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Introduccién. La vitamina D posee actividad in-
munorregulatoria. Actualmente se ha incremen-
tado la evidencia que demuestra la conexion en-
tre la deficiencia/insuficiencia de vitamina D con
aumento de la incidencia, severidad y actividad de
trastornos inmunoldgicos e inflamatorios. La urti-
caria crénica es un trastorno de la piel caracteri-
zado por ronchas recurrentes durante mds de 6
semanas seguidas, y se divide en espontdnea o in-
ducible por estimulos fisicos.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la relacion
que podrian tener los niveles de vitamina D en
suero de pacientes con diagndstico de urticaria
crénica espontdnea (UCE) que asisten al Servicio
de Alergia e Inmunologia del Hospital Nacional de

Clinicas y compararlos con un grupo control
de pacientes sin urticaria.

Material y métodos. Es un estudio descriptivo,
prospectivo, donde se estudiaron 27 pacientes
con diagndstico de urticaria crdénica espon-
tdnea y se los compard con personas de si-
milar edad y sexo, sin aparente presencia de
patologia (control normal) (n=16). Luego de
confeccionar historia clinica compatible con el
diagnéstico. Se controld sexo edad, tiempo de
evolucién de la urticaria. Se les realizd a am-
bos grupos test intradérmico de suero auto-
logo (TISA) vy dosajes de vitamina D en sue-
ro por electroquimioluminiscencia —separadas
en deficientes (<19,9 ng/ml); insuficiente (20 a
29,9 ng/ml) y normal ( 230 ng/ml)—, e Igk sé-
rica total por ELISA.

Resultados. La edad de los pacientes con ur-
ticaria fue de 47,36%3,54 afos y de los con-
troles, 45,96%3,54 afios (NS). El sexo predo-
minante en el grupo urticaria fue el femenino,
18/27 casos, frente a 9/27 casos masculinos.
En los controles | 1/16 casos fueron femeninos
y 5/16 masculinos (NS). El TISA fue positivo
en |3/27 casos de UCE y negativo en 14/27,
asi como en los 16 casos del grupo control,
p=0,001I. El nivel de vitamina D fue deficien-
te en 12/27; insuficiente en | 1/27 y normal en
4/27 casos; en los controles | 1/16 casos el ni-
vel fue normal, en 4/16 insuficiente y /16 de-
ficiente, p=0,0009. El nivel de IgE sérica fue en
los controles 28,38+3.93 kU/I (media + error
estandar), UCE TISA(+) 71,08437,52 kU/I
(NS) v UCE TISA(=) 443£171,7 kU/I, Kruskal
Wallis, p=0,0057.

Conclusién. Este estudio encontrd que los pa-
cientes con UCE tienen valores séricos dismi-
nuidos de vitamina D. Son necesarios mds es-
tudios acerca del rol de la vitamina D en la pa-
togénesis de la UCE.

Cecilia Pérez, Gloria Dozo, Paola Ferrero, Julio
Orellana, Juan Carlos Muifio
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA
DE UN PREPARADO DE )
GAMMAGLOBULINA SUBCUTANEA

Antecedentes. La GAMMASUB UNC elabo-
rada en el Laboratorio de Hemoderivados -
Universidad Nacional de Cdérdoba, es un medi-
camento genérico inyectable, cuyo principio acti-
vo es la inmunoglobulina normal humana, purifi-
cada a partir de una mezcla de donantes de plas-
ma, que posee un amplio espectro de anticuer-
pos, ¥ es empleada en la terapia de sustitucion
de anticuerpos en adultos y nifios. El presente es-
tudio tiene por objetivo analizar las caracteristi-
cas fisicoquimicas, bioldgicas vy de seguridad viral
en los concentrados de inmunoglobulinas para
administracién subcutdnea, y compararlas con las
de un producto comercial disponible en el mer
cado nacional. Materiales y métodos. Tres lotes
de GAMMASUB UNC vy dos lotes de produc-
to comercial fueron evaluados de acuerdo a re-
querimientos regulatorios. Resultados. Las formu-
laciones analizadas poseen caracteristicas simila-
res como integridad del fragmento Fc, presencia
de todas las subclases de IgG, distribucion mole-
cular, niveles bajos de hemaglutininas como tam-
bién bajas concentraciones de las sustancias pro-
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coagulantes, responsables de la mayoria de los
eventos tromboembdlicos. La ausencia de marca-
dores virales, la incorporacidn de un método es-
pecifico de inactivacién viral y el cumplimiento de
las Buenas Précticas de Fabricacién y Control du-
rante la elaboracidn de las inmunoglobulinas de-
muestran la seguridad de los concentrados con
respecto a la transmision viral. Discusion. El es-
tudio de caracterizacién de GAMMASUB UNC
demostré que la calidad del producto elabora-
do por el Laboratorio de Hemoderivados cum-
ple con requerimientos de calidad internacionales
como el producto comercial de origen extranjero
disponible en el mercado nacional.

