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Resumen

La inmunoterapia es el Unico tratamiento que puede alterar el curso natural de las enfermedades
alérgicas. La eficacia de las vacunas inmunoterapéuticas esta asociada a la capacidad de activar el
sistema inmunoldgico responsable de la sintesis de anticuerpos IgG y la reduccién a largo plazo de IgE,
causante de las reacciones alérgicas inmediatas. Se han hecho mejoras en los extractos alergénicos de
las vacunas para reducir los efectos secundarios ocasionados con la inmunoterapia como la
modificacién quimica de éstos, obteniendo un polimerizado de alto peso molecular. Se ha demostrado la
capacidad que tienen reduciendo la alergenicidad y manteniendo su inmunogenicidad. Hemos realizado
modificaciones con glutaraldehido a un extracto de Dermatophagoides pteronyssinus (acaro del polvo), en
dos condiciones de temperatura diferentes, 5°C+3 y a temperatura ambiente, 20°C+3. Se ha comparado la
actividad inmunogénica que tienen cada uno de ellos y su alergenicidad con respecto al producto nativo
sin modificar, confirmando que las muestras polimerizadas poseen una disminucion de la fijacion de IgE a
sus correspondientes epitopos alergénicos, y mantienen su eficacia ya que favorecen la induccion de 1gG
en el sistema inmunoldgico, por tanto se consigue obtener vacunas mas seguras que permiten un menor
numero de inyecciones en un periodo mas corto de tiempo, disminuyendo asi el riesgo de reacciones
sistémicas al paciente.
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Introduccién

La alergia es una enfermedad que afecta a mas del 40% de la poblacion de paises industrializados. Tiene
lugar en dos fases, la primera es conocida como de sensibilizaciéon, porque el sistema inmunitario
reacciona ante un antigeno, iniciando una respuesta Th2, caracterizada por la secrecion de IL-4,IL-5 eIL-
13, que conlleva a la sintesis y produccion de IgE, mas frecuentemente en las mucosas (nasal, vias
respiratorias, conjuntiva, tracto gastrointestinal...) o en la superficie de la piel, regiones anatdmicas que
contienen altos niveles de mastocitos y basofilos, quienes se encargan de fijar en su superficie la IgE a
través de sus receptores de alta afinidad (FcgRI) [1]. La segunda, denominada fase efectora, en la que tras
una segunda exposicion al alérgeno se desencadena la degranulacion de los mastocitos y basofilos,
liberandose agentes farmacologicos como la histamina, la serotonina y otros mediadores como los
leucotrienos y citoquinas, contribuyendo a la respuesta inflamatoria alérgica [1,2].

El tratamiento de la alergia comprende; la evitacion el alérgeno, medicacion contra los sintomas e
inmunoterapia especifica contra el alérgeno causal [1]. La inmunoterapia es el unico tratamiento capaz de
alterar el curso natural de la enfermedad. Usando apropiadamente los extractos alergénicos en pacientes
con rinitis alérgica y asma, la inmunoterapia puede reducir significativamente sus sintomas y mejorar la
calidad de vida del paciente [1].

La inmunoterapia consiste en la administraciéon de cantidades pequefias, pero progresivamente crecientes,
del alérgeno causal [2]. Como resultado de este tratamiento se produce la induccion de anticuerpos IgG,
particularmente IgG4, con posible efecto bloqueador. Con una reduccion a largo plazo de la IgE sérica
especifica, causante directa de las reacciones alérgicas inmediatas y alteracion del balance Th1/Th2 de la




respuesta celular de linfocitos T. La inmunomodulacion de los linfocitos Th2, produce una reduccion de
la respuesta inflamatoria alérgica, tanto de tipo celular (respuesta alérgica tardia, eosinofilia) como la
mediada directamente por anticuerpos IgE [2,3].

