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SÍNTESIS 

Los ácaros domésticos constituyen los alergenos de mayor preeminencia en el país, causantes 

de alergias respiratorias y asma. Se describe el desarrollo, a ciclo completo, de tres extractos 

alergénicos estandarizados de las especies más importantes: Dermatophagoides pteronyssinus 

(DP), Dermatophagoides siboney (DS) y Blomia tropicalis (BT), como vacunas terapéuticas para 

el asma. La estandarización de los productos se apoyó en el desarrollo de inmunoensayos 

analíticos para la actividad y composición alergénicas, basados en IgE de pacientes alérgicos, y 

para la determinación de Alergenos Mayores con anticuerpos monoclonales o policlonales. El 

proceso de fabricación estandarizado, desarrollado a partir de un método original de cultivo de 

ácaros, logró altos índices de consistencia. Se demostró la estabilidad de los productos 

liofilizados durante 60 meses a 4°C. Dos ensayos clínicos por producto para la aplicación 

diagnóstica, permitieron estandarizar la prueba cutánea con la dosis y límite de corte óptimos, en 

cuanto a sensibilidad y especificidad. Finalmente, la consistencia de la eficacia y seguridad como 

vacunas terapéuticas, se demostró mediante un meta-análisis de seis ensayos clínicos de 

inmunoterapia en asma. El tratamiento fue eficaz en el 76% de los pacientes, y se redujeron los 

síntomas y la medicación en 60%. No se registraron reacciones sistémicas severas. Los 

productos fueron Registrados en Cuba para ambas indicaciones, constituyendo los primeros de 

su tipo en el país, y los primeros en el mundo para DS y BT. La disponibilidad de vacunas 

alergénicas estandarizadas de alta calidad, a escala industrial, constituye una herramienta útil 

para el manejo etiológico del asma.  
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ABREVIATURAS 
AcM: Anticuerpo monoclonal. 
AcP: Anticuerpo policlonal. 
BT: Blomia tropicalis. 

BPF: Buenas Prácticas de Fabricación. 
C50 o C50: Concentración de alergeno que produce 50% de inhibición en el ELISA de Inhibición de IgE. 
Ch10 o Ch10: Reactividad cutánea individual de cada paciente relativa a la histamina 10 mg/mL. 
CECMED: Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos de Cuba. 
CGM: Criterio General de Mejoría, variable empleada en los ensayos clínicos de inmunoterapia. 
CV: Coeficiente de variación. 
CVG: Coeficiente de variación geométrico. 
d: Diámetro del habón. 
D. : Dermatophagoides. 
DF: Dermatophagoides farinae. 

DP: Dermatophagoides pteronyssinus. 

DS: Dermatophagoides siboney. 

ECL: Enhanced Chemieluminiscence, Quimioluminiscencia amplificada  
EA: Eventos Adversos. 
EMEA: European Medicine Evaluation Agency, Agencia Europea de Evaluación de Medicamentos. 
FDA: Food and Drug Administration, Agencia Federal de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU. 
FPE: Flujo Pico Espiratorio. 
VFPE: Variabilidad del Flujo Pico Espiratorio. 
IC, IC95% o IC95%: Intervalos de confianza del 95%. 
ICH: Conferencia internacional de armonización de las regulaciones farmacéuticas, siglas en inglés. 
IT: Inmunoterapia alergeno-específica. 
MD: Mean Difference, Diferencia de Promedios entre Activo y Placebo, variable empleada en el meta-análisis. 
MPA: Materia Prima Alergénica. 
OR: Odds Ratio, Razón de Tasas. 
PR o Pr: Potencia relativa. 
RAST: Radio-Allergo-Sorbent Test, Radioinmunoensayo para la determinación de IgE alergeno-específica.  
RC: Reactividad cutánea. 
RI: Referencia Interna. 
ROC: Receiving Operator Curve. 
RR: Risk Ratio, Razón de Riesgo. 
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de duodecil-sulfato de sodio, siglas en inglés. 
SMD: Standardized Mean Difference, Diferencia Estandarizada de Promedios entre Activo y Placebo, variable 

empleada en el meta-análisis. 
UB: Unidades Biológicas. 
UI: Unidades Internacionales. 
USP: United States Pharmacopeia, Farmacopea de los Estados Unidos. 
WB-IgE: Western Blotting con inmunodetección de IgE.   
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I. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades alérgicas y en particular el asma, constituyen un problema de salud a escala 

global por su alta prevalencia y tasa de crecimiento, asociada al estilo de vida de la sociedad 

moderna, la urbanización y los cambios ambientales; así como, por su creciente impacto 

socioeconómico. En varios países desarrollados la prevalencia del asma alcanza cerca del 20% de 

la población y es, incluso, más elevada en los niños. El asma de etiología alérgica es responsable de 

la mayor parte. La sensibilización alérgica se ha duplicado en varios países en un término de dos o 

tres décadas. 1 , 2 , 3  El enfoque farmacológico convencional para el manejo del asma y las 

enfermedades alérgicas ha demostrado su ineficacia en términos de política de salud pública, al 

incrementar considerablemente los costos de atención sin incidir en la prevalencia. Por ejemplo, en 

EE.UU., el asma es responsable del 12% de los gastos de salud, lo que equivale al 2% de su 

Producto Interno Bruto.4 En Cuba, la prevalencia e impacto del asma son similares a los países 

desarrollados y superiores a la media latinoamericana. 5,6  

Los alergenos de ácaros domésticos son los principales agentes etiológicos del asma alérgica y su 

importancia es aún mayor en el clima tropical.7 El papel de los ácaros, como alergeno dominante en 

el polvo doméstico, se descubrió en los años 60.8 En las últimas dos décadas, con la aplicación de la 

tecnología del ADN recombinante, se han caracterizado hasta 22 proteínas alergénicas 

(propiamente alergenos) derivados de varias especies de ácaros y se han identificado las 

principales, los llamados Alergenos Mayores, como los responsables de inducir anticuerpos IgE en 

los pacientes alérgicos, con mayor frecuencia e intensidad.9  En Cuba se han identificado tres 

especies de importancia: Dermatophagoides pteronyssinus, (la más importante a nivel mundial) 

Blomia tropicalis (propia de zonas tropicales) y D. siboney (endémica de Cuba).10  En estudios 

realizados durante 1994-1997, que sirvieron de antecedente directo a este trabajo, investigadores de 

nuestro grupo caracterizaron los componentes alergénicos principales de D. siboney.11 Cerca del 

80% de los asmáticos cubanos están sensibilizados a alguna de estas especies. 12 

La inmunoterapia alergeno-específica (IT) tuvo sus orígenes en 1911.13 Durante varios decenios fue 

un tratamiento de base empírica, en el que se empleaban inyecciones de extractos alergénicos con 

dosis progresivas hasta alcanzar la desensibilización o hiposensibilización del paciente. En la 

actualidad, a partir del empleo de las técnicas modernas de la inmunología molecular, se ha 

avanzado considerablemente en el esclarecimiento de los mecanismos de acción de la IT. Se 

conoce que la misma modifica la función inmunitaria alergeno-específica, antagonizando con la 

respuesta alérgica de anticuerpos IgE y células Th2, mediante la inducción de células T reguladoras 

y anticuerpos IgG4. 14  De ese modo, los preparados alergénicos para IT han merecido la 

denominación de vacunas terapéuticas.15   

La eficacia de la IT se ha documentado mejor en los últimos años, en ensayos clínicos controlados. 

La IT mejora sustancialmente los síntomas clínicos y reduce el consumo de medicamentos 

antiasmáticos, y su efecto perdura después de descontinuada. Al actuar sobre la memoria 

inmunológica, tiene el potencial de evitar la progresión de la enfermedad alérgica, en lo cual radica 

su efecto preventivo.15 De esa forma, la IT moderna, constituye el principal pilar del enfoque 

etiológico en el manejo de las enfermedades alérgicas, tornándose en una alternativa promisoria a la 

vía farmacológica que se limita al tratamiento de los síntomas. No obstante, a la IT se le ha 

achacado falta de consistencia en cuanto a eficacia clínica, asociada, en primer lugar, a una 
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insuficiente estandarización de los extractos alergénicos. También desde el punto de vista de la 

seguridad del tratamiento, la estandarización de los productos, en términos de actividad o contenido 

alergénico, es esencial para un control adecuado de la dosis, que permita reducir los riesgos de 

reacciones adversas de naturaleza alérgica, particularmente de reacciones sistémicas severas.15 

Los extractos alergénicos son mezclas complejas de proteínas extraídas de fuentes naturales, que 

se emplean para dos propósitos principales: el diagnóstico o identificación del alergeno causante 

(usualmente mediante pruebas cutáneas in-vivo) y la IT. Durante decenios los extractos alergénicos 

fueron preparaciones pobremente definidas, en términos de su composición molecular y sin 

conocimiento cabal de su actividad biológica. El concepto de estandarización de los productos 

alergénicos, que comienza a gestarse en los 80, y aún está en desarrollo, ha tenido como principal 

propósito establecer métodos para la determinación de la actividad biológica de los productos y 

lograr su consistencia a partir de la caracterización de los componentes alergénicos principales o 

Alergenos Mayores.16,17   

De esa forma, el sistema analítico de estandarización debe, en primer lugar, resolver la cuestión de 

qué y cómo medir. Se requiere, básicamente, de la definición del concepto de actividad biológica 

para este tipo de productos; del desarrollo de métodos analíticos y referencias para determinar dicha 

actividad; y del establecimiento de parámetros nominales y límites de tolerancia. La estandarización 

de los productos requiere también de la obtención de materias primas alergénicas definidas y, en 

general, incluye la estandarización de los procesos de fabricación y la determinación de la 

estabilidad de los productos. En la actualidad, existen diferentes sistemas de estandarización 

empleados en diversos países, lo cual no facilita la comparación entre fabricantes y productos 

homólogos.18 También subsisten todavía y se emplean en la clínica, un gran número de productos 

no estandarizados, incluso en nuestro país, donde desde la década del 60 se preparan extractos 

alergénicos en diferentes servicios de alergia, de forma artesanal.  

El proceso de estandarización ha servido de premisa tecnológica para la instauración del Registro de 

las preparaciones alergénicas como productos biofarmacéuticos, de acuerdo a los estándares de la 

industria farmacéutica moderna. El Registro, como institución estatal que evalúa y garantiza la 

calidad, eficacia y seguridad de los medicamentos, sobre la base de evidencias científicas, establece 

también, para estos productos, estudios preclínicos específicos y ensayos clínicos. 

En el presente trabajo nos hemos propuesto el desarrollo a ciclo completo, como productos 

biofarmacéuticos, de tres vacunas alergénicas de las especies de ácaros domésticos de mayor 

importancia en el país, dos de ellas (DS y BT), propias de países tropicales. El desarrollo de estos 

productos requiere, tanto de la investigación con propósitos cognitivos, como de elementos de 

diseño y desarrollo de procesos. En nuestro trabajo se entrelazan dialécticamente ambos elementos. 

Así, primeramente, los estudios de caracterización de los componentes alergénicos de DS y BT, son 

necesarios para establecer marcadores de actividad biológica que sirvan de base para el diseño del 

sistema de estandarización y el desarrollo de los métodos analíticos necesarios, particularmente, de 

ensayos inmunoenzimáticos con el empleo de IgE de pacientes alérgicos, o basados en anticuerpos 

mono y policlonales contra Alergenos Mayores. La validación de los métodos debe demostrar su 

capacidad para determinar la actividad y composición alergénica de los productos, de acuerdo a lo 

requerido para el control de la calidad de un producto farmacéutico.  

Asimismo, el diseño y desarrollo tecnológico del proceso de fabricación, que parte del método de 
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cultivo y propagación de los ácaros, e incluye procesos de purificación mediante ultrafiltración, y de 

liofilización, debe cumplir los requerimientos de las Buenas Prácticas de Fabricación. La efectividad 

de las medidas de estandarización del proceso, se evalúa determinando la consistencia de los 

parámetros de calidad de los productos, haciendo uso del sistema analítico desarrollado, que 

también se emplea en la determinación de la estabilidad de productos finales e intermedios. 

Finalmente, la seguridad y eficacia de los productos se evalúan en ensayos preclínicos de toxicidad 

y en ensayos clínicos, primeramente, para su aplicación en el diagnóstico mediante la prueba de 

punción cutánea, y posteriormente, como vacunas terapéuticas, en seis ensayos clínicos de IT del 

asma, dos por cada producto. El método estadístico del meta-análisis permite la integración de los 

resultados clínicos y hace posible juzgar su consistencia.   

En general, el trabajo tiene como hipótesis, que el desarrollo de vacunas de alergenos de 
ácaros domésticos tropicales, basado en la estandarización de su actividad y composición 
alergénicas, permite la obtención de resultados consistentes en cuanto a eficacia y 
seguridad, en el tratamiento del asma alérgica en la población cubana. En consecuencia, el 

objetivo general, que es el desarrollo de vacunas alergénicas estandarizadas de los ácaros: 

Dermatophagoides pteronyssinus, D. siboney y Blomia tropicalis, hasta su Registro como productos 

biofarmacéuticos, se concibe a partir de las tareas de desarrollo esbozadas previamente y de los 

siguientes objetivos específicos de carácter cognoscitivo: 

1. Caracterizar los componentes alergénicos principales de los extractos alergénicos y determinar 

su aporte individual a la actividad alergénica total, como elemento básico para el diseño del 

sistema analítico de estandarización. 

2. Validar los métodos analíticos desarrollados para determinar actividad, composición alergénica y 

contenido de alergenos individuales, evaluando su capacidad como ensayos de control de 

calidad. 

3. Evaluar la consistencia de los procesos de fabricación desarrollados, incluyendo el cultivo de 

ácaros, en términos de reducción de la variabilidad biológica natural, a partir del diseño y 

aplicación de medidas de estandarización y desarrollos tecnológicos específicos. 

4. Determinar la estabilidad de la formulación liofilizada y del producto reconstituido.  

5. Evaluar la inocuidad de los productos desde el punto de vista toxicológico. 

6. Evaluar la eficacia diagnóstica de los productos en la prueba de punción cutánea y seleccionar la 

dosis óptima. 

7. Evaluar la seguridad, eficacia y consistencia clínica de los productos como vacunas terapéuticas 

para la inmunoterapia del asma. 

El impacto científico-técnico del trabajo radica primeramente, en los conocimientos aportados 

referentes a las propiedades inmunobiológicas de los alergenos de los ácaros DS y BT; así como, en 

cuanto a la reactividad alérgica hacia los mismos en nuestra población. Desde el punto de vista 

tecnológico, se introduce en el país por primera vez la tecnología de producción y evaluación de 

productos alergénicos industriales. En los casos de DS y BT, se obtienen las primeras vacunas 

estandarizadas y registradas en el mundo, ya que, al tratarse de ácaros tropicales, no son de interés 

para los fabricantes de países desarrollados. Se realizan aportes tecnológicos de particular novedad 

como el método de cultivo de los ácaros, patentado en Cuba. Como aporte metodológico, el proceso 

integral de desarrollo a ciclo completo de estas vacunas, reviste aspectos de novedad por su 

aplicación por primera vez fuera de países desarrollados y en el contexto de un complejo científico-
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industrial con diversas producciones biofarmacéuticas y un sistema de calidad único, como lo es 

BIOCEN. Esta metodología sería de utilidad para otros productos alergénicos en perspectiva. Los 

resultados del trabajo han sido publicados en 18 artículos en revistas nacionales e internacionales, a 

la vez que otros 15 artículos, publicados por el autor, guardan una estrecha relación con los mismos. 

También han sido expuestos en 16 eventos científicos internacionales y han merecido un Premio de 

la Academia de Ciencias y un Premio Anual de Salud, en Cuba. 

El principal aporte de valor práctico y social es la posibilidad de contar en el país, con vacunas 

alergénicas estandarizadas y registradas para la IT del asma, una enfermedad de alta y creciente 

prevalencia en Cuba, lo cual hace posible la extensión y generalización de un enfoque etiológico en 

el manejo de la misma, con potencialidades preventivas. Los productos han sido introducidos en el 

cuadro básico de medicamentos, sustituyendo crecientemente los preparados artesanales que aún 

se emplean en los servicios de alergia.  

