenos menores y de los otros alérgenos principales
es ignorada completamente, de modo que el tratamiento puede no ser eficaz para todos los grupos de pobla-
ciones.

Desde 1978, se han tratado de emplear numerosos estandares internacionales que sirvieran como referencia
para la cuantificacién de los extractos; sin embargo, los esfuerzos por conseguir unos reactivos comunes no
han tenido mucho éxito. El no trabajar con reactivos validados puede afectar a los resultados y dar lugar a va-
loraciones que no son comparables entre diferentes compaififas; por tanto, un sistema de estandarizacién ba-
sado en microgramos de alérgenos requiere materiales de referencia reconocidos internacionalmente. Para
tratar de reducir las diferencias entre compafifas y evitar que cada una de ellas trabajara con reactivos pro-
pios, en el afio 2002 surgid, con buen criterio, el proyecto CREATE, encuadrado en el 5.° Programa Marco
de la Comunidad Europea. El objetivo de este proyecto era establecer una serie de reactivos comunes, pre-
parados a partir de alérgenos nativos y recombinantes y de anticuerpos monoclonales especificos, con el fin
de que los resultados pudieran ser unificados. Para ello, se disefiaron toda una serie de ensayos basados en la
metodologia ELISA. Aunque el objetivo final del proyecto no ha llegado a alcanzarse totalmente, resultados
parciales han permitido que las formas recombinantes de los alérgenos Bet v 1 y Phl p 5a estén siendo eva-
luadas como estandares biolégicos de referencia para ser incluidas en la Farmacopea Europea, lo que abre la
puerta a que, en un futuro, se pueda trabajar con estandares internacionales armonizados. Hasta el momento,
los resultados de los que se dispone no permiten el empleo exclusivo de alérgenos recombinantes en los pro-
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tocolos de estandarizacidn alergénica, y no son suficientes para facilitar la comparacioén de los productos a
partir de unidades masa de alérgeno mayor?’. En la actualidad, se trabaja en la mejora de las formas recom-
binantes de Phl p 5b, Ole e 1, Derp 1, Der f 1 y Der f 2.

En resumen, la estandarizacién de extractos alergénicos basada exclusivamente en unidades masa de alérge-
no mayor no parece ser viable por el momento, y debe ser combinada con una estandarizacién de potencia
bioldgica que garantice la seguridad y la eficacia de los extractos alergénicos. Sin embargo, la concentracién
adecuada y la identificacion de alérgenos resultan cruciales para garantizar tanto la presencia del principio
activo en las vacunas como la eficacia de la inmunoterapia®.

Galénica de las vacunas alergénicas. Tipos de vacunas

Dentro de la clasificacién de los medicamentos especiales, los medicamentos inmunolégicos se definen co-
mo productos terapéuticos consistentes en vacunas, toxinas, sueros y alérgenos. Segtn el Real Decreto
1345/2007 (www.boe.es/boe/dias/2007/11/07/pdfs/A45652-45698.pdf), los productos alergénicos compren-
den cualquier medicamento destinado a detectar o provocar una alteracién adquirida y especifica en la res-
puesta inmunoldgica a un agente alergenizante.

La presentacién de los medicamentos alergénicos variara segun el tipo de inmunoterapia que vaya a emplear-
se para el tratamiento de la enfermedad alérgica, y también en funcién de la via de administracion utilizada.
Las distintas formas farmacéuticas de los extractos alergénicos son las siguientes:

e Soluciones inyectables.

¢ Suspensiones inyectables.

e Soluciones sublinguales o nasales.

e Comprimidos o cépsulas.

e Polvos o liofilizados.

e Parches.

Las vacunas utilizadas con mayor frecuencia en la practica clinica contra las alergias estan disponibles ac-
tualmente como productos estandarizados o pendientes de estandarizacion.

Una de las principales particularidades de la inmunoterapia empleada en el tratamiento de la alergia es su ca-
racter individual. Segtn el Real Decreto 1345/2007, las vacunas individualizadas son las preparadas con
agentes inmunizantes a concentracion y dilucién especificas, segin la correspondiente prescripcién faculta-
tiva para un paciente determinado.

Aunque existen distintos tipos de inmunoterapia y diferentes productos, muchos de ellos se encuentran ac-
tualmente en fase de investigacion o en estudios clinicos, y no han sido atin aprobados para el tratamiento de
la enfermedad alérgica®. Hoy en dia, los extractos utilizados para inmunoterapia son de dos tipos, principal-
mente: extractos no modificados, en los que los alérgenos son utilizados en condiciones nativas, y extractos
modificados, en los que se llevan a cabo ciertos cambios para mejorar la inmunogenicidad y reducir la aler-
genicidad (tabla 5).