Adriana |. Oviedo, Noelia Bosio, Romina Rodriguez,
Hugo A. Guglielmone, Maria E. Bernardi, Maria S.Vitali
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En este ntimero de Archivos enfocaremos aspectos de la respuesta inmunoldgica y su modulacién por la vitamina D3, con
una revisién sobre los efectos de dicha vitamina y la respuesta alérgica/asmdtica y su modulacién inmunoldgica a través del
calcitriol. Se revisaron aspectos moleculares y de poblaciones de linfocitos, ast como accién sobre diversos mecanismos invo-
lucrados en la respuesta alérgica del asma, todo lo dicho relacionado con los postulados de Litounja et al., en 2007.

Unido a esta concepcién se publica un trabajo sobre urticaria crénica y niveles de vitamina D3. Se conoce que la ur-
ticaria crénica afecta a mas del 10% de la poblacién mundial. Ella es considerada una enfermedad de las células ce-
badas que presenta una activacion que en muchos casos es un misterio en este campo dela patogenia y tratamiento.
Asi es que existe un nimero de propuestas para el tratamiento de la patologfa, algunas excitantes. La presencia de
autoanticuerpos antirreceptor de alta afinidad para IgE o anti-IgE en el suero o plasma de pacientes que la pade-
cen nos sugiere fuertemente su mecanismo autoinmune. Este mecanismo estd presente en aproximadamente en
¢l 50% de los pacientes con urticaria crénica.

Se considera que la presencia de autoanticuerpos es indicadora de severidad, ya que se acompafian de resistencia al
uso de antihistaminicos. Por ello se han propuesto diversos tratamientos con inmunosupresores, desde ciclofosfa-
mida a ciclosporina A, tacrolimus , anti-IgE, con resultados variados y efectos colaterales importantes.

Un nuevo horizonte representa la modulacién por efecto de la vitamina D3. Esta idea fue dejada de lado por mu-
chos afios y cobra empuje desde 2012, todo relacionado con los postulados de Litounja et al. en 2007. Por ello se
estd aqui explorando un elemento ficil de determinar, de bajo costo, y que necesita comprobaciones en muchos
lugares de la tierra.

Publicamos nuestra experiencia en Argentina, Cérdoba, que demuestra que la deficiencia de vitamina D3 estd
asociada a severidad, como antes también en nuestro pais lo han realizado Orellana et al.

Probablemente sirva para una propuesta que mejore el prondstico de esta gravosa enfermedad con tratamientos
ficiles y simples como serfa el uso de vitamina D3 (calcitriol)

Otro de los trabajos que se exponen en la presente edicién es el que encabeza la Dra. Adriana Oviedo, funto a sus co-
laboradores. Su objetivo es presentar un medicamento genérico inyectable, cuyo principio activo es la inmunoglobu-
lina normal humana, purificada a partir de una mezcla de donantes de plasma, que posee un amplio espectro de anti-
cuerpos, y es empleada en la terapia de sustitucion de anticuerpos en adultos y nifios. En ¢l se revisan las condiciones
bioseguridad, su dispensacion por via sub cutinea, mas ficil de realizar. En este trabajo se ha hecho un seguimiento
de los efectos adversos de este producto, tales como: capacidad procoaguladora, emboligena, por alteracién de la coa-
gulacién, integridad de fragmento FC, presencia practicamente despreciable de hemaglutininas, buenas pricticas de
produccién, asi es que se ajusta a pardmetros de calidad requeridos a nivel nacional (ANMAT) e internacional (FDA)
coincidiendo con la gufa de "Buenas Précticas de Fabricacion y Control" (BPFyC). Esto sc refleja por ausencia de mar-
cadores virales y mantenimiento de subclases de IgG en proporciones similares a los niveles en sangre humana. El es-
tudio de caracterizaciéon de GAMMASUB UNC demostrd que la calidad del producto elaborado por el Laboratorio
de Hemoderivados cumple todos los requerimientos de calidad internacionales al compararlo con otro producto ex-
tranjero disponible en el mercado nacional. Por ello, la presencia en el mercado de medicamento con un producto con-
fiable, que contiene un amplio espectro de anticuerpos contra agentes infecciosos caracteristicos de la regién, lo hace
muy recomendable en la profilaxis y terapéutica de infecciones severas y recurrentes tanto en nifios como en adultos.
Otro aspecto a destacar es el reinicio de la costumbre de revisién sistematica de la bibliografia con un capitulo es-
pecial sobre alergia ¢ intolerancia a alimentos. Aqui se publica un comentario dirigido a la forma de alimentar a
los nifios y su impacto en el futuro con un articulo sobre: "Pricticas tempranas en la alimentacidn infantil y ries-
go de alergia al trigo’, realizado por el Dr. Mauricio Rojas. Esperamos que se incremente entre nuestros lectores la
costumbre de realizar este valioso aporte.