Este Resumen contiene un capítulo de Materiales y Métodos y otro de Resultados y Discusión, este 

último subdividido en siete acápites correspondientes a cada objetivo y un acápite de discusión 

general. En los mismos, si bien se abarca el enfoque integral de ciclo completo, se profundiza en 

mayor grado en aquellos resultados que tienen un mayor impacto en la estandarización de los 

productos alergénicos y guardan por ello, más relación con la hipótesis. Para ilustrar el proceso de 

desarrollo a ciclo completo y la interrelación entre sus diferentes fases, se incluye en la Fig. 1, un 

esquema cronológico, que hace referencia a los acápites del capítulo de Resultados y Discusión. 

 

II. MATERIALES Y MÉTODOS 

II.1 Métodos analíticos para la evaluación de alergenos 
Prueba cutánea y determinación de potencia biológica in-vivo: La prueba de punción se realizó 

empleando lancetas con puntas de 1 mm según la metodología de las Guías Nórdicas.19 Se midió el 

diámetro mayor y el ortogonal y se calculó el promedio de ambos brazos (d). La prueba se consideró 

positiva para d ≥ 3 mm. Para determinar la potencia alergénica in-vivo se aplicó la prueba de 

punción a 20 pacientes consecutivos con síntomas clínicos de alergia al polvo doméstico. Se define 

10 000 UB/mL como la concentración del producto capaz de producir un habón igual al provocado 

por una solución de histamina 54,3 mmol/L. La potencia individual se calculó según la fórmula:20 

P = (Aa/Ah)2,5  10 000 UB/mL; donde, Aa es el área del habón del alergeno y Ah la de la histamina. El 

valor final se calculó como la mediana de los 20 valores individuales.  

ELISA de inhibición de IgE: Este método se empleó para la determinación de la actividad 

alergénica total, y es similar al ensayo de la FDA.21 Se recubrieron microplacas MAXISORP con el 

extracto alergénico de referencia (RI). Se realizó la inhibición de la IgE de un pool de sueros de 

pacientes alérgicos, mediante su incubación con diluciones seriadas 1:3 del alergeno. Durante esta 

incubación, la IgE no inhibida por los alergenos en solución, se une al alergeno fijado a la placa. 

Después, se realizó la detección de la IgE fijada, mediante un conjugado anti-IgE-peroxidasa y 

adición de sustrato cromogénico tetra-metil-bencidina (TMB), con determinación de la Absorbancia a 

450 nm. La Potencia Relativa (PR) entre el producto muestra y la RI se calculó mediante el método 

estadístico de las rectas paralelas, 22 , 23 , 24  como la distancia horizontal entre ambas curvas de 

inhibición, empleando la expresión:  PR = 10(bs-br)/a; donde: bs es el intercepto de la muestra y br el de 

la referencia, y a la pendiente común.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig. 1. Esquema en orden cronológico de las etapas del ciclo completo de investigación-desarrollo 

con referencias a los acápites específicos del capítulo de Resultados y Discusión, indicadas entre 

corchetes. 
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Perfil de proteínas (SDS-PAGE) y de alergenos (Western Blotting IgE): Se empleó la 

electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS, según Laemmli,25 con patrón de peso 

molecular de 14 a 94 kDa, tinción de Comassie y análisis densitométrico (ImageMaster 1D v 3.0). Se 

realizó una transferencia semiseca del gel a una membrana de nitrocelulosa (0,45 µm), la cual se 

incubó con el pool de sueros IgE y se reveló con anti-IgE marcada con peroxidasa, sustrato 

quimioluminiscente (ECL) y registro en un filme POLAROID. En los primeros experimentos se 

empleó también el sustrato cromogénico diaminobencidina (DAB).   

Contenido de Alergenos Mayores Der p 1, Der p 2 y Der s 1: El procedimiento del ELISA anti 

Der  s 1 se describe en detalles por Sewer y col.26 Brevemente, se recubrieron placas con el AcM 

anti Der s 1 5F7/H8. Como anticuerpo secundario se empleó el AcM 4E10/E10 biotinilado. Se reveló 

con streptavidina-peroxidasa y sustrato TMB con lectura de absorbancia a 450 nm. Para Der p 1 y 

Der p 2, se emplearon inicialmente los ELISA-AcM comerciales de INDOOR (UK). Para reemplazar 

el ensayo comercial anti Der p 1, se desarrolló un ELISA con anticuerpos policlonales (AcP), que se 

obtuvieron en conejos inmunizados con Der s 1 inmunopurificado. Los AcP reconocieron tanto Der s 

1 como Der p 1. Se desarrolló un ELISA tipo sandwich directo tapizando placas con el AcP y 

revelando con el AcP conjugado con peroxidasa y sustrato TMB.   

Contenido de proteínas: Se determinó mediante la técnica de Lowry y col.27 empleando un patrón 

de seroalbúmina bovina.  

Validación: Se determinó la precisión intra e interensayo, exactitud, sensibilidad analítica, linealidad 

y rango para todos los ensayos desarrollados. Para el ELISA de inhibición de IgE, el estudio 

consistió en 65 ensayos válidos consecutivos de los tres productos. El límite de cuantificación fue 

determinado tomando los valores de C50 (concentración que corresponde al 50 % de inhibición) de la 

RI. Para el WB-IgE, se evaluó la linealidad de la función de respuesta del ensayo (intensidad de los 

picos principales vs. concentración) en el rango de 0,2 a 5,0 RI y se calculó el límite de detección 

(LD) empleando la expresión:28  LD = 3σ / K; donde, σ es el error estándar del intercepto y K es la 

pendiente de la recta de regresión. Se determinó la precisión intraensayo e interensayo a partir de 

21 análisis de los tres productos. Para los ELISA-AcM y AcP anti Grupo 1 se hicieron 12 ensayos en 

diferentes días, para cada ELISA. Se determinó la exactitud con respecto a los ELISA comerciales y 

se definió el rango del ensayo, como el intervalo de concentraciones en el que se cumplían los 

criterios de aceptabilidad para la linealidad, la exactitud y la precisión. 

II.2 Métodos de fabricación de extractos alergénicos  
Cultivo de ácaros: El método para la propagación de los ácaros fue patentado en Cuba y se 

describe en detalles en ese documento.29 Se propagó el cultivo a partir de la inoculación con ácaros 

aislados del polvo doméstico, identificados mediante claves taxonómicas pictóricas según cada 

especie.30 Se empleó un medio artificial hipoalergénico. El cultivo se mantuvo entre 1 y 5 meses, en 

dependencia de la especie, a temperatura y humedad constantes. Se determinó el contenido de 

Der p 1 o Der s 1, por ELISA-AcM. En el caso de BT se determinó el contenido de proteínas totales y 

la actividad alergénica total mediante ELISA de inhibición de IgE y se calculó la actividad específica 

por unidad de masa de proteínas. Los cultivos se cosecharon e inactivaron a -20°C, constituyendo 

así la Materia Prima Alergénica (MPA).  

Fabricación de los extractos alergénicos: La extracción de las proteínas de la MPA, se realizó en 

solución acuosa tamponada, a 4°C durante 16 h. La clarificación se realizó mediante centrifugación 

y filtración a presión por 0,45 µm. Se eliminaron los componentes de bajo peso molecular del 
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extracto crudo mediante diafiltración empleando cartuchos de fibra hueca con límite de corte de 

10 kDa (Amicon, DC-10L). El extracto diafiltrado y concentrado fue esterilizado mediante filtración a 

0,2 µm. Se aplicaron controles del contenido de alergeno Der p 1 o Der s 1 y de proteínas totales, al 

extracto crudo clarificado, diafiltrado y estéril. El extracto estéril se formuló en condiciones asépticas 

y se liofilizó. La Solución Diluente para Extractos Alergénicos VALERGEN®, que consiste en una 

solución salina estéril, con fenol 0,4 % como preservo y seroalbúmina humana 0,03% como 

estabilizante, se empleó para la reconstitución de los liofilizados y la preparación de diluciones. 

Metodología para la introducción a escala industrial y evaluación de la consistencia: Se siguió 

la metodología establecida en BIOCEN de acuerdo a las normas ISO 9001:2000.31 Se produjeron 

tres lotes consecutivos de cada extracto alergénico, partiendo de lotes diferentes de MPA en 

instalaciones industriales en condiciones de Buenas Prácticas de Fabricación. El producto fue 

sometido a controles intermedios y a los ensayos finales de acuerdo a las especificaciones de 

calidad. Se realizó la evaluación de la consistencia de la producción en serie, posterior a la 

introducción, mediante el análisis de 28 lotes consecutivos de productos finales, así como de 65 

lotes de MPA, empleando la herramienta de análisis de capacidad de proceso y gráficos de control, 

con la ayuda del programa WinStat v2003.1. La capacidad del proceso se expresó en términos del 

número de fallos (lotes no conformes) esperados. 

II.3 Experimentos para definir marcadores de actividad biológica 
Con el objetivo de evaluar el contenido de alergenos del Grupo 1 como marcador de actividad 

biológica del extracto, así como, de caracterizar el perfil alergénico de BT e identificar sus 

componentes más importantes, se diseñaron experimentos específicos.  

Correlación entre Der p 1/Der s 1 y actividad biológica: Se estudiaron 9 lotes de extractos 

alergénicos no estandarizados (5 de DP, 4 de DS). A cada lote se le determinó el contenido de 

proteínas, Der p 1 y Der p 2 (para DP), y Der s 1 (para DS), empleando los ELISA-AcM respectivos y 

se determinó su potencia mediante punción cutánea en 20 pacientes alérgicos.  

Aporte de Der s 1 a la actividad alergénica total: Se evaluó la actividad alergénica in-vitro e in-

vivo del alergeno Der s 1 purificado con respecto al extracto alergénico. Con ese fin, se purificó 

Der s 1 por inmunoafinidad, a partir del extracto completo de DS, empleando el AcM 4E10 acoplado 

a Sepharosa-CL4B.26 La pureza de Der s 1 fue de 95%, de acuerdo al SDS-PAGE. En el extracto 

depletado, el contenido residual de Der s 1, determinado mediante ELISA-AcM, fue de 0,09% del 

inicial. La actividad alergénica de Der s 1, así como del extracto completo y depletado de Der s 1, 

fue determinada mediante ELISA de inhibición de IgE, e in-vivo mediante prueba cutánea, en 26 

pacientes alérgicos.  

Caracterización de componentes alergénicos de Blomia tropicalis: Se caracterizó el perfil de 

proteínas alergénicas mediante SDS-PAGE y Western Blotting IgE, con el empleo de sueros de 12 

pacientes alérgicos a BT. En un segundo experimento, dirigido a evaluar el papel de la fracción 

menor de 21 kDa (F<21K), se purificó la misma mediante precipitación con sulfato de amonio y gel-

filtración en Sephadex G-50. Su composición de proteínas fue analizada mediante SDS-PAGE y su 

actividad alergénica se evaluó mediante ELISA de inhibición de IgE con un pool de sueros, así como 

por ELISA-IgE directo con 41 sueros individuales. En ese mismo experimento, como comparadores, 

se emplearon los alergenos recombinantes rBlo t 5, rBlo t 12 y rBlo t 13, suministrados por el 

Instituto de Investigaciones Inmunológicas de Cartagena, Colombia.32,33   
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II.4 Diseño de estudios de estabilidad 
Estabilidad del producto liofilizado: Se realizó un estudio en tiempo real, con tres lotes 

industriales de cada producto: DP, DS y BT, a dos temperaturas: 4°C, con ensayos a los 6, 12, 18, 

30, 42, 54, 60 y 66 meses; y a 37°C, con ensayos a los 3, 6 y 12 meses. Los índices de calidad 

principales fueron la potencia alergénica, determinada mediante ELISA de inhibición de IgE; 34 y la 

composición alergénica, mediante Western Blotting IgE.  

Estabilidad del producto reconstituido y diluciones: Se realizó el estudio a 4°C de tres lotes 

consecutivos de cada producto a cuatro concentraciones: 20 000; 2000; 200 y 20 UB/mL, con 

muestreos a los 0, 3, 6 y 12 meses. Se determinó la potencia alergénica mediante ELISA de 

inhibición de IgE. Los cambios en la composición alergénica fueron estimados a partir del 

paralelismo de las curvas de inhibición en dicho ensayo (Prueba t de Student, p= 0,05).  

Métodos estadísticos: Se realizó el análisis de tendencia para los parámetros de calidad, mediante 

regresión lineal, asumiendo una cinética de degradación de primer orden, de acuerdo a la ecuación: 

Log(Pr) = K t + I; donde “K” es la pendiente e “I”, el intercepto. 

II.5 Diseño de estudios toxicológicos 
Se realizaron según lo establecido por las Guías Nórdicas para el Registro de Productos 

Alergénicos.19  

Toxicidad aguda: Se utilizaron dos especies: ratones NMRI y curieles Hartley, con 10 animales en 

el grupo en estudio y cuatro en el control. Se les aplicó 500 veces la dosis máxima por Kg de peso 

corporal, prevista para humanos, por vía subcutánea. Al control se le administró Solución Diluente 

para Extractos Alergénicos VALERGEN. El ensayo se realizó con tres lotes consecutivos de cada 

producto. Se controló el peso corporal, se valoró la aparición de síntomas de toxicidad y se efectuó 

la necropsia en busca de lesiones macroscópicas. 

Toxicidad por dosis repetida: Se realizaron sendos estudios en ratones NMRI y ratas SPRD. Se 

emplearon dos grupos: estudio y control, con 20 animales cada uno. El grupo control recibió 

Solución Diluente. Se empleó una dosis 50 veces superior a la dosis máxima para uso clínico, con 

inyecciones subcutáneas durante 28 días consecutivos. Además de las observaciones clínicas, peso 

corporal y consumo de alimentos, se determinaron parámetros hematológicos (hemoglobina, 

hematocrito, leucocitos totales y conteo diferencial de leucocitos) y bioquímicos (proteínas totales, 

glucosa, creatinina, ácido úrico y nitrógeno ureico). Se realizó el estudio anátomo-patológico con 

examen histológico del sitio de la inyección. 

II.6 Diseño de ensayos clínicos de diagnóstico 

Se realizaron cuatro ensayos clínicos abiertos, no aleatorizados y controlados, con vistas a evaluar 

la eficacia y seguridad de los productos en la prueba de punción cutánea. Tres ensayos, uno por 

cada producto, se hicieron en el Hospital “Calixto García”, en adultos mayores de 16 años de ambos 

sexos. Otro ensayo adicional, éste con los tres productos simultáneamente, se realizó en niños entre 

2 y 15 años, en el Hospital Pediátrico “Juan Manuel Márquez”.  Participaron en cada uno 50 

pacientes con síntomas de alergia al polvo casero (asma, rinitis y conjuntivitis) y 50 voluntarios no 

alérgicos. El tamaño muestral se calculó con el programa Glaxo-Wellcome C4-SDP v1.1, para 

obtener una precisión de los parámetros de exactitud diagnóstica del 10 %, asumiendo que los 

valores de sensibilidad y especificidad se encontrarían entre 85 y 90 %. 35  Los protocolos se 

aprobaron por el CECMED. 
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Prueba Cutánea: Se realizó según lo descrito anteriormente. Además de nuestros extractos 

alergénicos VALERGEN®-DP, DS y BT, se emplearon también otros dos extractos comerciales de 

DP, como productos de referencia: SoluPrick (ALK, Dinamarca, 10 000 BU/mL) y ALYOSTAL 

(Stallergenes, Francia, 100 IR/mL). Se emplearon dos dosis de VALERGEN-DS y BT: 20 000 y 

2 000 UB/mL. Como control negativo se usó la Solución Diluente para Extractos Alergénicos 

VALERGEN y como control positivo, histamina HCl 10 mg/mL.  