Los extractos que forman parte de las vacunas, deben estar estandarizados, asegurando la calidad y
homogeneidad de los mismos. Es necesario un control del extracto alergénico, verificando la proteina y la
composicion del alérgeno. Se debe cuantificar el total de alérgenos y su actividad potencial. Por tanto la
estandarizacion tiene un papel muy relevante en la calidad de los extractos alergénicos utilizados para el
diagnostico y tratamiento de la enfermedad alérgica [4]. Las vacunas pueden contener extractos
modificados quimicamente y/o por adsorcion en distintos vehiculos. El principio de la preparacion de
vacunas modificadas es reducir o eliminar la alergenicidad, y al mismo tiempo conservar o aumentar la
inmunogenicidad, o la capacidad de modular el sistema inmune y mantener la eficacia clinica. Los tipos
de modificaciones pueden ser fisicas, quimicas y modificaciones combinadas (fisicas y quimicas) [2].
Entre los quimicos mas usados tenemos el glutaraldehido. El glutaraldehido reacciona covalentemente
con los grupos amino de las lisinas o de las hidroxilinas de las cadenas polipeptidicas de los distintas
proteinas que constituyen los extractos alergénicos [5], generando uniones intramoleculares e
intermoleculares obteniendo un polimero estable y de alto peso molecular donde los epitopos alergénicos
reconocidos por las IgEs quedan escondidos, dejando la mayoria de los determinantes alergénicos
accesibles para ser procesados por células fagociticas, tales como monocitos, macréfagos y células
dendriticas, las cuales transmiten la informaciéon inmunoldgica a las células productoras de anticuerpos
IgG [6-9], reduciendo asi la alergenicidad. Diferentes estudios han demostrado la eficacia clinica de las
vacunas modificadas quimicamente, siendo mas seguras y permitiendo un menor nimero de inyecciones
en un periodo mas corto de tiempo, disminuyendo asi el riesgo de reacciones sistémicas al paciente [2].

El 90% de las alergias al polvo doméstico estan causadas por acaros, siendo el principal responsable
Dermatophagoides pteronyssinus. Es un acaro del polvo, muy frecuente y abundante en domicilios.
Induce sensibilizacion alérgica en pacientes por inhalacion o contacto de sus alérgenos. Hasta la fecha se
han caracterizado 17 alérgenos, aunque los principales son Der pl (glicoproteina procedente de las
excretas del acaro) y Der p2 (proteina procedente del cuerpo del acaro). No todos los alérgenos son
reconocidos con la misma frecuencia, ni intensidad por todos los individuos sensibilizados [10,11].

En este articulo describimos la produccion del extracto polimerizado de Dermatophagoides
pteronyssinus sometido a dos condiciones de temperatura diferentes. Los polimerizados también fueron
analizados por cromatografia de exclusion molecular y espectrometria de masas. Se midié el contenido de
proteina por el método Bradford. Se analizé la inmunogenicidad de los polimerizados con Elisa de
inhibicion y se analiz6 el perfil de los extractos a través de un SDS-PAGE y un Westernt-blot.

Material y Métodos

Polimerizacion del extracto alergénico

Se us6 como material de partida extracto liofilizado de Dermatophagoides pteronyssinus. El extracto fue
disuelto en PBS pH7.4 a una concentracion de 1.4 mg/ml de proteina y un volumen final de 50 ml por
cada polimerizado. Se adicion6 glutaraldehido (GA) al 25% a una concentracion de 0.025M de Merck
Schuchardt OHG. La adicion del GA se debe realizar lentamente y en pequeias cantidades, ya que
reacciona rapidamente con las lisinas libres y puede polimerizar consigo mismo [5,6].Se llevo a cabo la
incubacion de un polimerizado en camara fria a 5°+3, mientras que el otro extracto fue incubado a
temperatura ambiente 20°+3 durante 24 horas.