Extractos alergénicos no modificados

(véase el modulo «Mecanismos de accion» de este curso)

Dentro del grupo de extractos alergénicos no modificados se incluyen las vacunas, cuya formulacién final se
caracteriza porque los alérgenos se presentan en un estado nativo, sin sufrir ningun tipo de tratamiento pos-
terior.

Vacunas acuosas

Las vacunas acuosas fueron la primera forma de inmunoterapia subcutdnea utilizada. La preparacién de es-
tas vacunas puede hacerse de dos formas. La primera consiste en diluir, en una solucién adecuada (que pue-
de ser agua, o algtin tampdn fosfato o una solucidn salina), el producto resultante de la extraccion de la fuen-
te alergénica. En otras ocasiones, la disolucion se realiza a partir de un extracto liofilizado a la concentracién
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Tabla 5. Caracteristicas principales de los extractos para inmunoterapia

Tipos de vacunas

Acuosa

Nasal

Sublingual

Con modificacion
fisica

Con modificacion

guimica

Concentracion de | Sin Ajustada por Ajustada por Ajustada por Ajustada por

alérgenos estandarizar estandarizacion. estandarizacion. estandarizacidn estandarizacin. Muy
Alta concentracion | Muy alta alta concentracion
de alérgenos (2-5 concentracion de de alérgenos (10
veces superior a los | alérgenos (10-15 veces superior a los
extractos nativos) veces superior a los extractos nativos)

extractos nativos)
Adyuvante No No No Si Si
Excipiente Solucién Solucidn acuosa Solucién acuosa Solucidn acuosa Solucidn acuosa
acuosa salina | salina fosfatada fosfatada fosfatada
Conservante No No Fenol/glicerina Fenol Fenol

requerida. Estos extractos son poco utilizados en la practica clinica en nuestro pais, si bien estdn ampliamen-
te difundidos en Estados Unidos y Sudamérica. Entre los principales inconvenientes encontramos que, por lo
general, no se trata de vacunas estandarizadas, con lo que la variabilidad del extracto y la materia prima no
resulta ajustada entre los diferentes lotes; son vacunas muy poco estables y de corta semivida, al estar disuel-
tas directamente en solucidn salina o agua, y el riesgo de reacciones adversas que pueden provocar es consi-
derable, y éstas son frecuentes.

Vacunas sublinguales

La inmunoterapia sublingual se basa en la administracion de elevadas dosis de alérgeno mediante dispensa-
cion de gotas debajo de la lengua. Esta via alternativa de administracion de alérgenos surgi6 hace algunos
aflos con el objetivo de reducir al minimo los efectos adversos que en ocasiones aparecian en los pacientes
tras la administracién de extractos alergénicos por via subcutdnea. Desde entonces, ha cobrado fuerza en pai-
ses como Francia o Italia, donde la mayoria de los tratamientos se hacen por via sublingual®. Se han realiza-
do diferentes ensayos clinicos, mads o menos exitosos, para demostrar su eficacia y seguridad®'.

Aunque el mecanismo inmunoldgico subyacente no esta todavia totalmente demostrado, en algunos estudios
se ha sugerido que la induccién de tolerancia en la superficie de la mucosa oral puede ser eficaz debido a una
supresion de la respuesta alérgica. Si parece estar demostrado que el proceso de presentacién antigénica es mas
lento, debido a las barreras que debe atravesar el alérgeno antes de entrar en contacto con las células presenta-
doras. Como consecuencia, uno de los puntos cruciales en la eficacia de las vacunas sublinguales es el tiempo
que los alérgenos deben permanecer en la mucosa. Experimentos realizados con alérgenos previamente mar-
cados con yodo con el objetivo de analizar la farmacocinética de este tipo de inmunoterapia han puesto de ma-
nifiesto que la sefial en plasma se detecta apenas 30 minutos despu€s de la aplicacion de la muestra, si bien se
detectd que la actividad persistia en la region sublingual hasta unas 40 horas después de dicha aplicacion. Se-
guin se ha demostrado, el proceso de presentacion celular es mucho mas lento, puesto que el alérgeno debe ab-
sorberse en la mucosa y desencadenar la respuesta celular. Con el fin de conseguir una mayor estabilidad del
alérgeno, uno de los componentes principales de este tipo de vacunas es el glicerol. Asimismo, para prolongar
la presencia del alérgeno en la mucosa, algunos estudios se han encaminado a la utilizacién de compuestos
mucoadhesivos en la formulacion del extracto oral, con el objetivo de aumentar el tiempo de exposicion del
alérgeno, estimular la proliferacion de células T y aumentar la produccién de IgA e IgG.