Evaluación de la eficacia del diagnóstico: La eficacia o exactitud diagnóstica de la prueba se 

determinó empleando los criterios de Sensibilidad (porción de “verdaderos” positivos, o sea positivos 

a la prueba cutánea, del total de sintomáticos), especificidad (porción de verdaderos negativos del 

total de no sintomáticos) y eficiencia diagnóstica (porción de resultados verdaderos, negativos o 

positivos, del total). 36 

Métodos estadísticos: El ajuste a la normalidad se analizó mediante la prueba de Kolmogórov-

Smirnov (p= 0,05). Consiguientemente, se emplearon métodos paramétricos al análisis del área del 

habón: la prueba t de Student de muestras pareadas, para las comparaciones entre dos productos o 

dosis, y ANOVA de datos pareados con prueba Tukey, para las comparaciones múltiples. La 

comparación entre valores de sensibilidad y especificad se realizó mediante la prueba de χ2. Se 

emplearon los programas STATISTICA v6.0 y Graphpad Prism v4.0 (para el análisis ROC). 

II.7 Diseño de ensayos clínicos de inmunoterapia 
Se realizaron seis ensayos clínicos de inmunoterapia, dos para cada vacuna, con vistas a evaluar su 

eficacia y seguridad para el tratamiento del asma. La primera serie de tres ensayos se realizó en el 

Hospital “Calixto García”  (DP.1, DS.1 y BT.1) y la segunda, en el Hospital “Joaquín Albarrán” (DP.2, 

DS.2 y BT.2) en un total de 235 pacientes. Todos los estudios fueron a doble ciegas, controlados por 

placebo, siguiendo un diseño similar, con la diferencia de que en la primera serie se realizaron 

determinaciones de la función pulmonar; y en la segunda, de anticuerpos específicos. La asignación 

del tratamiento fue aleatorizada con el programa Glaxo Wellcome C4-SDP v1.1. Los protocolos 

fueron aprobados por el CECMED e inscriptos en el Registro Público Cubano de Ensayos Clínicos.37  

Pacientes: Cada grupo (Activo y Placebo) contó con 20 pacientes (con excepción del ensayo BT.1, 

que contó con 18 y 17, respectivamente), adultos entre 16 y 50 años de ambos sexos, 

diagnosticados como asmáticos leves o moderados,38 sensibilizados a DP, DS o BT, demostrado por 

prueba de punción cutánea positiva (d ≥ 3 mm) con VALERGEN-DP, DS o BT, a 20 000 UB/mL. Se 

seleccionaron pacientes mono-sensibilizados o con una respuesta cutánea preponderante hacia el 

alergeno correspondiente a la vacuna.  

Administración de la inmunoterapia: Se 
empleó un esquema de incremento de dosis, con 

inyecciones semanales, vía subcutánea, durante 

las primeras 13 semanas y una fase de 

mantenimiento a la dosis máxima tolerada, con 

inyecciones mensuales, con una duración total 

de 12 meses (Fig. 2). A los grupos controles se 

les aplicó como placebo la Solución Diluente.   

Tratamiento concomitante: Se usó tratamiento 

farmacológico para el manejo de los síntomas 

alérgicos, tales como, β-2 agonistas, metilxantinas oral, Efedrina, Adrenalina, y esteroides.  
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Fig. 2. Gráfico del esquema de dosis durante la 

inmunoterapia.
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Métodos para la evaluación de la eficacia: 
- Puntuación de Síntomas y Medicación: Se asignó un punto por cada síntoma registrado y hasta 

tres puntos adicionales de acuerdo a su intensidad. A cada medicamento consumido se le asignó el 

valor de un punto, excepto a los esteroides, con dos.  
- Reactividad cutánea: Se determinó mediante punción. Se empleó la variable Ch10; definida según 

la expresión:39 Ch10 = (Aa/Ah)2,5; donde Aa es el área del habón del alergeno y Ah el de la histamina 

54.3 mmol/L. La prueba se realizó al inicio y a los 6 y 12 meses. En la misma se aplicaron los tres 

extractos alergénicos VALERGEN, a 20 000 UB/mL.  

- Función respiratoria: se determinó diariamente el Flujo Pico Espiratorio (FPE)40 y se calculó la 

variabilidad semanal del FPE (VFPE). Se empleó la variable categórica Clasificación de la Función 

Respiratoria (normal, obstrucción ligera, moderada o severa) basándose en los promedios de FPE y 

VFPE en los dos últimos meses previos a cada corte. 

- Criterio de eficacia individual: Se definió el Criterio General de Mejoría (CGM) de cada paciente con 

respecto al inicio del tratamiento. El paciente se consideró “mejor” cuando la variable Síntomas-

Medicación se redujo por debajo del 60% y no empeoró la reactividad cutánea ni la función 

respiratoria (en los estudios donde se empleó esta última). 

- Anticuerpos séricos: Para la IgE total se usó un ELISA sandwich, con AcM anti-IgE. Para la IgE e 

IgG4 alergeno-específica se utilizó un ELISA directo, con placas MaxiSorp recubiertas con los 

respectivos extractos alergénicos. Se reveló con AcM anti-IgG4 humano biotinilado (Pharmingen), o 

con AcM anti-IgE conjugado con peroxidasa. Los niveles de anticuerpos se expresaron en unidades 

relativas de Densidad Óptica con respecto a un suero de referencia interna. Las determinaciones se 

realizaron al inicio y a los 6 y 12 meses.  

Evaluación de la seguridad: Se evaluó la frecuencia y gravedad de los eventos adversos (EA), en 

particular, las reacciones alérgicas, consideradas como EA esperados. Las mismas se clasificaron 

en locales y sistémicas de grado 0 hasta IV, de acuerdo a la definición de la Organización Mundial 

de la Alergia.41  

Métodos estadísticos: Se empleó el programa STATISTICA v.6.0. Las comparaciones entre grupos 

se realizaron empleando la prueba U de Mann-Whitney, y dentro de cada grupo, la prueba de 

Wilconxon. En el caso de Ch10, se realizó una transformación logarítmica y se aplicaron métodos 

paramétricos (prueba t de Student). Con la ayuda del programa Glaxo Wellcome C4-SDP, se calculó 

el tamaño muestral necesario para obtener una diferencia significativa entre la proporción de 

individuos con mejoría en el grupo tratado con respecto al control, tomando los valores de referencia 

del meta-análisis de Abramson42 y riesgos α = 0,05 y β = 0,10.  

II.8 Meta-análisis de ensayos clínicos de inmunoterapia 
Se realizó un meta-análisis de los seis ensayos clínicos siguiendo la metodología Cochrane.43 Para 

las variables continuas se empleó la diferencia de promedios entre Activo y Placebo (Mean 

difference, MD). Para las variables dicotómicas de mejoría (CGM y Clasificación de la Función 

Respiratoria) se usó la Razón de Tasas (Odds Ratio, OR); ORi = ai di / bi ci; según la siguiente tabla: 

Grupo Evento No evento Total 

Activo ai bi n1i 

Control (Placebo) ci di n2i 

Se empleó la Razón de Riesgos (Risk Ratio, RR) para la evaluación de la frecuencia de eventos 
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adversos, según la expresión: RRi = (ai/n1i) / (ci/n2i). Los resultados de los diferentes ensayos fueron 

combinados empleando el método de la varianza inversa. El efecto ponderado (E) se calculó como:                

∑
∑=

i

ii

w
Ew

E  

Donde Ei es el efecto promedio de cada ensayo (MD, para las variables continuas y Ln(OR) o 

Ln(RR) para las dicotómicas) y wi, el factor de ponderación. Para cada variable se realizó la prueba 

de heterogeneidad χ2; p= 0,05.  

 
III.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

III.1 Definición de los componentes alergénicos principales como marcadores de la 
actividad alergénica total 

Las vacunas o extractos alergénicos son una mezcla compleja de proteínas, aunque se presume 

que la mayor parte de su actividad alergénica se concentra en los Alergenos Mayores. Para el 

género Dermatophagoides, éstos son los alergenos del Grupo 1 (Der p 1, Der s 1) y del Grupo 2 

(Der p 2, Der s 2). Los sistemas de estandarización se han basado en dos principios: (i) La 

determinación de la actividad alergénica total, por pruebas cutáneas en pacientes o mediante 

inmunoensayos IgE in vitro con un pool de sueros; y (ii) la determinación del contenido de algunos 

Alergenos Mayores, que se emplean así como marcadores de la actividad alergénica total.16 Para el 

diseño de un sistema de estandarización para nuestros productos, fue necesario llevar a cabo 

experimentos específicos para determinar en nuestra población, la correlación entre la actividad 

alergénica total y el contenido de Alergenos Mayores, particularmente del Grupo 1; así como medir 

el aporte concreto de este alergeno en la actividad alergénica total del producto. 

En el caso de la especie Blomia tropicalis (BT), no hay todavía una clara definición de sus Alergenos 

Mayores. Blo t 5 es hasta ahora el único alergeno que ha mostrado consistentemente alta frecuencia 

de unión de IgE. Blo t 1 y Blo t 2, no presentan una importancia comparable a sus homólogos de 

Dermatophagoides.44 Tampoco existen aún ensayos para alergenos individuales de BT que puedan 

ser empleados confiablemente como métodos analíticos. De ese modo, para BT fue necesario, 

primeramente identificar las diferentes proteínas alergénicas de los extractos y establecer su 

importancia en términos de unión de anticuerpos IgE, en nuestra población. 

III.1.1 Correlación entre el contenido de alergenos del Grupo 1 y la actividad alergénica y 
aporte de Der s 1 a la actividad alergénica total 

La actividad alergénica in-vivo de nueve lotes de extractos alergénicos de DP y DS, elaborados sin 

la aplicación del sistema de estandarización, resultó muy variable, con valores entre 2055 y 

20 009 UB/mg de polvo liofilizado, mostrando una variabilidad de un factor de 10 en su actividad y 

contenido de alergenos del Grupo 1. Este representó de 2 a 11,7 % de las proteínas totales. La 

proporción promedio entre Der p 1 y Der p 2 fue de 7,7 a 1. Sin embargo, se obtuvo un alto grado de 

correlación significativa (r = 0,88; p=0,002) entre el contenido de Grupo 1 y la actividad, valor similar 

a lo publicado para Der p 1 (por ej, r = 0,785).45 La equivalencia entre ambos parámetros fue de 4 ng 

de Grupo 1 por UB (IC95%: 2,9-5,7). Los resultados indican claramente la necesidad de la 

estandarización del proceso para reducir la variabilidad entre lotes.  

Por lo tanto, el contenido de Der p 1 o Der s 1 sería determinante para la actividad de los extractos 
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de DP o DS, a pesar de la presencia de otros alergenos. Con el objetivo de precisar el aporte 

concreto de Der s 1 a la actividad alergénica total, se llevó a cabo un segundo experimento, en el 

cual se evaluó la actividad del Der s 1 inmunopurificado y del extracto depletado de Der s 1, en 

comparación con el extracto completo de DS (Fig. 3). De 26 pacientes positivos en la prueba 

cutánea al extracto completo, solo 15 (58%) mostraron resultados positivos a Der s 1, mientras que 

96% lo fueron al extracto depletado de Der s 1. En contraste, la actividad in-vivo, calculada a partir 

del área del habón, resultó similar entre las dos fracciones: Der s 1 y depletado, con valores que 

representaron 49 y 52%, respectivamente, de la actividad del extracto completo (Fig. 4). Una 

comparación más precisa se realizó teniendo en cuenta solamente los pacientes que fueron 

positivos simultáneamente a los tres preparados (n= 14). En ese caso, la actividad del depletado fue 

del 48 %, mientras que Der s 1, alcanzó apenas 28 % de la actividad del extracto completo y la 

diferencia fue significativa (ANOVA, prueba de Tukey, p< 0.05).   

Por otra parte, Der s 1 fue capaz de inhibir hasta el 82 % de la actividad de unión de IgE del extracto 

completo, en el ELISA de inhibición; o sea, a pesar de la importancia de Der s 1, una parte no 

despreciable de la IgE presente en el pool de sueros, estuvo dirigida a otros alergenos. 

Congruentemente, el extracto depletado de Der s 1 alcanzó un valor máximo de inhibición no muy 

diferente: 62.5%. De ese modo, el aporte de Der s 1 se estimó en cerca de la mitad de la actividad 

total del extracto, tanto in-vivo como in-vitro, confirmándose así su clasificación como Alergeno 

Mayor, ya que responde no solamente al criterio de más de 50% de frecuencia de reconocimiento, 

sino también al de más del 10 % de aporte a la actividad total del extracto. 46  

En general, los resultados demostraron la importancia de los alergenos del Grupo 1 y sustentan la 

introducción de su determinación como marcador de la potencia alergénica total del extracto. No 

obstante, la alta frecuencia de reconocimiento y el aporte del extracto depletado evidenciaron 

también la pertinencia de considerar el resto de los alergenos para la correcta estandarización del 

producto. Los ELISA-AcM para alergenos individuales ofrecen ventajas tecnológicas y prácticas con 

respecto a los métodos basados en IgE sérica y son la tendencia predominante actualmente para la 

estandarización de productos alergénicos.17, 47 Sin embargo, los métodos basados en IgE humana 

permitirían tomar en cuenta el aporte de los otros componentes alergénicos. De esa forma, la 

estrategia óptima sería la combinación de ambos métodos analíticos, en particular, el empleo de la 

determinación de Der p 1 o Der s 1 en etapas intermedias del proceso, de modo que permita los 

ajustes necesarios para estandarizar el producto final, y el uso de los ensayos basados en IgE 

solamente como métodos de control de calidad del producto final.  

III.1.2 Caracterización de componentes alergénicos de Blomia tropicalis 

En el extracto de BT se detectaron al menos 15 bandas de proteínas, con pesos moleculares entre 

10 y 90 kDa. La fracción de 12-21 kDa fue la mayoritaria (40-50%) en cuanto a contenido. El perfil de 

unión de IgE reveló 38 bandas alergénicas mayores de 10 kDa. Las reconocidas con mayor 

frecuencia (83-100%) e intensidad fueron las de 16 y 18 kDa (Fig. 5), acorde con el peso molecular 

descrito para Blo t 5 en SDS-PAGE: 17 kDa. 48  También pudieran corresponderse con otros 

alergenos publicados: Blo t 12, Blo t 13, Blo t 2 o Blo t 21. Otras bandas importantes se situaron 

cerca de 30 kDa, las cuales, aunque con menor frecuencia de reconocimiento, suelen ser intensas 

en algunos pacientes (Fig. 5), y se corresponden con los pesos moleculares de Blo t 1, Blo t 3, 

Blo t 6, Blo t 10 y los dímeros de Blo t 5 y Blo t 21. 49 Este patrón de reactividad es similar al descrito 



 

       

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

E.completo E. depletado  Der s 1

Ac
tiv

id
ad

 b
io

ló
gi

ca
 (U

B/
m

L)

Total de pacientes
pacientes positivos a los 3

 
           1          2          3        4 
Fig. 3. SDS-PAGE de los diferentes 

preparados alergénicos de DS. Carril 1: patrón 

de peso molecular (MW). Carril 2: Extracto 

completo de DS. Carril 3: Der s 1 

inmunopurificado. Carril 4: Extracto de DS 

depletado de Der s 1. La pureza de Der s 1 

alcanzó 95% de acuerdo al análisis 

densitométrico de este gel. 