Ultrafiltracion Tangencial

Los polimerizados fueron tratados por ultrafiltracion tangencial mediante The Cogent pScale tangential
flow filtration (TFF) system de Millipore. Las muestras fueron conducidas por un flujo de presiones, a
través de toda la superficie de una membrana cuyo tamafio de poro es de 300 kDa, reteniendo todas
aquellas moléculas superiores a dicho tamafio. La ultrafiltracion se realizé usando 20 volimenes de agua
de calidad inyectable para cada polimerizado. Las presiones a las cuales fueron sometidas variaron,
siendo de 2,5 Ba para el polimerizado que estuvo 24 horas a temperatura ambiente y de 1,4 Ba para el que
se encontraba en camara fria.

Analisis del contenido proteico

El producto nativo y los polimerizados fueron analizados por el método Bradford usando una recta
estandar cuyos puntos van desde los 2pg/pl a 10 pg/ul de BSASe utilizé el Akta Purifier 10, con dos
bombas de dos pistones cada una, y una presion maxima de 25 MPa. La columna utilizada fue la TSK
G2000 SW (Tosho). El volumen de la columna (CV) es de 14,33 mL. La columna se calibr6 con las
siguientes proteinas: Tiroglobulina, se utiliza para calcular el volumen muerto de la columna, (669 KDa),
Aldolasa (158 KDa) y/0), Alcohol Deshidrogenasa (150 KDa), Conalbumina (75 kDa), Anhidrasa Carbonica



(29 kDa), Ovoalbumina (43 kDa), Ribonucleasa A (13,7 kDa) y Aprotenina (6,5 kDa)Las condiciones en las
que se 1levo a cabo el proceso fueron con un flujo de 1ml/minuto, una presion de 6MPa y con un gradiente del
100% con tampon fosfato a 0.15 M a pH6.7. Se Inyectaron 300 uL. de Der p de la muestra nativa (200 pL de
muestra + 100 pL fase liquida), estas mismas condiciones se usaron con los polimerizados.

Espectrémetria de masas

Se realizo una digestion en solucion segun el protocolo: Quantitative assessment of in-solution digestion
efficiency identifies optimal protocols for unbiased protein analysis. El digerido se tratd con acido
trifluoroacetico (TFA). Se realizd una cromatografia en fase reversa con la resina POROS 50 R2 de
Applied Biosystems (code 1-1159-05). Los péptidos del eluido se centrifugaron a vacio Speed-Vac de
Savant (10 minutos) y se reconstituyeron en 10 pl de ACN 2%, acido féormico 0,1%. Los péptidos fueron
separados por nano-LC (nanoEasy HPLC (Proxeon)) en una columna Biosphere C18 con un didmetro
interno 75 pum, 15 cm de longitud y 3 pm de tamafio de particula (NanoSeparations) a un flujo de 250
nl/min. El nano-HPLC esta acoplado on-line a una fuente nanoelectrospay (Proxeon) de el espectrometro
de masas LTQ-Orbitrap Velos (ThermoScientific) con el que se analizaron los péptidos. Los espectros
MS/MS se adquirieron en modo positivo. Los iones fragmento se adquirieron en modo profile con 1
microscan desechando los iones con carga +1 y aquellos con carga sin asignar. Los espectros M/MS
adquiridos se analizaron con una licencia local del motor de busqueda MASCOT v.2.3 acoplado a una
base de datos que incluia todos los alérgenos descritos en la web Allergome.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de Dodecil Sulfato Sédico (SDS-PAGE)

Se empled el método propuesto por Laemmli con modificaciones introducidas por los fabricantes de los
equipos de electroforesis horizontal utilizados (Mini-Protean II, Bio-Rad). Las muestras nativa y
polimerizas fueron analizadas por SDS-PAGE (geles del 15% de poliacrilamida) se cargaron a 0,5ug de
proteina por calle, a 200 voltios durante 45 minutos. Tras la electroforesis, el gel se incub6 20 minutos
con fijador de plata que incluye acido acético, metanol y un agente fijador (Bio-Rad). Se lavé con agua
pura 10 minutos, dos veces. Se mezclaron 12.5 ml de acelerador de plata (Bio-Rad) con 7,5 ml de agua
pura y 1.25 ml de cada uno de los siguientes reactivos: tincion plata, agente reductor y revelador de
imagen (Bio-Rad), se anadieron sobre el gel y se incubd durante 10 minutos. Se pard la reaccidon con
acido acético al 7% durante 5 minutos. Se lavo con agua pura. El gel fue escaneado y tratado con el
programa informatico Quantity One de Bio-Rad.