Juan Carlos Muifo
Editor de AAelC
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inflammatory diseases of allergic origin

Julio César Orellana', Juan Carlos Muifio?
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En los tltimos 5 afios se ha presentado un cambio remar-
cable en nuestro conocimiento de los efectos benéficos y
patologfas que induce la vitamina D3".

La clésica accién de la vitamina D, por més de 80 afos, se
focaliz6 en el metabolismo mineral dsco y el raquitismo
asi como en limites m4s extensos de la homeostasis del es-
queleto, la osteoporosis.

Sin embargo, son las funciones no esqueléticas las que han
atraido mds atencion. Es asi que la respuesta plural y po-
tente a la vitamina D ha sido reconocida desde hace varios
afios, en la década del 80, desde dos nuevos conceptos!.

El primero es que la deficiencia de la vitamina es co-
mun a muchas poblaciones alrededor del globo terrs-
queo. Estdn en marcha estudios para explorar el impac-
to en la salud de los niveles subéptimos de vitamina D
circulantes y la asociacién con variadas enfermedades
crdnicas, que incluyen problemas autoinmunes y alérgi-
cos, en especial asma, urticaria, dermatitis atopica, gas-
trointestinales, renales, cardiovasculares y varios tipos
de canceres.

Basados en este amplio efecto de la funciones de la vita-
mina D en la salud humana, se han realizado estudios ex-
perimentales 77 vitro y con animales que han dado a luz el
efecto de la vitamina D como modulador del sistema in-

[. Servicio de Alergia e Inmunologia Hospital de Nifios de la
Santisima Trinidad, Cérdoba, Argentina.

2. Director del centro formador de la Especialidad Alergia e In-
munologia, AAAel de Cérdoba.

Correspondencia: secretaria@aaaeic.org.ar
Los autores declaran no poseer conflictos de intereses.

Recibido: 05/07/2018 | Aceptado: 25/07/2018
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munoldgico. Todas sus acciones aparecen como depen-
diente de la localizacién/activacién celular de dicha vita-
mina D3.

Esto nos conduce a ver que tiene efectos no clésicos inde-
pendientes de los conocidos convencionales (endocrino-
l6gicos) y que podrian ser muy sensibles a las variaciones
de los niveles sanguineos de vitamina D. En esta revisién
nos focalizaremos en los efectos sobre el sistema inmu-
noldgico y en especial enfermedades alérgicas tales como
asma, urticaria crénica, dermatitis atdpica, trasladando es-
tas observaciones a la prictica clinica'>.

Nuestro conocimiento se basa en que su accién interviene
en otros procesos bioldgicos, incluyendo la modulacién de
la respuesta inmune a través de la interaccién con el recep-
tor especifico que se expresa constitutivamente en células
presentadoras de antigenos (CPA) como células dendriti-
cas (CD) y macréfagos y en linfocitos T. La evidencia de
que los linfocitos poseen receptor para vitamina D (VDR)
fue determinada hace 33 afos atrds por Manolagas et al. A
partir del nuevo siglo, Veldman et al. determinaron que
los linfocitos T CD8+, activados o no, son los que expre-
san mayor concentracién de VDR. Los linfocitos CD4+
y los macrdfagos lo poseen en menor cantidad, pero igual-
mente en forma significativa, mientras que en los linfoci-
tos B tienen escasa expresion de dicho receptor?.