 

Fig. 4. Actividad biológica de Der s 1 purificado, extracto 

completo de DS y extracto depletado de Der s 1, 

determinada mediante la prueba de punción cutánea. Se 

muestran los resultados obtenidos en la totalidad de los 

pacientes (n = 26), así como solamente, en los que 

resultaron positivos simultáneamente a los tres 

preparados (n= 14). Las barras verticales muestran el 

IC95%. ( ) Diferencia significativa con respecto al 

extracto completo (p < 0,05 ANOVA prueba de Tukey). 
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Fig. 5. Comparación del perfil de proteínas (SDS-PAGE) y de actividad alergénica IgE (WB-ECL) del extracto 

de BT en condiciones reductoras, empleando dos variantes de pool de sueros: (1) pool representativo de la 

reactividad promedio y (2) pool de pacientes seleccionados que reconocen preponderantemente a los 

alergenos de la fracción de 30 kDa.  
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en otras zonas tropicales50 y particularmente, en una población étnicamente similar en Cartagena, 

Colombia. 51  

En una segunda etapa de este estudio, la fracción menor de 21 kDa, purificada, (F<21K) demostró una 

positividad por ELISA IgE, del 61 % en 41 pacientes positivos al extracto completo; y logró inhibir 

hasta el 69% de la IgE del pool de sueros, por ELISA de inhibición. F<21K mostró dos bandas 

principales a 16 y 18 kDa con más de 80% de pureza, según SDS-PAGE, cuya actividad fue 

confirmada mediante WB-IgE. En ese mismo experimento, la positividad de los sueros a los 

alergenos recombinantes rBlo t 5, rBlo t 12 y rBlo t 13, por ELISA, fue de 77, 37 y 54%, 

respectivamente. Los niveles de IgE a rBlo t 5, rBlo t 12 y rBlo t13 estuvieron correlacionados 

significativamente con respecto a F<21K (rSpearman= 0,67; 0,56 y 0,47; respectivamente; p<0,002), 

sugiriendo la presencia de los alergenos nativos homólogos, y particularmente de Blo t 5, en dicha 

fracción. Un estudio posterior, realizado con AcM contra rBlo t 13, generados por nuestro grupo, 

permitió confirmar la presencia de Blo t 13 en la misma. 52  

En resumen, se demostró la importancia de los componentes alergénicos de bajo peso molecular de 

BT, que recomienda la determinación semi-cuantitativa de la fracción de 12-21 kDa en el SDS-PAGE 

y de las bandas de 16-18 kDa en el WB-IgE, como criterio de estandarización de los productos, en 

adición al ensayo de potencia alergénica.  

III.2 Desarrollo de métodos analíticos y referencias 

Los alergenos se definen funcionalmente por su capacidad de ser reconocidos por la IgE de 

pacientes alérgicos. De esa manera, los inmunoensayos basados en IgE humana se han empleado 

como métodos analíticos para la estandarización de los productos alergénicos, particularmente para 

la determinación de dos parámetros básicos: (i) la potencia alergénica total y (ii) la composición 

alergénica, entendida como el perfil de unión de IgE, mediante Western Blotting. Para la 

determinación de la potencia alergénica relativa a una referencia, se desarrolló un ELISA de 

inhibición de IgE. Por otra parte, el desarrollo del WB-IgE persiguió no sólo la identificación de la 

presencia de determinados alergenos, sino también, la instrumentación de parámetros 

densitométricos cuantitativos o “metámetros”, que fueran de utilidad para el control de calidad. Un 

experimento preliminar sustentó la elección de la intensidad de las bandas principales (15 y 25 kDa 

para DS/DP y 16-18 kDa para BT), determinada como la altura de los picos en el análisis 

densitométrico, como un metámetro más reproducible (menor CV) que el área bajo la curva. Otra 

tendencia actual para la estandarización de productos alergénicos es la cuantificación de Alergenos 

Mayores. Con ese fin, en nuestro trabajo se desarrollaron ensayos ELISA basados en AcM anti 

Der s 1 y en AcP, obtenidos en conejos inmunizados con Der s 1, los cuales reconocieron tanto 

Der s 1 como Der p 1, en virtud de la reactividad cruzada interespecie. 

La meta final en el desarrollo de los métodos analíticos fue su validación, estableciendo su 

capacidad como ensayos de control de calidad del producto final. Particularmente, la determinación 

de la precisión es necesaria para fijar la cantidad de ensayos requeridos, para lograr ajustarse a la 

tolerancia establecida en regulaciones internacionales para la potencia alergénica o el contenido de 

alergenos individuales. Las referencias constituyen otro de los componentes imprescindibles del 

sistema de estandarización. En virtud de que no existe aún un sistema internacional de referencias 

para estos alergénicos, se requiere la creación de Referencias Internas (RI) por cada fabricante.54  
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III.2.1 Validación de los métodos analíticos 
Los resultados de los estudios de validación de los cuatro ensayos evidenciaron su precisión, 

exactitud, rango, linealidad y sensibilidad analítica (límite de cuantificación o de detección).  

Precisión 
Los resultados mostraron valores similares de variabilidad intra e interensayo, lo cual indica que el 

factor decisivo sería la variabilidad intrínseca, atribuible a la naturaleza biológica de los reactivos. No 

se apreciaron diferencias significativas entre productos. Los resultados promediados entre los tres 

productos se muestran en la Tabla 1. El método con mayor precisión (CV entre 6,4 y 7,6%) fue el 

ELISA-AcP. El CV de todos los métodos fue menor que 20 %, valor considerado aceptable para un 

ensayo inmunoenzimático. El error calculado para un ensayo (IC95%, n =1; Tabla 1) fue menor en 

todos los casos que la tolerancia establecida para la potencia alergénica o para el contenido de 

alergenos individuales, en regulaciones internacionales (0,5 - 2,0); 53,54 por lo tanto, en principio, 

sería suficiente un solo ensayo para aceptar o rechazar un lote, con un riesgo de errar inferior al 5 

%. Para mayor precisión, se pueden realizar dos ensayos adicionales y promediar los tres; en ese 

caso, por ejemplo, para el ELISA de Inhibición de IgE, la precisión se elevaría a 0,746-1,341. La 

precisión de nuestro ensayo resultó similar al ELISA de inhibición de IgE de la FDA (0,70-1,43; n= 3) 

y superior al método de referencia histórico, el RAST (0,47-2,13; n= 3). 55   

Rango, linealidad y sensibilidad analítica 
Para los ensayos cuantitativos (potencia, alergenos individuales) se determinó el límite de 

cuantificación (LC). En el caso del ELISA de inhibición de IgE el LC se expresa a través de la 

concentración correspondiente al 50% de inhibición (C50). Los C50 para DS y DP resultaron similares 

y la combinación de ambos exhibió un valor de 20 UB/mL (Tabla 2), igual a la concentración mínima 

empleada en la inmunoterapia. Sin embargo, para BT se obtuvo un valor casi 10 veces mayor. El LC 

de los ELISA-AcM y AcP para Der s 1 y Der p 1 resultó similar y mucho menor que para los ensayos 

basados en IgE, evidenciando la ventaja de este método. El ensayo con menor sensibilidad analítica 

fue el WB-IgE. Las diferencias entre DP/DS y BT en los ensayos basados en IgE se deben al 

empleo de sueros distintos, y pudieran reflejar también diferencias en los niveles de IgE dirigidos 

hacia esos alergenos, en nuestra población.  El rango lineal fue superior en todos los ensayos a un 

factor de 4 entre el límite superior y el inferior, factor que se corresponde con la tolerancia 

establecida para los ensayos de potencia o alergenos individuales, o sea, 50-200% del valor 

nominal.53 El ensayo con un rango lineal más estrecho fue el WB-IgE. La linealidad, de todos los 

ensayos en ese rango fue satisfactoria con valores de r entre 0,974 y 0,99, los cuales se consideran 

aceptables para los inmunoensayos.55 

Especificidad y exactitud 
La especificidad de estos inmunoensayos está basada en la especificidad de los anticuerpos 

empleados, tanto IgE como mono y policlonales, evidenciada por Western-Blotting. Adicionalmente, 

para los ELISA de alergenos individuales se demostró la no interferencia de posibles contaminantes 

provenientes del proceso productivo, tales como ingredientes del medio de cultivo de ácaros y sales 

empleadas en el proceso, al no detectarse diferencias significativas (p>0.05) con las muestras 

construidas con dichas impurezas.  

La exactitud de estos métodos es difícil de determinar, puesto que no existen valores de referencia 

del parámetro ensayado, con la excepción del ELISA para Der p 1. Para el ELISA de inhibición de 

IgE se estimó la exactitud usando diluciones preparadas a partir del producto concentrado. Los 



 

 

 

 

Tabla 1. Precisión intra e interensayo de los métodos analíticos desarrollados, expresada en los 

respectivos coeficientes de variación (CV), y precisión calculada para un único ensayo, a partir de la 

variabilidad interensayo, según la expresión: IC95% = t0.05,n σ.  

ELISA-AcP 

n= 12 

  ELISA inhibición 

IgE, Log(PR) 

n= 65 

WB-IgE 

n= 21 

ELISA-AcM 

Der s 1 

n= 12 Der s 1 Der p 1 

 CV intraensayo, % 6,9 11,4 7,8 6,4 7,6 

 CV interensayo, % 11,3 12,3 16,3 6,5 8,8 

 Precisión (IC95%) 

 para un ensayo, n=1 
 PR: 60 -166% ±24% ±31% ±13% ±17% 

 

 

Tabla 2. Rango del ensayo y sensibilidad analítica (límite de cuantificación o detección) para los 

métodos analíticos desarrollados. Los límites de cuantificación de los ELISA AcM y AcP se 

convirtieron a UB, para facilitar la comparación. 

ELISA inhibición 

IgE 
Western Blotting-IgE ELISA-AcP 

 

DP/DS BT 
DP/DS 
15kDa 

DP/DS 
25 kDa 

BT 
16-18 kDa 

ELISA-

AcM 

Der s 1 Der s 1 Der p 1

Rango 
5-173 

UB/mL 

27-751 

UB/mL 
0,2 – 5,0 RI 

1,56-25 

ng/mL 

2-60 

ng/mL 

5-80 

ng/mL 

Límite de 
cuantificación o 
detección 

18 

UB/mL 

170 

UB/mL 

968 

UB 

270 

UB 

4940 

UB 

0,4 

UB/mL 

0,5 

UB/mL 

2,5 

UB/mL 
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valores de recobrado en todas las diluciones fueron cercanos al 100 % y el IC95% en todos los casos 

incluyó dicho valor. Para los ELISA AcM y AcP, la exactitud quedó demostrada al no detectarse 

diferencias significativas (p= 0,05) con los resultados de los ensayos comerciales anti Der p 1 y 

Der f 1 (INDOOR, UK).  

En general, tanto el ELISA-AcM como el basado en AcP, demostraron claras ventajas con respecto 

a los inmunoensayos que emplean IgE humana, en cuanto a mayor precisión y sensibilidad 

(aproximadamente 100 veces más). El ELISA-AcP, a pesar de perder la especificidad de especie del 

primero, demostró parámetros de validación similares, con más sencillez en su ejecución. Otros 

autores coinciden sobre las ventajas de este tipo de ensayo basado en AcP por su mayor robustez y 

reconocimiento de todas las isoformas.45,56   

A pesar del auge de los ELISAs para Alergenos Mayores, escasean las publicaciones sobre 

validación de los mismos.18,47, 57  Solamente existen dos métodos para alergenos individuales, 

validados por la FDA y ambos son ensayos de inmunodifusión radial con AcP, para polen de 

Ambrosia y Fel d 1 (gato).58 De acuerdo a nuestros resultados, los ELISAs desarrollados tienen 

niveles de sensibilidad similares a los comerciales para Der p 1 y Der f 1 de INDOOR (~1 ng/mL).  

En conclusión, los métodos analíticos desarrollados son apropiados para el control de la calidad de 

los extractos alergénicos, tanto como productos finales, como para productos intermedios y materias 

primas alergénicas, en el caso de los ELISA-AcM y AcP para Der s 1 y Der p 1. 

III.2.2 Creación y caracterización de Referencias Internas  
En los métodos analíticos anteriores, los parámetros de potencia y composición alergénicas se 

determinaron en unidades relativas con respecto a las RI.  Las mismas, se seleccionaron de lotes 

representativos y fueron caracterizadas empleando los ensayos descritos. Adicionalmente, se 

determinó su actividad biológica en pacientes, asignándosele un valor de potencia expresado en 

Unidades Biológicas (UB). De esa forma, los valores de potencia relativa, determinados a los lotes 

de producción mediante el método in-vitro, se traducen en valores de potencia biológica, mediante la 

multiplicación por el valor de potencia de la RI. 

Para DP y DS, los componentes proteicos principales, según SDS-PAGE, fueron los de 15-17 y 25-

26 kDa. La actividad alergénica de las bandas de 15 y 25 kDa, que se corresponden con los pesos 

moleculares de los alergenos del Grupo 2 y 1, respectivamente, fue comprobada mediante WB-IgE y 

su identidad, probada mediante los ELISA-AcM, respectivos. En cuanto a BT, los componentes 

proteicos principales fueron los de la fracción entre 12 y 21 kDa y entre 30 y 40 kDa. La fracción de 

bajo peso molecular (12-21 kDa) que se corresponde con los alergenos Blo t 5, Blo t 12 y Blo t 13, 

alcanzó más de la mitad del contenido de proteínas y su peso relativo en la unión de IgE fue el 

mayor (66%).  

La potencia alergénica in-vivo, determinada mediante punción cutánea, fue similar entre los tres 

productos (diferencia no significativa, ANOVA, Tukey, p>0,05) e igual como promedio a 

15 000 UB/mL. De acuerdo a estos resultados, 1 UB se correspondería con 2 ng de Der p 1, 4 ng de 

Der s 1 o aproximadamente 10 ng de la fracción de 12-21 kDa de BT (en este último caso 

combinando la determinación de proteínas totales y el análisis densitométrico del SDS-PAGE). La 

estandarización en UB según el estándar de las Guías Nórdicas19 permitiría la comparación de 

nuestros productos con fabricantes que emplean sistemas compatibles. Para la comparación con 
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terceros, pudiera ser de utilidad la equivalencia entre UB y contenido de Alergeno Mayor. En 

particular, la relación de 2-4 ng/UB es similar a lo descrito por otros autores (entre 0,3 y 3,8 

ng/UB18,57), aunque existe aún alta heterogeneidad entre esos resultados, debido a la falta de 

referencias internacionales, tanto de UB como de alergenos purificados, así como a la imprecisión 

del método biológico, dependiente de la selección de pacientes. 59  

En la actualidad existe solamente un patrón internacional de DP, calibrado en Unidades 

Internacionales (UI) arbitrarias, pero su uso no ha sido adoptado por autoridades regulatorias 

nacionales o internacionales. 60  Se comparó nuestra RI con el patrón internacional existente 

mediante ELISA de Inhibición de IgE. La equivalencia obtenida fue de 1UB = 19,7 UI (IC95: 13,1-

28,4), lo cual equivale a 2,5 ng/UB (IC95: 1,7-3,6) de Der p 1, de acuerdo a lo referido para dicho 

patrón, valor que se encuentra en concordancia con nuestros resultados.  

En conclusión, se crearon las RI de los tres productos, para ser empleadas en los métodos 

analíticos para la estandarización de los lotes de producción. Se determinó su actividad biológica 

expresada en UB, así como la relación entre UB y contenido de Alergenos Mayores del Grupo 1. 

III.3 Estandarización del proceso de fabricación  

La estandarización del proceso de fabricación tiene como objetivo la minimización de la variabilidad 

entre lotes, particularmente, en cuanto a potencia y composición del producto. Para alcanzar este 

fin, en nuestro trabajo se diseñaron e implementaron diferentes medidas de control durante los 

procesos y fijaron parámetros de calidad con sus respectivos límites, así como se establecieron 

parámetros tecnológicos óptimos, haciendo uso del desarrollo anterior del sistema analítico de 

estandarización. En este capítulo se describen los resultados principales del proceso de fabricación 

que evidencian la eficacia de las medidas aplicadas, a través del análisis de la consistencia de los 

parámetros de calidad. 

III.3.1 Estandarización del cultivo y propagación de ácaros 

Se desarrolló un método original para el cultivo de ácaros registrado como invención en Cuba, el 

cual consiguió alcanzar altos valores de densidad de ácaros y acumulación de material alergénico, 

así como, satisfacer el requisito de pureza de los cultivos. Asimismo, el empleo de un medio de 

cultivo hipoalergénico sin componentes de origen humano satisface los requerimientos regulatorios. 