Otra de las caracteristicas principales de la composicion de las vacunas sublinguales es la elevada concentra-
cién de alérgeno que contienen, que puede oscilar entre 10 y 50 veces mds la concentracion del extracto aler-
génico.

En las vacunas sublinguales, la composicion del extracto alergénico es la misma que en las subcutaneas. La
presentacion habitual se hace en funcion de la potencia bioldgica y/o la concentracién de alérgeno o alérge-
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nos mayoritarios, y lo inico que se modifica es el excipiente que contienen. En la mayoria de los casos, los
alérgenos vienen disueltos en soluciones acuosas fosfatadas para mantener el equilibrio de las proteinas, con
glicerina para estabilizar los alérgenos, y con fenol al 0,5% para evitar la proliferacion bacteriana, especial-
mente en los viales multidosis. En ocasiones, en la formulacidn se incluyen aromatizantes y saborizantes pa-
ra enmascarar el sabor desagradable de las vacunas.

Vacunas topiconasales

Hace unos aflos, surgieron una serie de trabajos que tenian por objetivo desarrollar vacunas que se aplicaran
directamente en las fosas nasales, al ser ésta la via de penetracién habitual de los aeroalérgenos. Los estudios
realizados pusieron de manifiesto un efecto terapéutico bueno y eficaz en las rinitis perenne y estacional, con
una mejoria significativa de la sintomatologia y el consumo de farmacos, y un reducido niimero de reaccio-
nes adversas.

Las vacunas nasales poseen caracteristicas similares a las de las vacunas que se emplean en terapia sublin-
gual, y consisten en extractos disueltos en solucién acuosa, que se pulverizan directamente en las fosas nasa-
les. Se preparan con excipientes adecuados para la mucosa nasal, con un pH entre 6 y 7,5, y pueden contener
una elevada concentracién del extracto alergénico. Sin embargo, este tipo de vacunas no han proliferado, de-
bido a que presentan algunos efectos secundarios molestos y a que, en ocasiones, reproducen la propia sin-
tomatologia alérgica, con secreciones nasales, estornudos, picor de nariz y obstruccién nasal.

Productos orales liofilizados

Recientemente, ha surgido una nueva forma de presentacién para vacunas de inmunoterapia, dirigida a pa-
cientes con rinitis. Consiste en un extracto alergénico liofilizado que se administra por via oral y contiene,
como excipientes, hidroxido sédico, manitol y gelatina. En la actualidad, no estd disponible mds que para el
tratamiento de una especie de gramineas (Phleum pratense), y no estd comercializado en nuestro pais.

Extractos modificados (véase el modulo «Mecanismos de accion» de este curso)

Cuando hablamos de vacunas alergénicas modificadas, nos estamos refiriendo a extractos alergénicos que han
sido sometidos a algun tipo de tratamiento con el fin de aumentar su eficacia y/o seguridad. Las modificacio-
nes que es posible aplicar a los extractos alergénicos son de tipo fisico, quimico o fisicoquimico.

Modificaciones fisicas

En las modificaciones fisicas se combinan los alérgenos con sustancias como el hidréxido de aluminio, el fos-
fato célcico, la tirosina o los liposomas, con el objetivo de aumentar la eficacia y reducir los efectos adversos.
Estas sustancias se unen a los alérgenos, en sus condiciones nativas, por adsorcién, por absorcién o incluso,
a veces, por inclusion de los alérgenos dentro de los productos a los que se asocian.