Atin antes de detectarse la existencia de este receptor en
las células inmunes, se sabia que el receptor de vitamina
D3 (VRD3) inhibia la proliferacién de linfocitos T in-
ducida por antigenos y la produccién de citoquinas. Sin
embargo, no se sabfa si esta accidn era ejercida directa-
mente sobre los linfocitos T o a través de su accién so-
bre las CPA, al inhibir su diferenciacién y maduracién.
El trabajo de Penna y Adorini, en 1999, apoya esta tlti-
ma hipétesis, dado que esta hormona actiia sobre la dife-
renciacién, maduracidn, activacién y sobrevida de las cé-
lulas dendriticas.?
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Figura I.Estructura del receptor de vitamina D (VDR), codifi-
cado por el locus Cr 12 q23.11."7

Un avance importante en el papel que cumple el VRD3
en el sistema inmune se demostré en trabajos experimen-
tales, utilizando ratones incapaces de sintetizar VRD3 por
ausencia de la-hidroxilasa, los cuales presentaron una dis-
minucidn significativa de linfocitos CD4 y CD8 en san-
gre periférica.'?

Las células progenitoras de los monocitos sanguineos son
capaces de diferenciarse en una variedad de células alta-
mente especializadas como macréfagos, células dendriticas
(CD) y osteoclastos, dependiendo de la estimulacién ade-
cuaday de los factores presentes en el microambiente.??
Los monocitos CD14+ obtenidos en sangre periférica y
cultivada con factor estimulante de colonias (GM-CSF) e
interleucina 4 (IL-4), dan origen a una poblacién homogé-
nea de CD inmaduras, caracterizadas por su alta capacidad
de capturar antigenos. Sin embargo, necesitan madurar para
realizar la presentacién antigénica a linfocitos T especificos.
Este proceso de maduracién implica el aumento de la expre-
sién de moléculas clase IT del complejo mayor de histocom-
patibilidad (CMH) y de la expresién de las moléculas coes-
timuladoras CD80/CD86 asi como CD40'3,

Los monocitos y las CD son muy sensibles a VD3 iz vitro.
Estas células expresan VRD3 y la-hidroxilasa, y esta coex-
presion interviene en la regulacién autocrina y paracrina
de la funcién de las CD?>.

La VRD3 cumple un papel importante en la capacidad de
los monocitos de la sangre para diferenciarse en CD o en
macrdfagos, tanto al nivel fenotipico como funcional. En
cultivos de monocitos el agregado de VD3 en la etapa ini-
cial del cultivo, produce un bloqueo parcial en la diferen-
ciacién hacia CD inmaduras. En cultivos de CD inmadu-
ras inhibe la maduracién, con disminucién de la expresion
de moléculas co-estimuladoras y puede revertir parcial-
mente la diferenciacién. La accién inhibitoria es debida a

La vitamina D en asma y enfermedades inflamatorias crénicas de origen alérgico | Orellana JC, Muifio JC

la interferencia en las vias de sefalizacién que llevan a la
produccién de citoquinas; puntualmente inhibe la trans-
cripcién de IL-12 en las CD y macréfagos. Se postula que
la accién es debida a que el complejo VDR, compite con
el sitio promotor para p40 del activador de transcripcion
NFkB, regulador de la maduracién de CD"4

Esta inhibicién de la sintesis de IL-12 se acompafia de un au-
mento de la produccién de IL-10, que causa disminucién de
la actividad de células T. La falta de diferenciacién y madura-
ci6n de las CD, as como la modulacién de su activacién y so-
brevida por la VRD3, lleva a la aparicién de CD con un feno-
tipo tolerégeno. Estos efectos se observan iz vivo en mode-
los experimentales con trasplantes alogénicos. En tratamien-
tos cortos con VRD3, la hormona es responsable de inducir
LT regulatorios CD4+ CD25+, células que serfan responsa-
bles de mediar la tolerancia a los trasplantes®®.