Empleando las determinaciones de alergenos Der s 1 y Der p 1 o de actividad alergénica total (para 

BT) se definió la fase estacionaria entre 12-16 semanas para DP y DS y 6-8 semanas, para BT, y 

por lo tanto, se estableció el límite inferior de tiempo para la cosecha. La densidad pico alcanzada se 

estimó en de 25 000 a 50 000 ácaros/g, equivalente a 5-10 millones de ácaros y 0,1-0,2 g de 

alergenos del Grupo 1 por cada lote de cultivo, permitiendo conseguir producciones anuales de 

hasta 2-4 g de Der p 1 o Der s 1 en nuestras instalaciones. 

Para evaluar la introducción de indicadores de contenido alergénico como parámetros de calidad, se 

analizaron 55 lotes experimentales de cultivo. Los resultados evidenciaron que estos parámetros 

siguen una distribución lognormal (K-S, p<0,05), y por consiguiente, se establecieron los límites de 

aceptación a partir de la media geométrica como valor nominal. El contenido promedio de Der p 1 

fue 501 µg/g (IC95%: 355-707), y de Der s 1: 758 µg/g (IC95%: 472-1217). Para BT, el contenido 

promedio de proteínas fue 98 mg/g (IC95%: 77-124) y la actividad alergénica específica, 

27 300 UB/mg de proteínas (IC95%: 17200-43200). El análisis posterior de 65 lotes de Materia Prima 
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Alergénica (MPA) correspondientes a la producción en serie, evidenció la consistencia del proceso. 

Solo un lote fue rechazado (3,7 % del total). La probabilidad de fallos, según el análisis de capacidad 

de proceso (o sea, el número de lotes no conformes esperados) osciló entre 0,1 y 0,3 %, para los 

índices de Alergenos Mayores, y fue algo mayor para la actividad específica en BT: 5,3 %.  

En resumen, el proceso de propagación de ácaros fue capaz de cumplir los requerimientos 

farmacéuticos, con alta eficiencia en cuanto a acumulación de alergenos y consistencia satisfactoria, 

teniendo en cuenta que se trata de un proceso esencialmente biológico.  

III.3.2 Estandarización y consistencia del proceso de fabricación del extracto alergénico 
Para obtener resultados consistentes, los procedimientos de fabricación deben implementar 

controles intermedios y prever acciones que permitan contrarrestar la variabilidad intrínseca de los 

procesos biológicos, así como establecer parámetros normalizados en las operaciones que deciden 

la calidad del producto.  

En primer lugar, se establecieron los parámetros normalizados del proceso de extracción, los cuales 

garantizaron el recobrado de más del 90 % de los alergenos del Grupo 1 y más del 95% de las 

proteínas totales provenientes de la MPA. Con vistas a eliminar los componentes de bajo peso 

molecular que no poseen actividad alergénica, se introdujo el proceso de ultrafiltración. Se 

establecieron los parámetros de diafiltración para lograr la eliminación de no menos del 99% de los 

componentes por debajo de 5 kDa. El recobrado en esta etapa fue superior al 90% de los alergenos 

del Grupo 1. Otro de los estudios tecnológicos importantes fue el desarrollo de una formulación 

liofilizada del producto final y el ajuste del proceso de liofilización a partir de la determinación de la 

temperatura de fusión incipiente. En general, el proceso mostró un recobrado general superior al 

80 % del contenido de alergenos del Grupo 1, presentes en la MPA  

La primera de las acciones de control implementadas fue la mezcla de diferentes lotes de MPA. Se 

definieron los criterios de mezcla de entre 3 y 5 lotes de MPA durante la extracción, para lograr un 

valor nominal promedio de contenido de Grupo 1 o proteínas y actividad específica para BT. 

También se implementaron controles de procesos de alergenos y proteínas totales en las etapas 

intermedias con sus respectivos límites de tolerancia, así como la formulación del producto estéril en 

las unidades equivalentes de Der p 1, Der s 1 o proteínas para BT que se corresponden con una 

potencia final de 100 000 UB por bulbo.  

Las evidencias de que el proceso productivo brinda resultados consistentes son necesarias para 

obtener la autorización para ensayos clínicos y el Registro,61 y constituyen un requerimiento del  

sistema de aseguramiento de la calidad según las normas ISO-9001. Con ese propósito se realizó el 

proceso de “Introducción” a escala industrial, en condiciones de Buenas Prácticas de Fabricación. 

Los tres lotes introductorios, producidos consecutivamente para cada extracto alergénico, 

cumplieron con los parámetros especificados. La variabilidad observada en cuanto a potencia y 

contenido de alergenos (CV = 17 %) fue mucho menor que el intervalo de aceptación establecido 

(50-200%) de acuerdo con lo requerido por la Guía Europea para productos alergénicos, 54 la 

Farmacopea Europea,53 y la FDA. 62,63 Los lotes introductorios fueron usados para los estudios de 

estabilidad, toxicidad y ensayos clínicos de diagnóstico. 

Con vistas a evaluar la consistencia de la producción en serie, posterior a la Introducción, se realizó 

un análisis estadístico de 28 lotes consecutivos de los tres productos. Ninguno estuvo fuera de los 
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Fig. 6. Gráfico de control (X-bar, WinStat) de los valores de potencia alergénica total: Log(P), 

(izquierda); y del indicador de composición alergénica (derecha): intensidad combinada de las 

bandas de 15 y 25 kDa para DP y DS y de 16-18 kDa para BT del Western Blotting IgE (“wb comb”), 

transformado logarítmicamente. Leyenda: “Control limits”: ± 3 sigma; “Specification”: valor nominal 

de la especificación; “Lower limit”: límite inferior de la especificación; “Upper limit”: límite superior de 

la especificación. 
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Fig. 7. Variabilidad (CV geométrico) del proceso de fabricación de vacunas alergénicas desde la 

Materia Prima Alergénica (MPA) hasta el producto final, en cuanto a actividad alergénica o contenido 

de alergeno del Grupo 1 (en las etapas intermedias). La línea discontinua indica los límites de 

aceptación para el producto final. 
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límites de aceptación. De acuerdo al análisis de capacidad de proceso (Fig. 6), la probabilidad de 

éxito del proceso fue del 94 %, valor razonablemente aceptable para un proceso biológico. La 

variabilidad observada (σobs= 0,15) incluye el aporte del error del método analítico. La variabilidad 

atribuible exclusivamente al proceso fue de σproceso= 0,099 resultando menor que el error analítico 

(0,13) y comparable a la de un estudio de la FDA con 91 lotes de extractos estandarizados de 

ácaros, provenientes de 11 fabricantes, que reportó un σ atribuible al proceso de 0,061.63 En ese 

mismo estudio la proporción de lotes dentro de los límites de aceptación de la FDA fue de 93,3 %, 

valor similar a la probabilidad de éxito de nuestro proceso. 

La eficacia de las medidas de estandarización implementadas a lo largo del proceso se manifestó en 

la reducción de la variabilidad entre lotes, en cuanto a actividad alergénica o contenido de alergenos 

del Grupo 1. La misma decreció monótonamente desde la fase de cultivo (CV= 2,18) hasta el 

producto final (CV= 1,42) (Fig. 7). La variabilidad del cultivo es aún superior al rango 0,5-2,0, 

establecido como tolerancia para el producto final, sin embargo, ya para el producto intermedio 

diafiltrado, como para el final, se alcanza una variabilidad menor que ese rango.  

En resumen, el proceso de fabricación desarrollado, acorde con los requerimientos de las BPF, fue 

eficiente en términos de recobrado de los alergenos, y generó resultados consistentes en cuanto a 

potencia y composición del producto final; lo cual fue confirmado mediante el análisis de la 

producción en serie. Los requisitos de calidad y la consistencia demostrada se corresponden con los 

resultados de fabricantes de avanzada de países desarrollados y los requerimientos regulatorios 

internacionales. 

III.4 Estudios de estabilidad 
La estabilidad de los productos farmacéuticos es un requisito de calidad, esencial para garantizar su 

eficacia y seguridad, e indispensable para lograr el Registro. Con el objetivo de establecer la 

estabilidad y el período de validez de las tres vacunas alergénicas desarrolladas, se realizaron 

sendos estudios de estabilidad a tiempo real para los productos liofilizados y reconstituidos, a la 

temperatura de conservación de 4°C y a una temperatura ambiente extrema: 37°C. Para el 

reconstituido, se analizaron cuatro concentraciones diferentes teniendo en cuenta el uso de 

diluciones para la inmunoterapia.  

III.4.1 Estabilidad de los liofilizados 
Los resultados del estudio de estabilidad con tres lotes consecutivos de cada producto, después de 

66 meses de conservación, no denotaron degradación significativa del principal parámetro de 

calidad, la potencia alergénica, tanto a 4 como a 37°C (Fig. 8). Los valores de todos los lotes fueron 

superiores al límite establecido, aunque se apreció una tendencia ligeramente decreciente de este 

parámetro, más aguda para 37ºC. No obstante, las rectas de regresión según el modelo 

semilogarítmico, que se corresponde con una cinética de primer orden, no mostraron pendientes 

significativamente diferentes de 0 (p= 0,05) con la sola excepción de BT a 37°C y de dos lotes de BT 

a 4°C (p< 0,05), cuando se analizaron por separado.  

La composición alergénica, o sea, el patrón de bandas reconocidas por la IgE y su intensidad, se 

mantuvo similar a las respectivas RI y dentro de los límites de aceptación del estudio. También la 

composición de proteínas (SDS-PAGE) se mantuvo sin cambios, conservándose el área bajo los 

picos de 15-17 y 25-26 kDa (para DP y DS) y de 12 a 21 kDa (para BT) por encima del límite 
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establecido. El resto de los parámetros de calidad estudiados (pH, tiempo de reconstitución, 

propiedades organolépticas, esterilidad), permanecieron sin cambios a ambas temperaturas. La 

predicción de vida mínima a 4°C, calculada a partir del análisis de tendencia de la potencia, osciló 

entre 52 años para DP y 6,9 para BT. Solamente en el caso del análisis separado de dos lotes de BT 

se obtuvo un estimado inferior a la duración del estudio: 4,9 años. 

En conclusión, los extractos alergénicos liofilizados de DP, DS y BT son estables por al menos 66 

meses en el caso de DP y DS, y 54 meses para BT, en condiciones de refrigeración a 4°C. Los 

productos, además, pueden estar sometidos a temperaturas ambientales elevadas (37ºC) por un 

máximo de 6 meses sin afectaciones. Los resultados sirvieron para sustentar la aprobación 

regulatoria de un período de validez de 60 meses para DS y DP y de 54 meses para BT.  

III.4.2 Estabilidad de los productos reconstituidos y las diluciones 
El objetivo fue determinar la estabilidad del producto una vez reconstituido con la Solución Diluente, 

para su uso clínico. Como las vacunas se usan en diluciones, los estudios se llevaron a cabo, 

además de con el producto reconstituido (20 000 UB/mL), con otras tres diluciones seriadas 1:10, 

desde 2000 hasta 20 UB/mL. La potencia alergénica se mantuvo superior al límite establecido, con 

la excepción de dos lotes de DS a 20 000 UB/mL a los 12 meses de conservación. Se observó 

además una tendencia significativa (p= 0,05) hacia el decaimiento de la potencia en las dos 

concentraciones más altas de DS (Fig. 9) y en la más alta de DP. Este comportamiento no fue 

observado para BT. En todos los ensayos de potencia las rectas de la muestra y de la RI resultaron 

paralelas (Prueba t de Student, p= 0,05), indicando que la composición de los productos no sufrió 

cambios de consideración. El contenido de Der s 1 o Der p 1 no sufrió tampoco cambios 

significativos, así como el resto de los parámetros físico-químicos. No se detectaron diferencias 

significativas (p= 0,05) entre las posiciones normal e invertida en ninguna fecha, indicando la no 

influencia del tapón sobre la estabilidad del producto. 

Los resultados de este trabajo demostraron la superioridad en cuanto a estabilidad, de la 

formulación liofilizada sobre la acuosa, y posiblemente, también sobre la glicerinada, para la cual se 

ha descrito una estabilidad de 24-36 meses. No obstante, las diluciones preparadas en solución 

acuosa fueron estables por al menos 6 meses, tiempo suficiente para su uso clínico, y no diferente a 

lo publicado para este tipo de formulación con productos similares. 64-67  

Un papel importante en la degradación de los extractos alergénicos se le atribuye a su actividad 

enzimática proteolítica intrínseca.64 En el caso de Dermatophagoides se conoce la existencia de 

varias proteínas con actividad proteolítica, particularmente los alergenos del Grupo 1 (Der p 1, 

Der s 1), que son cisteíno-proteasas, 68,69 así como, otros alergenos con actividad serino-proteasa: 

Grupo 3, 6 y 9.9 En la Fig. 10 se puede apreciar, cómo la velocidad de degradación resultó 

proporcional a la concentración de producto (r = 0,97), resultado que aunque paradójico, ha sido 

descrito también por otros autores.70 Esta dependencia podría explicarse favorablemente a través de 

un mecanismo de degradación enzimática, a partir de la ecuación de Michaelis-Menten: 

dS/dt = -VmaxS/(Km+ S)    [1] 

donde S es la cantidad de sustrato, Vmax es la velocidad máxima de reacción, que es proporcional  la 

concentración inicial de enzima E0, y Km es la cantidad de sustrato necesaria para alcanzar Vmax/2.  

Si se asume que la concentración de enzima es superior o similar a la del sustrato (lo cual  parece 

probable en los extractos de ácaros), entonces la ecuación [1] puede reducirse a:  
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Fig. 8. Estabilidad de la potencia alergénica en los productos liofilizados, promedio de los tres lotes de cada 

producto a 4°C y 37°C. Las barras verticales representan el intervalo del 95 % de confianza. La línea 

discontinua representa el límite inferior de aceptación en el estudio de estabilidad.  
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Fig. 9. Velocidad de degradación de 

las diferentes diluciones de DS. Las 

líneas discontinuas muestran la línea 

de tendencia, determinada mediante 

una regresión lineal de log(P) vs. t. 

Fig. 10. Dependencia de la velocidad de degradación de la 

concentración del producto (DS) expresada en UB/mL. (- - -) 

Línea de regresión para los puntos correspondientes a las tres 

primeras diluciones. 

 



 

 19

dS/dt = -VmaxS/Km     [2] 

Integrando [2] se obtiene:                    ln(S) = -µt + Const.     

O sea, una ecuación de reacción de primer grado, donde µ = kE0/Km sería la velocidad de 

degradación, que resulta proporcional a la concentración inicial de enzima E0, Es decir, se logra una 

correspondencia entre el modelo basado en una reacción enzimática y los datos experimentales 

obtenidos. Experimentos posteriores realizados por nuestro grupo, han confirmado la presencia de 

actividad proteolítica en los extractos de DP, DS y BT, y particularmente la del alergeno purificado 

Der s 1, evidenciado que su actividad intrínseca, bajo condiciones apropiadas, puede contribuir a la 

degradación del producto.71  

En conclusión, los productos, una vez reconstituidos y diluidos, mantienen sus parámetros de 

calidad por al menos 12 meses conservados a 4°C, excepto para la concentración de 

20 000 UB/mL, para la cual el período de vida se reduce a 6 meses. También se concluye que estos 

productos son más estables a bajas concentraciones (20 - 200 UB/mL) que a altas (20 000 UB/mL) y 

la cinética de degradación puede ser descrita por un mecanismo enzimático. 