El objetivo de combinar los extractos alergénicos responde, por un lado, al efecto adyuvante que se busca con
estas sustancias y, por otro, a la conveniencia de reducir de la alergenicidad (con lo que se disminuye la posibi-
lidad de reacciones adversas). Aunque el mecanismo de accién varia considerablemente segtn el tipo utilizado,
en general, el efecto adyuvante se consigue porque las sustancias con las que se asocia el alérgeno actdan, fun-
damentalmente, favoreciendo la presentacion de los antigenos al sistema inmune mediante el secuestro de los
antigenos vacunales y su posterior liberacién de manera lenta y prolongada (estimulacion antigénica mas dura-
dera); de este modo, retienen el alérgeno en el lugar de inoculacién durante el mayor tiempo posible, lo que evi-
ta su desaparicién en la circulacién sanguinea, y produce una ligera inflamacién o granuloma que activa la atrac-
cién de células presentadoras de antigeno y macrdfagos y, por consiguiente, favorece la quimiotaxis.

El extracto alergénico unido al producto adyuvante se encuentra disuelto en una solucién salina fenolada con
un rango final de pH entre 6,5 y 7,5, y puede presentarse en forma estandarizada o en mg/mL. Se trata de pro-
ductos estables si se almacenan a temperaturas adecuadas.

Estudios doble ciego realizados en pacientes han puesto de manifiesto una elevada eficacia de estos produc-
tos para el tratamiento de la enfermedad alérgica. Las reacciones adversas son poco frecuentes (véase el mo-
dulo «Evidencia» de este curso).
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Modificaciones quimicas

En las modificaciones quimicas se introduce un
proceso que afecta a la estructura quimica del alér-
geno con el fin de aumentar, de forma significati-
va, la seguridad de la vacuna. Existen diferentes
métodos de modificacién quimica: 45,0 —

97,4 —
66,2 ==

1

"
Y

Polimerizacion de alérgenos. El proceso de poli-
merizacién es un tratamiento quimico del extracto
que contiene los alérgenos, cuyo objetivo es au-
mentar la seguridad de dicho extracto. El glutaral-
dehido es, hoy en dia, el producto mas empleado,
ya que da lugar a moléculas de elevado peso mole-
cular, con mucha menos alergenicidad (hasta un
95% menos), preservando la capacidad inmunogé-
nica. Se han empleado otras sustancias para obte- 14,4 i
ner moléculas que contuvieran los alérgenos de los
extractos nativos y redujeran la posibilidad de re-
acciones adversas; es el caso del formaldehido, los Std Nat
alginatos, moléculas de IgG, etc.
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Como consecuencia de la polimerizacidn, se obtie-  Figura 29. Polimeros. Tras la polimerizacion, se obtienen macro-

nen macrocomplejos de alto peso molecular que  complejos de alto peso molecular que contienen todos los alérgenos
presentes en los extractos nativos
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contienen todos los alérgenos presentes en los extractos nativos (figura 29). Estudios recientes, llevados a ca-
bo tras la digestion de los polimeros y el andlisis con espectrometria de masas, han puesto de manifiesto la
presencia de secuencias homdélogas de aminoécidos de alérgenos nativos en los compuestos polimerizados??
(figura 30; tabla 6). El principal objetivo de este proceso es aumentar la seguridad del extracto reduciendo la
alergenicidad, lo que permite que las concentraciones dispensadas en las vacunas sean mayores y conduce,
por consiguiente, a un aumento de la eficacia.

Tras la polimerizacion, los productos son purificados por ultrafiltracién y didlisis para retirar cualquier resto de
agente polimerizante, y diluidos en soluciones salinas fisiolégicas fenoladas para preparar los tratamientos.

Algunos extractos alergénicos se caracterizan por la combinacién de mas de un proceso quimico, lo que da
lugar a polimeros altamente purificados muy seguros y eficaces, segin se ha confirmado en ensayos clinicos
doble ciego controlados con placebo.

Modificaciones fisicoquimicas

Los productos englobados en este grupo se caracterizan por haber sido sometidos a los dos tipos de modifi-
caciones. El caso mds comun es la combinacién de moléculas polimerizadas con hidréxido de aluminio o al-
guln otro agente con el fin de que actie como adyuvante, potenciando la respuesta inmunolégica. Como en
los anteriores, la dilucién se lleva a cabo en solucién salina fisiolégica fenolada, y son preparados para ser
utilizados como vacunas.