Otro punto de vista es que los linfocitos CD4+ se pueden
dividir en Th1 y Th2, Th9 segun el perfil de citocinas que
elaboran después de la estimulacién antigénica. La subpo-
blacién Th1 produce interferén gamma (INFy) e IL-2 y se
relaciona con las respuestas de inmunidad celular. La sub-
poblacién Th2 produce IL-4, IL-5 ¢ IL-13 y Th9 (IL-9) y
se relaciona con la inmunidad humoral y en especial el ul-
timo sub sez con asma. 114

Como hemos expresado anteriormente, la VRD3 puede re-
gular a los linfocitos T directa o indirectamente, a través de
la modulacién de las CPA. Al inhibir la maduracién de las
CD se reduce la produccién de IL-12, cuya accidn es critica
para la maduracién de linfocitos Th1. La VRD3 reprime la
transcripcién de los genes que codifican la IL-2 e IFNy, ci-
toquinas que definen el perfil de linfocitos Th1. La hormo-
na se une con el receptor ¢ inhibe la transcripcidn del factor
NEF-AT que es un activador del promotor de los genes que
codifican IL-2. Por otra parte, activa los genes GATA-3 y -
maf, promotores de la transcripcién de citoquinas caracte-
risticas de linfocitos Th2. En cultivos de linfocitos se ha ob-
servado que la presencia de la hormona aumenta la produc-
cién de 1L-4, IL-5 e IL-10%¢.

La VRD3 estimula la secrecién de TGF-beta que suprime
las acciones proinflamatorias de los linfocitos Th1/2. Esta
accién llevaria al equilibrio de la respuesta Th 2/Th9**>.
En humanos, el gen del VDR se localiza en el brazo largo
del cromosoma 12 y comprende una region de aproxima-
damente 100 kb de ADN aunque sélo 4,6 kb son los que
codifican la proteina. La proteina VDR es una fosfoprotei-
na de 427 aminodcidos y 48 kDa en la que se reconocen 2
dominios fundamentales, uno de unién al ADN (DBD) y
otro de unién al ligando (calcitriol) (LBD). 7

Como se describe en el apartado anterior, la respuesta
de los diferentes 6rganos diana a la vitamina D depen-
de no solo de la cantidad y biodisponibilidad de VDR
(aspectos cuantitativos) sino también de cémo es dicho
receptor (aspectos cualitativos)!” (Figura 1).
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Figura 2. Efectos de la vitamina D3 sobre el sistema inmunolégico y su respuesta. '°

Luego de su unidn a su ligando, la vitamina D y el recep-
tor de calcitriol forma un heterodimero con el receptor
X retinoide y se une al elemento de respuesta a hormo-
nas (HRE) en el ADN, dando lugar a la expresién o trans-
represion de determinados genes. En humanos, el receptor
de calcitriol es codificado por el gen VDR. "

Los glucocorticoides son responsables de la inhibicién de la
expresion de este receptor, el cual es expresado en la mayoria
de los tejidos del cuerpo humano y regula el transporte intes-
tinal de calcio, asi como parte de la respuesta inmunolégica.
La vitamina D 3 actta sobre el receptor dedos de Zinc, y
BTB 16, con accién en la activacion de células NK, y lin-
focitos T con fenotipo ¥3, aunque con poca accién directa
sobre la progenie de linfocitos B. Por ello tiene accidn re-
guladora en la respuesta inmunoldgica'® (Figura 2).

A partir de este conjunto de conocimientos, en 2007
Litonjua y Weiss hipotetizan que la deficiencia de vita-
mina D podria contribuir al aumento de la prevalencia de
asma y alergias. Sin embargo, desde entonces se han pre-
sentado cientos de estudios que examinan la relacién entre
vitamina D con asmay alergias.