III.5 Estudios toxicológicos 

Los estudios preclínicos de toxicidad en modelos animales son imprescindibles para evidenciar la 

seguridad de los productos farmacéuticos para su administración en humanos. Con ese objetivo se 

realizaron dos estudios: toxicidad aguda y por dosis repetida, en dos especies de animales cada 

uno, de acuerdo a lo recomendado por las regulaciones internacionales.19,72  

En el estudio de toxicidad aguda, no se observaron síntomas de toxicidad. Ambos grupos de 

animales (estudio y control) incrementaron la masa corporal sin encontrarse diferencias significativas 

entre ellos (p= 0,05). En las observaciones macroscópicas de las necropsias no se detectaron 

alteraciones relacionadas con el producto en ensayo. En el estudio por dosis repetida no se 

encontraron alteraciones de las variables empleadas, tanto clínicas como de laboratorio, que 

pudieran ser interpretadas como patológicas. Se encontraron algunas alteraciones histológicas en el 

sitio de inyección, compatibles con la inducción de una respuesta inmunológica. Determinados 

síntomas de toxicidad local (hemorragias) fueron atribuidos al efecto tóxico del fenol, empleado 

como preservo del Diluente. No obstante, la concentración de fenol utilizada (0,4%) está dentro del 

rango de lo admitido como seguro para la vía inyectable en humanos.  

En general, se concluye que en ambos estudios no se observaron síntomas de toxicidad atribuibles 

al componente activo demostrando la inocuidad del producto para su administración por vía 

inyectable subcutánea, a una dosis mucho mayor que la empleada en humanos.  

III.6  Ensayos clínicos para diagnóstico por pruebas cutáneas 

El diagnóstico alergeno-específico es imprescindible para la correcta indicación de la inmunoterapia. 

Particularmente, la prueba de punción cutánea es el método de diagnóstico más difundido. 73 En su 

versión cuantitativa, esta prueba constituye también una herramienta útil para evaluar cambios en la 

sensibilización alérgica y la eficacia de la IT. Por estas razones, la evaluación clínica de nuestros 

productos en la prueba cutánea, constituyó una etapa necesaria en su desarrollo como vacunas 

terapéuticas. El objetivo primario de los ensayos clínicos de diagnóstico fue evaluar la eficacia (o 

exactitud) diagnóstica de los productos a partir de su sensibilidad y especificidad con relación a la 
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manifestación clínica de la enfermedad alérgica. Como “patrón oro” se empleó la presencia de 

sintomatología alérgica perenne, asociada a la exposición al polvo casero. Por lo tanto, se parte de 

la premisa de que las tres especies de ácaros: DP, DS y BT, juegan un papel preponderante como 

alergenos del polvo doméstico en nuestras condiciones, con respecto a otros posibles alergenos 

respiratorios; premisa sustentada por investigaciones anteriores.12,74 Otro objetivo, en el caso de DP, 

fue comparar los indicadores de eficacia diagnóstica y el tamaño de la reacción cutánea con otros 

dos productos comerciales similares (ALK y Stallergenes), registrados en el extranjero. Asimismo, se 

persiguió la estandarización de la prueba en cuanto a selección de la dosis y valor de corte, con el 

balance más adecuado de sensibilidad/especificidad. Con ese fin, se realizaron tres ensayos clínicos 

en adultos, con los tres productos, respectivamente y un ensayo adicional en niños con los tres 

productos, simultáneamente.  

III.6.1 Eficacia del diagnóstico en adultos 
En el conjunto de los tres ensayos, el rango de edades fue 16-50 años con un promedio de 30,1 

años. Las manifestaciones alérgicas más frecuentes fueron rinitis (82%) y asma (60%). Se observó 

una alta coincidencia (99 %) en el diagnóstico entre VALERGEN-DP y ALK, algo menor en 

comparación con Stallergenes (97%). La coincidencia entre ambos productos comerciales fue, 

incluso, menor (96%). La intensidad de la reacción cutánea hacia los tres productos estuvo 

altamente correlacionada (r entre 0,8 y 0,9; p<0,001). VALERGEN-DP provocó una media 

geométrica del área del habón, en los pacientes positivos, de 43,5 mm2, aparentemente un poco 

mayor que los otros dos productos comerciales (Fig. 11), aunque la diferencia fue significativa sólo 

con respecto a ALK (p< 0,01; ANOVA, Tukey). Este resultado está acorde con el valor nominal de 

potencia alergénica de este último producto que emplea un sistema de estandarización compatible 

con la definición de UB implementada en nuestro trabajo.  

La sensibilidad y especificidad del diagnóstico fueron similares entre los tres productos (Tabla 3) sin 

diferencias significativas (χ2, p>0,05). En los ensayos con VALERGEN-DS y BT, acorde a lo 

esperado, la dosis de 20 000 UB/mL provocó un habón significativamente mayor que para la dosis 

de 2000 UB/mL (Prueba t, p<1e-07). Consecuentemente, la sensibilidad diagnóstica fue 

significativamente superior para la concentración de 20 000 UB/mL (χ2, p<0,001). En contraste, la 

especificidad fue independiente de la concentración empleada y cercana al 100% (Tabla 3). 

La sensibilidad descendió abruptamente con el incremento del valor de corte de la prueba, con un 

comportamiento muy similar entre los tres productos de DP, y para DS y BT a 20 000 UB/mL, 

mostrando una zona de meseta desde aproximadamente 1,5 mm hasta 3-5 mm, que incluyó el 

valor de corte de 3 mm. En cambio, para 2 000 UB/mL el límite de corte ideal sería de 1,5 mm; 

precisión difícil de alcanzar con los instrumentos de medición usualmente empleados para ese 

propósito (Fig. 12). Por otra parte, la especificidad alcanzó su valor máximo, a partir de 

aproximadamente 1,5 mm y permaneció inalterable, independientemente del valor de corte y la 

concentración utilizada. 

Alternativamente, el análisis ROC permitió evaluar la capacidad de la prueba de discriminar entre 

alérgicos y no alérgicos, independientemente del valor de corte seleccionado. Los valores de área 

bajo la curva ROC para 20 000 UB/mL oscilaron entre 0,87 y 0,97 y todos fueron significativamente 

diferentes de 0,5; valor que equivale a una prueba de capacidad nula.  

III.6.2 Eficacia del diagnóstico en niños 
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En el ensayo realizado en niños el rango de edades fue de 2 a 15 años con un promedio de 8,2 

años. Las manifestaciones alérgicas más frecuentes fueron rinitis (96%) y asma (74%). Al igual que 

en adultos, la dosis de 20 000 UB/mL provocó habones significativamente mayores que los 

obtenidos con 2000 UB/mL (p<0,01; ANOVA, Tukey). En general, los habones de DP y DS fueron 

muy similares entre ellos y ligeramente mayores que los inducidos por BT, aunque la diferencia no 

alcanzó ser significativa (p> 0,05). En comparación con los adultos, el diámetro de los habones fue 

algo menor, lo cual pudiera ser explicado por la progresión de la enfermedad alérgica con la edad. 

No obstante, la diferencia es apenas perceptible y no conlleva consecuencias clínicas sustanciales 

(Fig. 13). La correlación entre DP y DS fue relativamente elevada (r = 0,60-0,71); en contraste, fue 

mucho menor entre DP o DS y BT (r = 0,38-0,43), sugiriendo un menor grado de reactividad cruzada 

entre Dermatophagoides y Blomia, acorde con lo publicado por otros autores.75  

La especificidad alcanzó valores altos y similares entre ambas dosis; pero, la sensibilidad fue 

significativamente superior para 20 000 UB/mL con relación a 2000 UB/mL, en todos los productos 

(χ2, p< 0,05), con valores más elevados para DP y DS (Tabla 4). La aparente baja sensibilidad de BT 

(52 %), pudiera ser explicada si los síntomas alérgicos en los pacientes “falsos negativos” 

estuviesen asociados, fundamentalmente, a las otras dos especies de ácaros; ya que el diagnóstico 

clínico, empleado aquí como “patrón oro”, no puede distinguir entre los síntomas causados por los 

diferentes ácaros. En efecto, si se analiza el diagnóstico combinado (o sea, en ese caso, la prueba 

se consideró positiva cuando era positiva a alguno de los tres alergenos), entonces, se obtiene un 

valor satisfactorio de sensibilidad (96%) para la dosis de 20 000 UB/mL, mayor que para cada 

producto por separado (Tabla 4). De esa forma, lo más certero sería tomar los resultados del 

diagnóstico combinado de los tres productos, como los parámetros que realmente reflejan la 

exactitud diagnóstica, particularmente en nuestra población infantil. La dependencia de la 

sensibilidad y la especificidad del límite de corte de la prueba cutánea fue similar a lo observado 

para el estudio en adultos. También el análisis ROC mostró valores superiores para las dosis de 

20 000 UB/mL.  

De ese modo, la dosis de mejores resultados tanto en niños como en adultos fue la de 

20 000 UB/mL, con alta sensibilidad, sin ceder apreciablemente en especificidad. Aunque no existe 

consenso sobre las dosis óptimas para la prueba cutánea, debido precisamente a la falta de un 

sistema internacional de estandarización, la dosis de 20 000 UB/mL se encuentra en el rango de lo 

recomendado por otros autores (entre 10 000 y 50 000 BU/mL).20 También los valores de 

sensibilidad y especificidad obtenidos en nuestro trabajo son semejantes a los descritos en otros 

estudios con ácaros que han usado la historia clínica o pruebas de provocación como diagnóstico de 

referencia. 76,77,78 Trabajos posteriores al actual, realizados en adultos y niños cubanos empleando 

los productos VALERGEN a 20 000 UB/mL han referido resultados muy cercanos a los nuestros.79-82 

III.6.3 Seguridad del diagnóstico 
En el transcurso de los estudios no se produjeron eventos adversos, evidenciando la seguridad de 

los productos y de la dosis empleada. La frecuencia de eventos adversos durante la prueba de 

punción cutánea suele ser sumamente baja, en el orden de 0,03% de los pacientes. 83,84 Para 

evaluar con precisión dicha frecuencia se necesitaría una muestra poblacional mucho mayor, lo cual 

sería posible solamente en estudios post-comercialización.  

En resumen, los ensayos clínicos para diagnóstico permitieron concluir que la prueba de punción 
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Fig 11. Comparación de la media geométrica del 

diámetro de los habones producidos por 

VALERGEN-DP y los productos comerciales de 

ese mismo ácaro (ALK y Stallergenes). 

 

Fig. 12. Dependencia de la sensibilidad del valor de 

corte de la prueba cutánea (diámetro del habón) en los 

ensayos con dos dosis de VALERGEN-DS y BT, 

respectivamente, en adultos. La flecha indica el valor 

establecido como óptimo (3 mm) para 20 000 UB/mL. 
 

Tabla 3. Resultados de las variables de eficacia diagnóstica en adultos con VALERGEN-DP y otros dos 

productos comerciales de DP, y con dos concentraciones diferentes de VALERGEN-DS y VALERGEN-BT. 

 DP VALERGEN-DS VALERGEN-BT 

 VALERGEN-DP 
20 000 UB/mL 

ALK 
Staller-
genes 

2 000 
UB/mL 

20 000 
UB/mL 

2 000 
UB/mL 

20 000 
UB/mL 

Sensibilidad (%)  82,0 80,0 82,0 62,0 90,0 56,0 78,0 
IC95% ± 10,6 ± 11,1 ± 10,6 ± 13,5 ± 8,3 ± 13,8 ± 11,5 

Especificidad (%) 98,0 98,0 96,0 98,0 94,0 94,0 96,0 
IC95% ± 3,9 ± 3,9 ± 5,4 ± 3,9 ± 6,6 ± 6,6 ± 5,4 

 

 Tabla 4. Resultados de las variables de eficacia del diagnóstico en niños.  

 DP DS BT 
Diagnóstico 

combinado 

 
20 000 
UB/mL 

2 000 
UB/mL 

20 000 
UB/mL 

2 000 
UB/mL 

20 000 
UB/mL 

2 000 
UB/mL 

20 000 
UB/mL 

2 000 
UB/mL 

Especificidad (%) 90  94  92  92  94  96  88  90  
IC95% ±8,3  ±6,6  ±7,5  ±7,5  ±6,6  ±5,4  ±9  ±8,3  

Sensibilidad (%) 92  58  86  54  52  32  96  70  
IC95% ±7,5  ±13,7  ±9,6  ±13,8  ±13,8  ±12,9  ±5,4  ±12,7  

 

Tamaño promedio de los habones (mm)
Extractos Alergénicos VALERGEN a 20 000 UB/mL

Hist. Adultos
5.84

BT Adultos
6.32

DP/DS Adultos
6.42

Hist. niños
4.92

BT niños
4.48

DP/DS niños
5.2

 
Fig. 13. Gráfico comparativo de los habones entre niños y adultos. El diámetro de las circunferencias es 

proporcional al diámetro real del habón. Se muestran los resultados promediados entre DP y DS. 
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cutánea empleando los extractos alergénicos VALERGEN-DP, DS y BT, posee sensibilidad y 

especificidad satisfactorias. VALERGEN-DP fue similar a otros productos comerciales de referencia, 

en cuanto a especificidad y sensibilidad, alcanzando un 99% de coincidencia en el resultado del 

diagnóstico, con los mismos. La dosis de 20 000 UB/mL es la indicada para realizar la prueba, 

empleando 3 mm como límite de corte óptimo. Es recomendable el empleo de los tres productos 

simultáneamente en forma de panel, particularmente en los niños.  
 

 

III.7 Ensayos clínicos como vacunas terapéuticas 

Con el propósito de evaluar la eficacia y seguridad de las tres vacunas alergénicas en la 

inmunoterapia del asma, se realizaron seis ensayos clínicos, dos por cada producto. Cada uno con 

un diseño a doble ciegas controlado por placebo y en pacientes con asma leve o moderada, 

sensibilizados preponderantemente a los alergenos respectivos. Para el análisis conjunto de los 

resultados de los seis ensayos clínicos se realizó un meta-análisis. Esta herramienta permite integrar 

la información brindada por los estudios individuales y extender el alcance de las conclusiones, así 

como evaluar la consistencia de los resultados obtenidos en diferentes condiciones experimentales. 

Como premisas básicas que permiten realizar un meta-análisis, se tiene el uso de los mismos 

protocolos, la inclusión de pacientes con las mismas características demográficas y manifestación 

alérgica. Las vacunas responden al concepto regulatorio de alergenos homólogos, 85 que permite 

conjugar datos clínicos de diferentes productos alergénicos.  

En el conjunto de los seis ensayos participaron 235 pacientes, con una edad promedio de 32,3 años. 

La heterogeneidad entre estudios no fue significativa en cuanto a sexo, edad o severidad del asma 

(χ2, p> 0,05). En total, 59 % fueron clasificados al inicio como asmáticos ligeros y 41% como 

moderados. Todos los pacientes incluidos concluyeron el estudio y alcanzaron la dosis máxima 

prevista de 6000 UB. Se administraron un total de 4611 inyecciones, para un 89,2 % de 

cumplimiento, con un comportamiento similar entre los grupos Activo (91%) y Placebo (87,3%).  

III.7.1 Resultados de las variables de eficacia, analizados mediante meta-análisis 
La Puntuación por Síntomas y Medicación decreció en los grupos Activo, mientras se mantenía 

constante en los Placebo. Las diferencias fueron ampliamente significativas en todos los ensayos (U 

Mann-Witney, p<0,001). El efecto promedio, calculado por el meta-análisis, mostró una reducción de 

esta variable del 60,3% (IC95%: 51,3-69,3) con respecto al Placebo. El efecto fue consistente entre 

los diferentes ensayos (Fig. 14, prueba de heterogeneidad, χ2, p> 0,05) y aunque significativo a los 6 

como a los 12 meses, fue superior en la última fecha.  