Inmunodeteccion de proteinas mediante Western-blot

Las muestras se cargaron a 5 pg de proteina por calle en un SDS-PAGE (15% poliacrilamida) y se
transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) La electrotransferencia se realizé en
Trans-Blot Turbo (BioRad) a 1.3A, 25 V durante 7minutos. Posteriormente, la membrana fue bloqueada
con tampo6n PBS 0,5% Tween (NaCl 80mg/ml, KH,PO,4 2 mg/ml, Na,HPO,.2H,0 11,5 mg/ml, KCL 2
mg/ml y Tween 20) durante 1 hora en agitacion e incubada toda la noche con suero de pacientes
sensibilizados a Dermatophagoides pteronyssinus en dilucion1/1000. La union especifica de IgE fue
detectada con anticuerpo de raton anti- IgE humana conjugado con Estreptavidina-peroxidasa a una
dilucién 1/1000, (Southern Biotech) durante 2 horas. Se hicieron 4 lavados con PBS Tween al 0.05% y se
us6 como reactivos para el revelado Western Ligtning Plus-ECL (Luminol Reagent y Oxidizing Reagent,
1:1). Los reactivos se dejaron incubar 5 minutos y posteriormente se obtuvo la imagen mediante el
programa informatico Quantity One de Bio-Rad.

ELISA inhibicion

Se midio la actividad alergénica de D. pteronyssinus del extracto nativo y de los extractos polimerizados.
Se activo una placa con extracto de D. pteronyssinus a 250 ng/pl con tampoén carbonato/bicarbonato
sodico (50mM NA,CO;/NaHCO;). Se incubaron las placas a 4°C toda la noche. Las muestras se
ajustaron para iniciar las diluciones a 2pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml de proteina, para el nativo,
polimerizado en frio y a temperatura ambiente, respectivamente. Se hicieron diluciones % de cada una de
las muestras y se mezclo con suero humano de pacientes sensibilizados a D. pteronyssinus diluido 1:8 en
una proporcion 1:1 con las distintas concentraciones de las muestras. Se dejo incubando 1 hora en
rotacion. La placa se bloque6 con BSA 1% en PBS-Tween 0.05%, 100ul /pocillo durante 1 hora. Se lavo
la placa con PBS-Tween 0.05%, esto se llevo a cabo entre cada paso de incubacion. Se afiadieron 50 pul
/pocillo de cada una de las diluciones por triplicado, la placa se dejo incubar durante 2 horas. A partir de
este momento se afladen 50 pl /pocillo de cada uno de los anticuerpos y se dej6 incubar 30 minutos en
cada paso. Se afiadid Anti-IgE biotinilado (Operon 1:1000). Se anadié Anti-IgG (frente la cadena v)
(1:500). Se anadi6 estreptavidina-peroxidasa (1:250). Se afiadié H,0O, y, ABTS (1:1000). La reaccion se
visualizo a 405 nm en un lector de placas Multiskan Ascent. Se calculo la recta logaritmica de inhibicion,

como la inversa de la unidén de antigeno-anticuerpo con respecto al control positivo, se procedid al calculo
de la Ag50.



Busqueda de alérgenos mayores

La identificacion de las bandas en el SDS-PAGE y en los inmunoblot, se llevaron a cabo a través de
Allergen Nomenclature IUIS. Se han caracterizado aproximadamente 17 alérgenos, aunque los
principales son Der p1 y Der p2 con unos pesos moleculares de 24 y 15 kDa respectivamente [12].