En 2007, Litonjua and Weiss habian propuesto que el
asma estd potenciada por deficiencia de vitamina D.
Un estudio retrospectivo haciendo esta comparacién
asma y vitamina D presenta 76 articulos sobre este tipo
de palabra clave desde 1957. A partir de la propuesta de
Litonjua y Weiss, en 2008, en 10 afios se increment6 el
numero de trabajos en 10 veces, 764 articulos. La mayo-
ria son observacionales que examinan el desarrollo del
asma desde el nacimiento y otros la morbilidad del asma.
Desafortunadamente, los resultados de estos estudios ob-
servacionales para mejorfa o no respuesta han sido equi-
VOCos, ya que tienen asociaciones positivas de mejoria o
peoria en similares porcentajes entre los trabajos anali-
zados. Una de la razones para el incremento del nimero
de estudios ha sido la posibilidad de estudiar a bajo costo
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el nivel de vitamina 25 hidroxivitamina D (25OHD). El
atractivo es que este biomarcador es estable para guardar,
refleja a varios tipos de acciones: alimentos, suplemen-
tos dietarios y exposicidn al sol, y que pueden ser medi-
dos desde plasma o suero y tienen una larga vida media
de alrededor de 4 semanas. Esto es asi y si la muestra es
puesta a —40°C u —80°C en freezer un tiempo pruden-
cial de 6 meses, el andlisis de una cohorte se puede rea-
lizar en una sola vez con resultados de procedimiento si-
milares. Por ello es que el estudio es relativamente sim-
ple, pero puede tener fallas para ser usado como biomar-
cador16. Primero: es la existencia de varios métodos, los
cuales ante una misma muestra presentan resultados di-
ferentes y variables. Segundo: en relacién de las latitudes,
que cuando mds lejanas al ecuador menor presencia de
Radiacién UV. Tampoco es lo mismo la determinacién
realizada en primavera o verano que en otofio o invierno.
Ademis, la posible suplementacién ofrecida de vitamina
D, lo cual cambiaria los niveles de la misma en estos pa-
cientes estudiados. Por lo tanto, no hay garantias de que
todos los estudios sean similares.

A pesar de todo lo expuesto, un estudio de Canad4 ha de-
mostrado que en 2926 nifios con asma y con un segui-
miento de dos afios, se encuentran que los que tienen nive-
les més elevados son los que presentan menor cantidad de
admisiones a los hospitales y sus departamentos de emer-
gencia y UTI, hecho que hemos encontrado nosotros en
Coérdoba Argentina. Orellana et al., donde la exposicién a
radiaciones UV es alta, persistente y que muchos pacientes
tienen expresion de su asma intensa luego de los 10 afios,
aunque con niveles bajos de vitamina D en suero!?!2!131516
La unién de esta deficiencia con asma, enfermedad in-
flamatoria en general IgE dependiente, tiene como con-
trapartida andloga a la relacion del uso de vitamina D e
inmunosupresores a menores dosis en injertos con ex-
celentes resultados. También se observé que en enfer-
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medades autoinmunes mejoran con el uso combinado
de vitamina D3 y tratamientos convencionales menos
agresivos. * Otro aspecto a tener en cuenta es la causa
autoinmune en urticaria crénica, que esta ligada a nive-
les bajos de V D21,

Por ello es una via a explorar en la patogenia y tratamiento

del asma en especial de aquellos que tienen la mayor grave-

dad (moderada y severa), asi como en urticaria crénica®?".
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ARTICULO ORIGINAL

ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE EL NIVEL DE
VITAMINA D E IGE SERICAS EN PACIENTES QUE
PADECEN URTICARIA CRONICA DE CAUSAS
AUTOINMUNEY NO AUTOINMUNE

Study of the relationship between vitamin D and IgE levels in
sera of patients who suffers chronic urticaria the autoimmune

and non-autoimmune origins

Cecilia Pérez', Gloria Dozo', Paola Ferrero!, Julio Orellana?, Juan Carlos Muifio?

RESUMEN

Introduccién. La vitamina D posee actividad inmunorregulatoria. Actualmente
se ha incrementado la evidencia que demuestra la conexién entre la deficien-
cia/insuficiencia de vitamina D con aumento de la incidencia, severidad y acti-
vidad de trastornos inmunoldgicos e inflamatorios. La urticaria crénica es un
trastorno de la piel caracterizado por ronchas recurrentes durante mds de 6
semanas seguidas, y se divide en espontdnea o inducible por estimulos fisicos.
El objetivo de este trabajo fue estudiar la relacion que podrfan tener los niveles de
vitamina D en suero de pacientes con diagndstico de urticaria crénica espontanea
(UCE) que asisten al Servicio de Alergia e Inmunologia del Hospital Nacional de
Clinicas y compararlos con un grupo control de pacientes sin urticaria.

Material y métodos. Es un estudio descriptivo, prospectivo, donde se estu-
diaron 27 pacientes con diagndstico de urticaria crénica espontdnea y se los
compard con personas de similar edad y sexo, sin aparente presencia de pa-
tologfa (control normal) (n=16). Luego de confeccionar historia clinica com-
patible con el diagndstico. Se controld sexo edad, tiempo de evolucién de la
urticaria. Se les realizé a ambos grupos test intradérmico de suero autdlogo
(TISA) y dosajes de vitamina D en suero por electroquimioluminiscencia —se-
paradas en deficientes (<19,9 ng/ml); insuficiente (20 a 29,9 ng/ml) y normal (
>30 ng/ml)—, e IgE sérica total por ELISA.