La reactividad cutánea alergeno-específica disminuyó significativamente (p<0,001) en los grupos 

Activo en cada uno de los ensayos. El efecto promedio fue de Log(Ch10) = 2,87 (IC95%: 2,51-3,16), 

que equivale a una diferencia de 740 veces en términos de concentración de alergeno (Fig. 15). El 

análisis de la heterogeneidad entre ensayos arrojó un resultado significativo (χ2, p= 0,003), no 

obstante, retirando el último ensayo (BT.2, el de mayor efecto), se eliminó la significación estadística 

(p> 0,05) sin afectar considerablemente el resultado: 2,54 (IC: 2,18-2,90). Es notorio que la IT con 

DS indujo no sólo desensibilización hacia DS sino también hacia DP y viceversa, lo cual era de 

esperarse, debido al alto grado de homología entre ambas especies. 75 El efecto cruzado promedio 

resultó significativo y en una magnitud no mucho menor que el efecto específico: 1,80 (IC: 1,39-2,21) 

(Fig. 16). En contraste, el efecto cruzado promedio sobre BT, cuando se administró DP o DS y 
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Fig. 14. Efecto de cada ensayo clínico y promedio 

ponderado de los seis ensayos, en cuanto a reducción 

de Síntomas y Medicación, calculado como diferencia de 

promedios entre Activo y Placebo, relativa al Placebo. 

Las barras indican el IC95%. 

Fig. 15. Efecto en cuanto a reducción de 

Reactividad Cutánea [Log(Ch10)], calculado 

como diferencia de promedios entre Activo y 

Placebo.  
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Fig. 16. Efecto cruzado en cuanto a reducción de la reactividad cutánea, diferencia de promedios 

MD[Log(Ch10)] . Izquierda: efecto sobre la reactividad hacia DP cuando se emplea la vacuna DS o viceversa 

(n= 4), y efecto sobre ambos cuando se emplea la vacuna BT (n= 2,). Derecha: Efecto sobre la reactividad 

hacia BT cuando se emplean las vacunas DS o DP (n= 4). Las barras indican el IC95%. 
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Fig. 17. Efecto sobre la función respiratoria en los ensayos de la primera serie. Izquierda: reducción de la 

Variabilidad del Flujo Pico Espiratorio (VFPE), calculado como diferencia de promedios, relativa al Placebo. 

Derecha: Razón de Tasas (OR) de mejoría de la clasificación de la función respiratoria. 
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viceversa, no fue significativo, en concordancia con las diferencias antigénicas entre los géneros 

Blomia y Dermatophagoides. 86  

En cuanto a la función respiratoria, la variabilidad del FPE se redujo significativamente solamente en 

uno de los tres ensayos de la primera serie (BT.1); sin embargo, el efecto promedio de los tres fue 

significativo, con un valor promedio de 12,2% (IC: 4,1-20,2). (Fig. 17). A pesar de lo discreto del 

valor, se indujeron cambios significativos en la clasificación de la función respiratoria. La razón de 

tasas (OR) de mejoría para esta variable categórica fue de 4,8 (IC:1,7-14; p<0,05; Fig. 17).  

Compilando los seis ensayos, el 76% de los pacientes mejoró bajo tratamiento activo, mientras que 

solamente 9,4% lo hacía con el Placebo. La Razón de Tasas de mejoría, resultado del meta-análisis 

de los seis ensayos, arrojó un valor de 22,3 (IC: 10,7-46,2). Esta variable fue consistente entre los 

diferentes ensayos (prueba de heterogeneidad χ2, p>0.05) (Fig. 18). A modo de comparación, la 

experiencia internacional considera la IT con alergenos de ácaros, efectiva en el 60-70 % de los 

pacientes. Para mayor precisión nos referimos al meta-análisis de IT en asma, publicado por 

Abramson; 42 en el cual se analizaron 54 ensayos controlados, incluyendo 25 con ácaros. Nuestro 

valor de OR fue superior al referido en dicho artículo para los síntomas (9,7; IC: 4,4-28) e inferior 

para la medicación (35,6 IC: 11,5-193), aunque debido a la gran heterogeneidad de ese meta-

análisis, los IC95% se intersectan.   

Los niveles séricos de IgE total y específica, determinados en los tres ensayos de la segunda serie, 

mostraron una reducción significativa (p<0,05), mientras que los anticuerpos IgG4 se incrementaban 

también significativamente. La variable compuesta IgEesp/IgG4 demostró el efecto de mayor 

magnitud (Fig. 19). El efecto fue homogéneo entre los diferentes ensayos (χ2, p>0,05) para todas las 

variables. De especial interés, para la comprensión de los mecanismos de acción de la IT, es la 

cinética de los anticuerpos específicos (Fig. 20). El incremento de la IgG4 consiguió ser significativo 

ya a los 6 meses, mientras que la reducción de la IgE solo lo fue a los 12, lo cual sugiere que los 

cambios de la IgG4 antecedieron a los de la IgE. Se conoce que la IT ejerce cambios 

inmunoreguladores en diferentes elementos de la repuesta alérgica, que incluyen el incremento de 

los anticuerpos IgG4, los cuales pueden jugar un papel bloqueador de la IgE, tanto en la respuesta 

efectora14 como en la inhibición del mecanismo de presentación a células T, facilitada por IgE. 87,88 

La IgG4 está asociada a la inducción de IL-10 y la respuesta de células Treg.14,89 El incremento de la 

IgG4 durante la IT, se ha descrito que puede ser apreciable ya a los 60 días de iniciado el 

tratamiento,90 en cambio, la reducción de la IgE específica ocurre solamente a largo plazo.14 De ese 

modo, nuestros resultados concuerdan plenamente con estos datos publicados.   

III.7.2 Magnitud del efecto y correlación entre las variables de eficacia 
Con vistas a comparar transversalmente la magnitud del efecto entre las diferentes variables, 

empleamos el concepto de diferencia estandarizada de promedios (“Standardised Mean Difference”, 

SMD) que es independiente de la escala de cada variable. El mayor valor de SMD correspondió a la 

reducción de la reactividad cutánea: -1,71 (IC: -1,37 a -2,05), seguido de las variables clínicas de 

Medicación y Síntomas (Tabla 5). Es conocido que la IT es capaz de reducir la reactividad cutánea 

específica de forma sustancial.91-94 El efecto obtenido fue comparable, o incluso mayor, que lo 

descrito por otros autores. 95-98 Entre las variables inmunológicas la de mayor efecto fue el cociente 

IgEesp/IgG4, en una magnitud similar al efecto clínico. En comparación con el meta-análisis de 

Abramson,42 la magnitud del efecto de nuestro estudio, en cuanto a reducción de síntomas, fue algo 
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Tabla 5. Magnitud del efecto de las variables continuas, expresado a través de la Diferencia Estandarizada de 

Promedios (SMD) y comparación con meta-análisis de Abramson.  

Magnitud del efecto 

(SMD) 

Resultados  de meta-

análisis actual con 

VALERGEN 

Meta-análisis,  

Abramson 2003 

Síntomas -1,51 (-1,22 a -1,81) -1,13 (-1,69 a -0,58)♣ 

Medicación -1,31 (-1,02 a -1,60) -0,51 (-0,74 a -0,28) 

Función pulmonar FPE: No significativa 

VFPE: -0,50 (-0,31 a -0,69)
No significativa 

(♣): Datos correspondientes solo a los ensayos con ácaros (n= 25) 
 

 

 

 

Fig. 18. Razón de Tasas (OR) para cada 

ensayo y promedio ponderado de los seis 

ensayos, en cuanto a mejoría clínica (CGM: 

Criterio General de Mejoría). 

Fig. 19. Efecto en cuanto a niveles de anticuerpos: 

IgE total, IgE e IgG4 alergeno-específicos y 

cociente IgEesp/IgG4. Valores correspondientes a 

12 meses en los tres ensayos de la segunda serie. 

Fig. 20. Cinética de los niveles de anticuerpos 

IgG4 e IgE específicos, y del cociente 

IgEesp/IgG4. Efecto combinado de los tres 

ensayos de la segunda serie. 
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superior y aún mayor en relación a la medicación; aunque en este caso el dato publicado no 

corresponde exclusivamente a ácaros. El efecto de la IT sobre la función pulmonar en los pacientes 

asmáticos se considera cuestionable. En el meta-análisis de Abramson del 2003 fue no significativo 

(Tabla 5). Concordantemente, el efecto de menor magnitud en nuestro estudio correspondió a 

VFPE, mientras que el propio FPE no evidenció cambios significativos. 

Otro aspecto actual en la IT es el estudio de la correlación entre las variables paraclínicas 

(reactividad cutánea, variables inmunológicas) y clínicas. En el análisis conjunto de los ensayos se 

observaron valores de correlación significativa entre la reducción de Síntomas-Medicación y las 

variables: reactividad cutánea (r = 0,442; p<0,0001; n = 118); IgE específica (r = 0,35; p = 0,003; 

n = 60) e IgEesp/IgG4 (r = 0,23; p = 0,04; n = 60). La correlación entre las variables 

paraclínicas/inmunológicas y la mejoría clínica aporta una mayor coherencia y objetividad a los 

resultados obtenidos. El cociente IgEesp/IgG4 ha sido propuesto por otros autores, como posible 

subrogado de eficacia clínica.41,99,100 Nuestros resultados confirmaron que dicho cociente consigue el 

mayor efecto en comparación con la IgE e IgG4 por separado, manteniendo una correlación 

significativa con la mejoría clínica. 

De modo general, nuestros resultados en cuanto a eficacia clínica, fueron similares o algo superiores 

a los publicados en el extranjero. Una mayor eficacia pudiera radicar en el empleo de productos 

estandarizados, ya que en una parte de los estudios referidos, por ejemplo en el meta-análisis de 

Abramson,42 se emplearon extractos no estandarizados. Particularmente, el papel de la 

estandarización, se puede reflejar en la posibilidad de alcanzar altas dosis de forma más segura,  y 

como es conocido, la efectividad de la IT depende de la dosis máxima administrada. 101 , 102 

Coherentemente, en nuestro estudio todos los pacientes alcanzaron la dosis máxima de 

mantenimiento equivalente a 12 µg de Der p 1 que se corresponde con el rango recomendado por 

otros autores (entre 5 y 20 µg). 103 Por otra parte, no se puede descartar la influencia del factor 

poblacional y ambiental. Las características de la población asmática cubana, donde predomina 

ampliamente la sensibilización a ácaros, pudieran resultar en una mayor eficacia de la IT con estos 

alergenos. La mayor parte de los estudios con vacunas de ácaros, se han realizado con las especies 

DP y D. farinae. Los ensayos clínicos descritos en este trabajo serían los primeros estudios 

controlados, realizados con vacunas estandarizadas de las especies tropicales DS y BT. 

III.7.3 Seguridad de la inmunoterapia 
No se presentaron eventos adversos (EA) sistémicos de grado III o IV, aunque sí de grado I-II, en 3 

de los 6 ensayos clínicos, para una frecuencia de 0,5 % de las inyecciones administradas. 

Consistieron en síntomas de asma ligera o moderada, relacionados probablemente con la actividad 

alergénica del producto. Los EA más frecuentes bajo tratamiento activo fueron las reacciones locales 

(3,89 % de las inyecciones). En total, los EA se presentaron en el 2.5% de las inyecciones. La mayor 

puntuación por EA se observó durante la fase de incremento, de acuerdo a lo esperado, 

particularmente, en el rango entre 2000 y 6000 UB, y decayó abruptamente en la fase de 

mantenimiento. Como promedio, la proporción de EA fue casi el doble bajo tratamiento activo (RR= 

1,86; IC: 1,31-2,63). Este valor fue bastante mayor para las reacciones locales: 4,98; pero no llegó a 

ser significativo para las sistémicas: 2,17 (IC95%: 0,82-5,75). Los resultados fueron homogéneos 

entre ensayos (χ2, p>0,05; Fig. 21).  
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La frecuencia de EA adversos durante la IT se ha 

estimado por varios autores entre 0,84 % y 10% 

de las inyecciones administradas, incluyendo 

entre 0,05 y 0,27 % de reacciones sistémicas, 

mayormente, de naturaleza leve o moderada. 104-

109 La dispersión de los datos refleja la falta de 

criterios uniformes para su clasificación. Así, la 

frecuencia observada en nuestros estudios, fue 

comparable a lo descrito internacionalmente. 

Entre los factores que pueden favorecer un menor 

riesgo de reacciones sistémicas, se encuentran el 

empleo de vacunas estandarizadas y el diseño del esquema de incremento de dosis. En nuestros 

ensayos se empleó un esquema tradicional suficientemente cauteloso. El hecho de que la dosis 

máxima prevista (6000 UB) fuera tolerada por todos los pacientes, es un indicador, también, de 

seguridad. Otros autores han referido también dosis similares como relativamente seguras y 

tolerables.15, 110 

En resumen, los resultados indicaron que la IT con las vacunas VALERGEN-DP, DS y BT es eficaz y 

relativamente segura para el tratamiento del asma alérgica en nuestra población. Los resultados 

fueron consistentes entre los diferentes ensayos clínicos y vacunas.  

III.8 Discusión general  

Ventajas de la estandarización 
En el transcurso del trabajo se ha evidenciado el impacto de la estandarización en los aspectos de 

calidad de los productos y en su eficacia y seguridad clínicas. En particular, el proceso de 

fabricación logró reducir la variabilidad natural de las fuentes biológicas, desde aproximadamente un 

factor de 10 en los lotes no estandarizados hasta cerca de 2; o sea, 70-142%, valor menor que la 

tolerancia establecida internacionalmente (50-200%),53,54 la cual se corresponde con resultados 

consistentes en el diagnóstico y un margen adecuado de seguridad durante la IT.63 La mayor parte 

de esta variabilidad aparente entre lotes estuvo causada por la imprecisión del método analítico para 

la potencia alergénica, que aún así, fue similar al método de referencia existente.55 La variabilidad 

intrínseca del proceso de fabricación fue similar a lo publicado por la FDA para fabricantes 

licenciados en EE.UU.63 Los ensayos clínicos de diagnóstico por prueba cutánea demostraron la 

consistencia de los resultados clínicos en esa aplicación, con valores similares de sensibilidad y 

especificidad, entre los diferentes productos, empleando la misma dosis, expresada en UB. El 

ensayo con DP permitió comparar satisfactoriamente nuestro producto con el fabricante líder 

mundial que emplea un sistema de estandarización compatible con las UB. De esa forma, se 

confirmó la validez y utilidad de este sistema para la prueba diagnóstica.  

La aplicación de ensayos para Alergenos Mayores, basados en anticuerpos monoclonales y 

policlonales, es de gran actualidad y se inscribe en la tendencia internacional que persigue 

establecer un sistema único de estandarización que permita la comparación y la intercambiabilidad 

entre fabricantes.47 Concretamente, en nuestro trabajo la determinación de Alergenos Mayores (Der 

p 1, Der s 1) posibilitó el diseño del esquema de dosis de la IT de acuerdo al rango recomendado 
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Fig. 21. Resultados del meta-análisis de los seis 

ensayos clínicos, en cuanto a eventos adversos, 

expresados mediante la Razón de Riesgo (RR). 
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internacionalmente. Nuestros resultados establecieron una equivalencia de 2 ng/UB para Der p 1 y 

4 ng/UB para Der s 1, que refleja diferencias en la actividad alergénica intrínseca entre ambos 

alergenos. En tal sentido, esa puede ser una desventaja del sistema de unidades de masa, ya que 

las dosis óptimas, pueden no coincidir entre los diferentes alergenos, careciendo de un sentido 

clínico claro, que pueda ser interpretado fácilmente por el médico, a diferencia de las UB.  

No obstante, los ELISA-AcM demostraron su utilidad y ventajas en comparación con los métodos 

basados en IgE de pacientes alérgicos, particularmente en cuanto a disponibilidad y homogeneidad 

de sus reactivos, mayor sencillez, precisión y sensibilidad. Sin embargo, aún no hay ensayos 

adecuados para muchos alergenos importantes y no todos los ensayos desarrollados han 

demostrado utilidad en la estandarización, ya sea por una pobre correlación entre el alergeno y la 

actividad total del extracto o por una especificidad demasiado exquisita de los AcM, que reconocen 

sólo determinadas isoformas de los alergenos. 111 Por ejemplo, el ELISA disponible comercialmente 

para Blo t 5 (INDOOR), generado usando el alergeno recombinante, 112 no fue capaz de detectar 

niveles significativos en nuestros extractos, lo cual, probablemente, se debería a diferencias entre la 

forma recombinante y las isoformas nativas, descritas recientemente. 113 También, nuestro grupo 

obtuvo AcM contra un alergeno de BT: rBlo t 13 y desarrolló un ELISA que tampoco fue de utilidad 

para la estandarización.52 De modo que, la cuestión del desarrollo de un método analítico para la 

cuantificación de alergenos nativos de BT está aún pendiente de solución a nivel internacional. 