Obtenciéon de sueros humanos

Se usaron sueros humanos de pacientes sensibilizados a D. pteronyssinus. Se seleccionaron un minimo de
10 pacientes segin las recomendaciones de la directriz EMA 2009 sobre produccion y calidad de
extractos alergénicos. Los sueros tenian mas de 3,5 kUA/I de IgE especifica, es decir clase 30 superior, y
estaban libres de enfermedades de transmision humana.

Deteccion de IgE especifica

Los niveles de IgE especifica frente a Dermatophagoides pteronyssinus fueron obtenidos mediante el
sistema ImmunoCAP (Phadia, Uppsala, Suecia) tras biotinilar y acoplar los extractos a los discos de
estreptavidina suministrados por el fabricante. Niveles en suero superiores a 0,35 kUA/L se consideraron
positivos.

Resultados

Andlisis del peso molecular del polimerizado

Una vez sometido los productos a una ultrafiltracion tangencial, se analizo la distribucion del peso
molecular de las muestras por cromatografia de exclusion molecular. Se comparo el cromatograma de las
muestras polimerizadas a temperatura ambiente y polimerizas en frio con respecto al extracto nativo. Con
esto se pudo comprobar el rango de pesos moleculares de los compuestos que constituyen el extracto
nativo segin los ml de retencion, situandose entre los 441kDa y 10,63 kDa. En las muestras
polimerizadas sin embargo, el rango de pesos moleculares es diferente, y solo aparecid6 un pico
correspondiente al polimero que se formd con el glutaraldehido siendo superior a los 669 kDa de la
Tiroglobulina (Fig.1 by ¢).
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Figura 1.- Cromatogramas. (a) Perfil cromatografico del extracto nativo. (b) Perfil cromatografico del polimerizado
a temperatura ambiente. (c) Perfil cromatografico del polimerizado en frio

Espectrometria de masas

Con el espectrometro de masas pudimos identificar cada una de las proteinas contenidas en la muestra
nativa y en las polimerizadas, y las diferentes isoformas que nos podemos encontrar de cada una de ellas
(Tabla 2). Con estos resultados pudimos comprobar que no se habia producido ninguna modificacion en
el contenido alergénico de los polimerizados, asegurandonos por tanto la presencia de las proteinas
alergénicas caracteristicas del extracto nativo del acaro.



Polimerizacién de Dermatophagoides pteronyssinus

Péptidos Péptidos Péptidos Péptidos
Uniprot Uniprot
Alérgeno identificados | identificados | | Alérgeno identificados | identificados
0 en Extracto | en Polimero P en Extracto | en Polimero
DERP 1 |B5SAYU7 2 1| |[DERP2 | AGXEP9 11 3
12CMD?2 2 1 BOFRE2 10 3
Q58HT9 1 1 12CMD4 11 3
A8DBQ9 2 1 [2CMD6 11 3
Q7M431 2 1 12CMD7 9 2
C7T6L6 3 2 12CMDS 11 3
P08176 2 1 P49278 11 3
Q3HWZ5 3 2 Q1H8P8 7 3
DERP 10 | 018416 32 19 C7T6L5 11 3
Q304Y3 30 17| | DER P 20 | B2ZSY4 25 7
B6E457 33 17| | DER P 21 | Q2L7C5 11 1
DERP 11 [ Q6Y2F9 34 10| | DERP3 | P39675 3 3
DER P 13 | EOA8NS 16 2| | DER P 30 | Q96217 11 7
DER P 14 | Q8NONO 78 28| [DERP4 [Q9Y197 6 6
DERP 8 | Q2YFE3 15 1
Q2YFE4 15 5
Q2YFES 12 4
P46419 8 3
DERP9 | QSMWRS 1 1

Tabla 2.- Espectrometro de masas. Se representan las isoformas y el numero de péptidos por cada uno de los
alérgenos identificados tanto en el extracto nativo como en los polimeros.