Los excipientes. Variables terapéuticas

En general, los excipientes se definen como sustancias constituyentes de los productos farmacéuticos elabo-
rados, que se administran al paciente junto con el principio activo. La eleccién de los distintos excipientes
que utilizar en las vacunas para la alergia se efecttia de acuerdo con las funciones que presentan, consideran-

Tabla 6. Coincidencia de las secuencias en alérgenos de Betula alba en dos extractos nativos y en sus
correspondientes extractos despigmentados y polimerizados. La probabilidad esta calculada en base
al solapamiento, la intensidad de la seiial y la calidad del analisis de masas

Extractos nativos Extractos despigmentados polimerizados
Alérgeno Acceso Swis Prot  Probabilidad de coincidencia y Probabilidad de coincidencia y porcentaje
porcentaje de solapamiento de solapamiento
Betv 1.0101 P15494 Alta (83%) Alta (71%) Alta (33%) Alta (62%)
Bet v 1.0201 P45431 Alta (80%) Media (74%) Alta (20%) Media (34%)
Bet v 1.0301 P43176 Media (80%) Media (74%) Media (20%) Media (32%)
Bet v 1.0401/1.0801 | P43177 Alta (84%) Alta (81%) Alta (32%) Alta (43%)
Bet v 1.0501 P43178 Baja (60%) Baja (59%) Media (22%) Media (49%)
Bet v 1.0601/1.0901 | P43179 Alta (79%) Alta (78%) Media (22%) Alta (54%)
Betv 1.0701 P43180 Alta (79%) Media (74%) Alta (28%) Alta (36%)
Betv 1.1001 P43183 Media (74%) Media (73%) Media (22%) Media (49%)
Betv 1.1101 P43184 Media (80%) Media (74%) Media (20%) Media (32%)
Betv 1.1201 P43185 Baja (72%) Baja (62%) Baja (16%) Baja (36%)
Betv 1.1301/1.1401 | P43186 Alta (84%) Alta (78%) Alta (25%) Alta (36%)
Betv 2 P25816 Alta (47%) Alta (20%) Alta (5%) Alta (12%)
Betv 3 P43187 Baja (0%) Baja (0%) Baja (0%) Baja (0%)
Betv4 Q39419 Alta (26%) Alta (26%) Baja (0%) Baja (0%)
Betv 6 P15777 Alta (64%) Alta (40%) Alta (12%) Alta (20%)
Betv7 P81531 Alta (67%) Alta (67%) Alta (20%) Alta (9%)
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do la via de administracion de los extractos alergénicos, asi como la dosis para mejorar la aceptabilidad del
paciente e incrementar la duracién de la fase de accion del producto.

El agua
El agua es el solvente mds utilizado para cualquier producto farmacéutico. Segtn la Farmacopea Europea,
existen diferentes tipos de agua que pueden utilizarse en productos farmacéuticos.

Cuando el agua vaya a ser utilizada en soluciones inyectables, deberd cumplir unas caracteristicas especiales.
Estos puntos criticos incluyen un exhaustivo andlisis microbioldgico para demostrar que el agua estd libre de
agentes microbioldgicos y endotoxinas bacterianas (que no pueden ser superiores a 0,25 Ul/mL), ensayos de
conductividad, y valoracién de la concentracién total de carbono orgénico.

En caso de que el agua vaya a ser utilizada como vehiculo para la administracién de férmulas orales o nasa-
les no estériles, debera ser purificada. Esta se prepara por destilacion, y debe satisfacer los limites de endo-
toxinas y microorganismos.

Conservantes antimicrobianos y estabilizantes

Los conservantes son sustancias que se emplean para aumentar la semivida del producto y retardar y/o redu-
cir el crecimiento microbiano. Los microorganismos pueden reproducirse en los productos almacenados, es-
pecialmente si se trata de vacunas multidosis, por lo que la eficacia de los agentes conservantes es crucial pa-
ra garantizar la semivida y la eficacia del producto. La efectividad del compuesto antimicrobiano en el
producto final es testada siguiendo las pautas descritas en la Farmacopea Europea (apartado 5.1.3.).

El fenol al 0,5% es un bactericida cominmente empleado, que se utiliza en las vacunas multidosis. El glice-
rol también se utiliza de manera amplia para inhibir el crecimiento de los microorganismos.

En el caso de las vacunas inyectables para dosis multiples, es importante que contengan un conservante bac-
tericida o antimicrobiano en una concentracion suficiente para prevenir el desarrollo de microorganismos.
Los excipientes utilizados en estos casos deben ser, preferiblemente, sustancias isoténicas que reduzcan el
dolor durante la inyeccién. El agua es el mas comtinmente empleado, y la tonicidad adecuada suele alcanzar-
se mediante la adicién de cloruro sédico.