El principal impacto de la estandarización debe manifestarse en la aplicación terapéutica de los 

productos, en primer lugar en su seguridad. En efecto, los resultados de los ensayos clínicos de IT 

demostraron un perfil adecuado de seguridad, permitiendo el uso de dosis elevadas de alergenos 

con alto grado de cumplimiento del tratamiento y sin reacciones sistémicas severas. La consistencia 

clínica, tanto en cuanto a seguridad, como a eficacia, evidenció la utilidad de la estandarización. El 

meta-análisis de los seis ensayos clínicos de IT reflejó homogeneidad estadística (χ2, p<0,05) de las 

variables principales, en contraste con el meta-análisis internacional de Abramson, donde la 

heterogeneidad de las variables de eficacia, fue significativa.42 En nuestros estudios, los valores de 

dispersión del efecto clínico (SMD), no rebasaron ±20%, mientras que para Abramson fueron de 

cerca de ±50% (Tabla 5).  

Otra de las ventajas de los productos desarrollados es su gran estabilidad. Se conoce que la 

liofilización provee una estabilidad elevada a los productos biológicos. Sin embargo, no abundan en 

el mercado internacional productos alergénicos con formulación liofilizada. Por ejemplo, la FDA 

reconocía que existían solamente 16 extractos alergénicos liofilizados licenciados de un total de 140 

productos de 11 fabricantes, y ninguno era de ácaros.63 La mayor parte de los productos licenciados 

en EE.UU son formulaciones glicerinadas con período de validez de sólo dos años.66 Otra ventaja de 

la  formulación liofilizada es su flexibilidad para el desarrollo de nuevas presentaciones con 

diferentes  vehículos para reconstituir el producto, por ejemplo, para la administración de la IT por 

vías no inyectables; así como, la posibilidad de ajustar a conveniencia la concentración del producto 

final, posibilitando un esquema de tratamiento ajustable y personalizado. 

Reactividad e inmunogenicidad cruzada 
Era conocido de estudios previos que los alergenos de DP y DS comparten un alto grado de 

reactividad cruzada y homología, y que la reactividad cruzada de ambos con BT es mucho más 

limitada. 75,86 Los resultados nuestros confirmaron estos datos, específicamente, por la correlación 
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observada en las pruebas cutáneas entre DP y DS y no con BT (en el ensayo clínico de diagnóstico 

en niños), así como, por el empleo de sueros IgE comunes para DS y DP y anticuerpos policlonales 

que reconocen tanto Der p 1 como Der s 1. La reactividad cruzada es una propiedad antigénica que 

no coincide exactamente con la inmunogenicidad, o sea, la capacidad de inducir o modificar la 

respuesta inmunitaria específica; particularmente en la IT, la inmunogenicidad del alergeno se 

reflejaría en su capacidad de desensibilizar.114 En tal sentido, los resultados de los ensayos clínicos 

de IT con DP, DS y BT, demostraron por primera vez, la inmunogenicidad cruzada entre DS y DP y 

la falta de la misma entre ambos y BT, lo cual constituye un aporte científico del trabajo a la 

caracterización inmunológica de estos alergenos. Este resultado tiene también implicaciones para la 

práctica clínica, pues en nuestra población asmática existe una alta proporción de pacientes poli-

sensibilizados (cerca del 30 % estarían sensibilizados simultáneamente a DP, DS y BT).12,115,116 

Entonces, el tratamiento óptimo para estos pacientes consistiría en la combinación de vacunas de 

DP o DS más BT, lo cual debería ser evaluado apropiadamente en ensayos clínicos. 

El Registro de los productos alergénicos 
Los extractos alergénicos no se consideraron productos farmacéuticos sujetos a Registro hasta los 

años 80-90, en que este requerimiento comienza a introducirse en Europa y EE.UU. Teniendo en 

cuenta las dificultades para su estandarización, los productos alergénicos han requerido de un 

enfoque regulatorio diferenciado que, lamentablemente, no ha estado armonizado entre Europa y 

EE.UU. Incluso, dentro de Europa, a pesar de la emisión de regulaciones comunitarias, el avance 

del proceso ha sido lento y desigual.117 En Alemania, uno de los países líderes, el Paul-Erhlich-

Institut tiene registrados cerca de 20 vacunas alergénicas (incluyendo DP y DF). Sin embargo, siete 

países de la Unión Europea aún no tienen registrado ni un solo producto. No hay tampoco productos 

registrados centralizadamente por la EMEA.117 Por otra parte, en EE.UU. se cuenta solamente con 

19 vacunas estandarizadas (el equivalente del Registro de la FDA) de cientos de extractos 

alergénicos presentes en el mercado.58 La falta de armonización entre ambos enfoques ha impedido 

hasta ahora la inclusión de los productos alergénicos en la ICH. No obstante, el desarrollo de 

nuestras vacunas, por llevarse a cabo en BIOCEN, un complejo científico-industrial con diversas 

producciones biofarmacéuticas y un sistema de aseguramiento de la calidad único; ha estado 

obligado a incorporar el enfoque y los requerimientos de la ICH, demostrando, de esa forma, su 

compatibilidad con los productos alergénicos. 

En Cuba, los productos alergénicos quedaron legalmente sujetos a la obligatoriedad del Registro 

desde 1980. No obstante, la situación real era la preparación artesanal de extractos en los 

laboratorios de hospitales en condiciones precarias sin ningún control regulatorio. Como resultado 

de este trabajo, se logró por primera vez en el país, el Registro de productos alergénicos industriales 

para las dos indicaciones; diagnóstico por pruebas cutáneas e inmunoterapia por vía inyectable. 

Como resultado colateral, se aprobó en el 2002 la regulación del CECMED que establece los 

requisitos de Registro para los productos alergénicos, 118,119 con criterios muy similares a la Guía 

Europea.54 Nuestras vacunas han sido también los primeros productos alergénicos estandarizados 

registrados en América Latina. Obviamente, es la primera vez en el mundo que se registra un 

producto alergénico de DS, pues este ácaro es endémico de Cuba. No obstante, también es la 

primera vez que se registra, como producto farmacéutico, un extracto alergénico de BT. Esta 

especie es propia de países tropicales y, por consiguiente, de menor interés para los fabricantes 

europeos y norteamericanos, aunque en algunos países está disponible como producto 
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individualizado o para uso veterinario.   

Generalización de los resultados en la práctica clínica e impacto socioeconómico 
Las vacunas VALERGEN se han introducido en los servicios de Alergia de todo el país cubriendo 

actualmente toda la demanda según la capacidad de estos servicios, y están ya incluidas en el 

cuadro básico de medicamentos del sistema nacional de salud.120 Los productos están limitados a 

ser usados en los servicios de Alergia, por los riesgos asociados a la IT y la necesidad de 

supervisión médica especializada para su indicación. Los ensayos clínicos se realizaron en una 

población limitada en comparación con la población alérgica del país, y por lo tanto, se recomienda 

realizar más ensayos para confirmar estos resultados, particularmente en niños, precisamente 

porque el principal impacto potencial de la IT radica en la posibilidad de prevenir el agravamiento de 

la enfermedad, lo cual se logra con mayor efectividad en la niñez. 121 

El impacto socioeconómico del asma es bien conocido, al tratarse de una enfermedad de muy alta y 

creciente prevalencia. La intervención farmacológica, aunque ha demostrado ser efectiva en el 

control de los síntomas asmáticos, no es eficiente como política de salud pública pues incrementa 

los costos de atención sin incidir en la tasa de prevalencia. Esto adquiere mayor relevancia en un 

sistema de salud como el nuestro, sentado sobre bases racionales y no lucrativas. Así pues, el 

enfoque etiológico del asma, y la IT, como pilar del mismo, explotando su efecto preventivo y 

perdurable, constituye una alternativa importante en el manejo de esta enfermedad crónica.  

En varios estudios recientes que han abordado la costo-efectividad de la IT, tanto en Europa como 

en EE.UU,122-124 se ha demostrado su capacidad de reducir el consumo de medicamentos y los 

costos por ese concepto, así como por atención médica y otros costos indirectos, con un saldo neto 

favorable que se refuerza a largo plazo. Esto, a pesar de que la IT en esos países es una práctica 

bastante lucrativa, generalmente privada, y los precios de las vacunas son elevados (por ejemplo, en 

EE.UU. el costo medio del tratamiento por seis meses es 453 USD122). La relación costo-beneficio 

en nuestro sistema de salud, teniendo en cuenta que los costos de VALERGEN son mucho 

menores, resultaría previsiblemente en un efecto aún superior. El efecto económico directo por 

concepto de reducción del consumo de medicamentos pudiera estimarse a partir del valor observado 

en nuestro trabajo (58,4%) y la posible extensión de este enfoque a toda la población tributaria del 

mismo en el país (que se estima entre 200 000 y 400 000 habitantes), lo cual, indudablemente, 

conseguiría un impacto socio-económico considerable.  

En resumen, en nuestro país, donde existe una red extensa de servicios de Alergia en todas las 

provincias con perspectivas de crecimiento, potenciada por las características de nuestro sistema de 

salud, gratuito y de alcance general, existen condiciones únicas para la aplicación sistemática de un 

enfoque racional del asma, basado en un tratamiento etiológico y preventivo. La generalización del 

empleo de las vacunas de alergenos de los ácaros más importantes en el país, como elemento 

básico de este enfoque, tiene el potencial de contribuir sustancialmente al mejoramiento de los 

índices de esta enfermedad, y a la reducción de los costos sociales provocados por la misma. 

Aporte científico-tecnológico 
Los resultados obtenidos han implicado la introducción en el país de una nueva tecnología de 

producción y evaluación de una clase completa de productos biofarmacéuticos: las vacunas 

alergénicas. Se realizaron aportes científicos concretos en la caracterización inmunobiológica de 

alergenos de DS y BT y se desarrollaron, por primera vez en el país, métodos analíticos para la 
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detección de IgE específica y ensayos inmunoenzimáticos basados en anticuerpos mono y 

policlonales específicos a alergenos. Se desarrolló un método original para el cultivo y propagación 

de ácaros, como base del proceso productivo, el cual fue patentado en Cuba. Se realizaron, por 

primera vez en el país, ensayos clínicos de IT con un diseño a doble ciegas controlado por placebo. 

La metodología del desarrollo integral a ciclo completo de estas vacunas terapéuticas es útil para el 

desarrollo perspectivo de otros productos alergénicos, y sienta las bases para la investigación en el 

país de nuevas vacunas basadas en alergenos recombinantes y adyuvantes inmunomodulares. La 

disponibilidad de vacunas o extractos alergénicos estandarizados, además de su evidente impacto 

social potencial, provee también herramientas muy útiles para el desarrollo de la investigación clínica 

alergológica, posibilitando ya la publicación de trabajos en revistas médicas de prestigio y un mayor 

nivel científico en la formación profesional de los residentes de la especialidad. 

 

IV. CONCLUSIONES 

1. Se demostró la preponderancia de los Alergenos Mayores del Grupo 1 de Dermatophagoides, 

así como de la fracción de 12 a 21 kDa de Blomia tropicalis con relación a la actividad alergénica 

total de los extractos alergénicos respectivos, en nuestra población; evidencia que sustenta el 

uso de dichos marcadores en el sistema de estandarización de estos productos. 

2. Se desarrollaron y validaron métodos analíticos para la determinación de la actividad y 

composición alergénicas, basados en inmunoensayos con anticuerpos IgE humanos, o con 

anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos contra Alergenos Mayores del Grupo 1, que 

demostraron ser apropiados para el control de la calidad de los productos, particularmente en 

cuanto a precisión y sensibilidad analítica, de acuerdo con los requerimientos regulatorios 

internacionales. 

3. Se estandarizó el proceso de fabricación, incluyendo el cultivo de ácaros, a partir del diseño e 

implementación de medidas y controles intermedios, y ajustes de parámetros tecnológicos, 

lográndose reducir la variabilidad natural inherente a la fuente alergénica hasta niveles inferiores 

al error aportado por los métodos analíticos. De esa forma, se evidenció la consistencia del 

proceso con una probabilidad de éxito del 94%, similar a lo descrito para fabricantes del mundo 

desarrollado. 

4. La formulación liofilizada demostró su estabilidad durante 60 meses de almacenamiento a 4°C, 

aventajando sustancialmente al producto reconstituido, para el cual el tiempo de vida fue de solo 

seis meses. La estabilidad de nuestros productos liofilizados resultó superior a la referida para la 

mayoría de los productos comerciales existentes y constituye un elemento de calidad y fiabilidad 

para su uso clínico.  

5. Los productos resultaron inocuos desde el punto de vista toxicológico, aportando así, más 

seguridad para su aplicación clínica por vía inyectable.  

6. La dosis de 20 000 UB/mL demostró un balance óptimo de sensibilidad y especificidad en la 

prueba de punción cutánea, tanto en adultos como en niños, probándose la eficacia diagnóstica 

de los productos en esa aplicación clínica. El extracto alergénico de Dermatophagoides 

pteronyssinus (VALERGEN-DP) fue similar, en cuanto a exactitud diagnóstica, a productos 

comerciales de firmas prestigiosas.  

7. Las tres vacunas alergénicas probaron su eficacia y seguridad en la inmunoterapia por vía 



 

 30

inyectable en pacientes asmáticos, consiguiendo, en general, una reducción de los síntomas y el 

consumo de medicamentos en 60 %; mejoría clínica en el 76% de los pacientes; reducción de la 

sensibilidad cutánea y de la IgE e incremento de la IgG4 alergeno-específica; con una frecuencia 

de eventos adversos similar a lo descrito internacionalmente y sin reacciones sistémicas 

severas. 

8. La inmunoterapia con VALERGEN DP (Dermatophagoides pteronyssinus) fue efectiva contra la 

especie homóloga Dermatophagoides siboney y viceversa. En cambio, se demostró la ausencia 

de inmunogenicidad cruzada con Blomia tropicalis, lo cual aporta nuevos conocimientos sobre 

las características de estos alergenos e indica la necesidad de su combinación para el 

tratamiento efectivo de pacientes polisensibilizados. 

9. Los resultados clínicos de la inmunoterapia demostraron consistencia clínica y homogeneidad 

entre diferentes productos, lotes, y sitios de investigación clínica, evidenciando la utilidad del 

sistema de estandarización implementado. 

Por último, como resultado final del ciclo completo de desarrollo, se obtuvo el Registro como 

medicamento de los tres productos para ambas indicaciones: diagnóstico mediante pruebas 

cutáneas e inmunoterapia subcutánea, lográndose la introducción de las vacunas en el sistema 

nacional de medicamentos y en todos los servicios de alergia del país.    

 

V. RECOMENDACIONES 
1. Continuar los trabajos de investigación para la generación de anticuerpos monoclonales contra 

alergenos recombinantes o naturales de Blomia tropicalis y el desarrollo de un ELISA útil para la 

cuantificación de los mismos en los extractos alergénicos y aplicable en su estandarización. 

2. Llevar a cabo ensayos clínicos que permitan evaluar la eficacia de la combinación de la 

inmunoterapia con alergenos de D. pteronyssinus o D. siboney con Blomia tropicales en 

pacientes cubanos, atendiendo al alto grado de polisensibilización y la falta de inmunogenicidad 

cruzada demostrada. 

3. Realizar ensayos clínicos de inmunoterapia por vía sublingual con las tres vacunas, en busca de 

evaluar su eficacia y seguridad, teniendo en cuenta la posibilidad de reducir el riesgo de 

reacciones sistémicas.  

4. Llevar a acabo ensayos clínicos de inmunoterapia en niños, con el fin de confirmar la eficacia y 

seguridad de las vacunas en esa población, e investigar su efecto preventivo a largo plazo. 
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