Analisis del contenido proteico

Se midi6 el contenido proteico por el método Bradford. Obteniendo 1.243 mg/ml de proteina para el
extracto nativo, 1.131 mg/ml y 0.961mg/ml de proteina para el polimerizado a temperatura ambiente y en

frio, respectivamente.
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Figura 2.- (a) SDS-PAGE teiiido con plata, patron de pesos moleculares (1), extracto nativo (2-4), D. pteronyssinus
polimerizado con glutaraldehido en frio (5 y 6), polimerizado D. pteronyssinus a temperatura ambiente (7 y 8)
después de la dialisis. (b) Perfil del extracto nativo, (c) Perfil del polimerizado en frio y (d) Perfil del polimerizado a
temperatura ambiente.
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Anadlisis del perfil proteico

Las muestras fueron analizadas en un SDS-PAGE y teflidas con tincion plata. Con esto pudimos analizar
el perfil proteico de las tres muestras. Se pudo observar una unica banda en la parte superior del gel
correspondiente a las muestras polimerizadas ya que tienen un peso molecular elevado y no fue capaz de
atravesar el gel, mientras que en el nativo pudimos comprobar la presencia de las diferentes proteinas que
contiene el extracto de D. pteronyssinus a lo largo del carril (Fig.2.a). Con el programa Image Lab se
analizé de forma independiente el perfil de cada una de las muestras, confirmando la ausencia de
cualquier proteina a excepcion del pico que aparecié en el inicio de las calles de la 5 a la 8 de los
polimerizados (Fig.2. ¢ y d). Por tanto, estos resultados concuerdan con el perfil cromatogréfico,
demostrando que nuestro producto modificado contiene todos los alérgenos unidos formando un polimero
de alto peso molecular.

Alergenicidad del polimerizado

En el inmunoblot se compard la capacidad de fijacion de IgE por parte del extracto nativo en
comparacion con los extractos polimerizados. En el extracto nativo se reconocieron los alérgenos
mayores Der p 1 y Der p 2, correspondientes a las bandas de mayor intensidad que aparecen en las dos
primeras calles de la membrana y cuyos pesos moleculares son 24 y 15 kDa, respectivamente (Fig. 3).
Sin embargo, en las calles posteriores se cargaron los polimerizados y no apareci6é uniéon de IgE, esto
confirma, que la modificacion del extracto con glutaraldehido se ha llevado a cabo correctamente, ya que
las IgE del suero no han sido capaces de reconocer los alérgenos, demostrando la reduccion de
alergenicidad de nuestros alergoides.
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Figura 3.- Inmunoblot. Patron de pesos moleculares (1), Extracto nativo D. pteronyssinus (2 y 3), polimerizado D.
pteronyssinus en frio (4 y 5) y polimerizado a temperatura ambiente (6 y 7). Las bandas con mas intensidad
sefialadas por las flechas corresponden a Der p 1 (24kDa) y Derp 2 (15 kDa), los alérgenos mayores.

Potencia alergénica del polimerizado

La potencia alergénica de los polimerizados fue comparada con el extracto nativo usando un ELISA
inhibicion. La recta dosis respuesta fue lineal permitiendo comparar el 50% de inhibicion de las
diferentes muestras.

El valor del Ag50 de la sustancia nativa fue de 0,435 pg de extracto por ml, frente a 11.427 y 8.884 pg/ml
del polimerizado en frio y polimerizado a temperatura ambiente, respectivamente. Se necesitd una
concetraciéon 50 veces mayor en los alergoides para alcanzar el mismo grado de inhibicion que el
encontrado en el alergeno no modificado, indicando una perdida de potencia de los polimerizados por
encima del 95%.

Discusidn

El tratamiento de las enfermedades alérgicas combina el tratamiento farmacolégico e inmunoldgico. Las
diferencias entre los tratamientos farmacoldgicos e inmunoldgicos de las enfermedades alérgicas no se
limitan a la seguridad y eficacia. Los farmacos proporcionan un tratamiento sintomatico, mientras que la
evitacion del alérgeno y la inmunoterapia son las unicas modalidades terapéuticas que tienen la
posibilidad de modificar el curso natural de la enfermedad. Los objetivos principales en el tratamiento
inmunoloégico son, a corto plazo, reducir las respuestas a los desencadenantes alérgicos que precipitan los

sintomas y, en ocasiones, disminuir la respuesta inflamatoria e impedir el desarrollo de una enfermedad
persistente [2].
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Figura 4. Elisa inhibiciéon. Se midi6 la pérdida de potencia alergénica de ambos polimerizados comparando
su Ag50 respecto al nativo. (a) Comparacion del Ag50 del extracto nativo respecto el polimerizado a
temperatura ambiente. (b) Comparacion del Ag50 del extracto nativo respecto el polimerizado en frio.