Adyuvantes

Los adyuvantes son sustancias que se agregan a las vacunas para aumentar su eficacia y mejorar la produc-
cidén de anticuerpos en el sistema inmunolégico, aunque en ocasiones se ha descrito que pueden amplificar la
respuesta inflamatoria. El estudio de nuevos adyuvantes es uno de los principales temas de investigacién en
el campo de las vacunas.

En alergia, los compuestos mads utilizados como adyuvantes de la respuesta inmunoldgica son las sales mi-
nerales (entre las que destacan el hidréxido de aluminio y el fosfato célcico), las emulsiones grasas (LPS o
monofosforil lipido A), los derivados microbianos y los inmunomoduladores humanos (citocinas). Reciente-
mente, se han ensayado sistemas con particulas de carbohidratos, preparaciones de alérgenos microencapsu-
lados o extractos de bacterias, con resultados satisfactorios. Las asociaciones de antigenos alergénicos con
adyuvantes del tipo de algunas citocinas (IL-2 o interferén) estdn investigdndose cada vez con un mayor in-
terés debido a su potencial de estimulacion antigénica, y probablemente, en un futuro, se incremente su uti-
lizacion.

El hidréxido de aluminio se emplea desde hace mucho tiempo para la adsorcién de los antigenos de las va-
cunas (tétanos, difteria, tos ferina...). En el caso de los alérgenos, su uso estd ampliamente generalizado, pues
permite una liberacion lenta del extracto en el punto de inyeccién y una potenciacién de la respuesta inmu-
noldgica. En un estudio realizado con veneno de himendpteros se analizé la respuesta inmunolégica produ-
cida en dos grupos de pacientes®. Un grupo se traté con extracto en solucién acuosa, sin adyuvante, y el otro
recibi6 un extracto adsorbido a hidréxido de aluminio. En ambos casos la concentracion del extracto era la
misma. El grupo tratado sin adyuvante presenté un mayor nimero de reacciones locales que el tratado con
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adyuvante, y, ademads, este ultimo desarroll6 de forma mds rdpida la sintesis de IgG4; los niveles de IgE se
comportaron de forma similar en ambos grupos.

Normativa legal

En el momento actual, la normativa legal en Espafa sobre productos y vacunas alergénicas estd muy poco
desarrollada en general. A escala europea existe la Directiva 2001/83, que describe los productos inmunol6-
gicos, y a partir de la cual se han desarrollado las transposiciones a las legislaciones nacionales; sin embar-
2o, en Europa no existe una armonizacion de los productos alergénicos.

En el Estado espafiol, la legislacion (Ley 29/2006; http://www.boe.es/g/es/bases_datos/doc.php?coleccio
n=iberlex&id=2006/13554) incluye los extractos alergénicos como medicamentos inmunoldgicos, pero
exime las vacunas alergénicas individualizadas de la autorizacién de registro de medicamentos conven-
cionales.

Actualmente, el Real Decreto 1345/2007 (www.boe.es/boe/dias/2007/11/07/pdfs/A45652-45698.pdf) inclu-
ye los siguientes articulos sobre productos alergénicos:

Articulo 2

Considera productos alergénicos todos los medicamentos consistentes en vacunas, toxinas, sueros y alérge-

nos, y define los productos alergénicos como cualquier medicamento destinado a detectar o provocar una al-

teracién adquirida y especifica en la respuesta inmunolégica a un agente alergenizante. Los siguientes arti-
culos especifican los puntos relacionados con los productos alergénicos:

e Articulo 19. Medicamento inmunolégico.

e Articulo 20. Vacunas individualizadas (véase el apartado «Galénica de las vacunas alergénicas. Tipos de
vacunas»): son las preparadas con agentes inmunizantes a concentracion y dilucién especifica, en base a la
correspondiente prescripcion facultativa para un paciente determinado.

e Articulo 21. Alérgeno: todo producto destinado a identificar o provocar una modificacion especifica y ad-
quirida de la respuesta inmunoldgica a un agente alergenizante.

Seccion 2.°. Vacunas y alérgenos

e Articulo 44. Vacunas individualizadas. Para las vacunas de uso individual, se podran establecer limitacio-
nes del alcance de lo indicado en el Anexo I («Requisitos para la autorizacién de medicamentos»), de acuer-
do con las caracteristicas de estos productos.

En otros paises como Alemania, los diagndsticos y tratamientos deben estar registrados, pero no asi las va-
cunas individuales. En Portugal no existe un registro de vacunas individuales, y en Francia las vacunas indi-
viduales requieren un registro especifico.
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