Existen varios métodos estandarizados disponibles para la obtencion de polimeros con glutaraldehido.
Con diversas técnicas analiticas se caracterizaron los extractos polimerizados de Dermatophagoides
pteronyssinus garantizando su eficacia y seguridad para ser usados como materia prima para futuras
vacunas inmunoterapéuticas. Inicialmente el proceso de polimerizacion se llevaba a cabo a 5°C+3, puesto
que algunos extractos alergénicos presentaban proteasas que podian alterar la estructura de otras proteinas
presentes en la muestra y de esta forma se conseguia inhibir su actividad enzimatica. Para hacer una
evaluacion precisa del proceso de polimerizacion fue necesario realizar la ultrafiltracion tangencial a los
productos polimerizados para eliminar posibles flavonoides, pigmentos y otras sustancias no proteicas
que forman parte del extracto y no hubieran polimerizado [7], ademas se les sometio a diferentes
presiones siendo la del polimerizado a temperatura ambiente superior y obteniéndose asi una mayor
concentracion de proteina, mejorando el rendimiento del proceso. Ademas se comprobd que la
polimerizaciéon a temperatura ambiente no afecta a la degradacion de las proteinas del extracto, debido
probablemente a la rapidez de actuacion del glutaraldehido al reaccionar con los grupos amino libres de
las proteinas [5]. Posteriormente se asegurd que todos los alérgenos del extracto nativo estuvieran
presentes en el polimerizado, confirmando la inalterabilidad de los alergoides en cuanto a su composicion
cualitativa por su contacto con el quimico. Por otro lado, se asegur6 que todos los alérgenos que
constituyen el extracto modificado permanecian unidos a través del glutaraldehido formando un polimero
superior a 669 kDa, el cual tiene la capacidad de reducir la fijacion de IgE presente en sueros de pacientes
alérgicos al acaro, disminuyendo su alergenicidad y alcanzando una pérdida de potencia por encima del
95% con respecto al extracto nativo. La reduccion de la fijacion de IgE es debido a la estructura de las
moléculas formadas tras el polimerizado, ademas tienen una alta capacidad para estimular a las células T
de forma especifica, induciendo la sintesis de IgG después de una inmunoterapia [12-15]. La estimulacion
de las células T por parte de los alergoides parece ser dependiente del tipo de célula presentadora de
antigenos, siendo las células dendriticas y macrofagos, las células mas efectivas en la presentacion de
alergoides. Este efecto induce un equilibrio entre la respuesta Th1/Th2 de los linfocitos T, dando como
resultado una disminucion de la IgE y una mayor produccion de IgG [13,15].

Podemos concluir que el proceso de polimerizacion se puede llevar acabo a temperatura ambiente y
someterlo a ultrafiltracién con una presion de 2,5 Ba, consiguiendo asi un aumento del rendimiento
proteico en el proceso y un ahorro energético. Se ha comprobado que los extractos alergénicos
polimerizados disminuyen la fijacion de IgE, minimizando asi el riesgo de reacciones sistémicas. Los
alergoides pueden ser administrados en altas dosis, permitiendo disminuir el nimero de inyecciones y el
tiempo de tratamiento para el paciente. En este trabajo se han desarrollado técnicas analiticas que
permiten caracterizar el extracto polimerizado, garantizando su seguridad. Por estos motivos se ha
incrementado de forma considerable el uso de tratamientos con alergoides en enfermedades de alergia.
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