Resultados. La edad de los pacientes con urticaria fue de 47,36+3,54 afos y de
los controles, 45,96+3,54 afios (NS). El sexo predominante en el grupo urtica-
ria fue el femenino, 18/27 casos, frente a 9/27 casos masculinos. En los contro-
les |'1/16 casos fueron femeninos y 5/16 masculinos (NS). EITISA fue positivo en
13/27 casos de UCE y negativo en 14/27, asi como en los |6 casos del grupo
control, p=0,001 I. El nivel de vitamina D fue deficiente en 12/27; insuficiente en
I'1/27 'y normal en 4/27 casos; en los controles | /16 casos el nivel fue normal,
en 4/16 insuficiente y |/16 deficiente, p=0,0009. El nivel de IgE sérica fue en los
controles 28,38+3.93 kU/I (media + error estdndar), UCE TISA(+) 71,08+37,52
KU/l (NS) y UCETISA(—) 443£171,7 KU/, Kruskal Wallis, p=0,0057.

Conclusién. Este estudio encontrdé que los pacientes con UCE tienen valores
séricos disminuidos de vitamina D. Son necesarios mds estudios acerca del rol
de la vitamina D en la patogénesis de la UCE.

Palabras claves: urticaria crénica espontanea, vitamina D, IgE, prueba
intradérmica del suero autélogo.

ABSTRACT

Rationale. The vitamin D has an immunomodulatory action. The relationship
between chronic urticaria an inflammatory process and serum vitamin D levels
is controversial, and the information of them is scarce.

Methods. We performed a descriptive, observational, cross sectional study. We
selected 27 patients of which presented chronic episodes of heaves (chronic
urticaria) and compared with normal healthy matched control group. In both
groups we were performed the intradermal autologous serum test (IDAST)
and serum vitamin D levels by ELISA as well as total serum IgE levels by ELISA.
Results. The age was 47.36£3.54 years in chronic urticaria and 45.96+3.54 in
controls. The predominant gender was female (n=18) and male (n=9). The
IDAST was positive in |3 of 27 cases and negative in 14 of 27 cases in chronic
urticaria as well as in controls. In chronic urticaria the vitamin D levels was de-
ficient in 12 of 27 cases, insufficient | | of 27 cases and normal level in 4 of 27
cases; the control group presented normal level in | | of 16 cases, insufficient in
4 of 16 cases and deficient in | of |6 cases; p=0.0009.

The serum IgE levels was in chronic urticarial: 216+43 kU/L and in control:
30.75+4.129 kU/L.

Conclusions. These results indicated |.The predominant gender in chronic ur-
ticaria was female. 2°

The predominant levels of serum vitamin D in chronic urticaria were deficient
and insufficient. Probably indicated the important immune-modulatory role of
this vitamin D in chronic urticaria.

Key words: spontaneous chronic urticaria, vitamin D, IgE, serum auto-
logous intradermal test.
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Figura I.
INTRODUCCION

La urticaria se define como un sindrome reactivo de piel y
mucosas caracterizado por el desarrollo de habones (ron-
chas), angioedema o ambos®. Una roncha consta de ca-
racteristicas tipicas: inflamacién central de tamafio va-
riable rodeada por un eritema reflejo asociado a sensa-
cién de prurito y a veces ardor, tiene una naturaleza fugaz
con la regresién de la piel a su estado normal generalmen-
te dentro de las 24 horas, a veces resuelven de forma mas
rapida’®.

La urticaria crénica (UC) se caracteriza por la aparicién
de estas lesiones diariamente o casi todos los dfas, por un
periodo mayor a seis semanas y se clasifica, segun si es in-
ducible o no por estimulos fisicos, en urticaria crénica es-
pontdnea o urticaria inducible crénica. Urticaria crénica
espontinea puede deberse a causas conocidas (por ejem-
plo, anticuerpos) o desconocidas!?.

La causa es idiopdtica en el 55% de los casos y autoinmu-
ne en el 45%.% Por otra parte, la urticaria autoinmune se
asocia con una mayor frecuencia de habones, mayor pun-
tuacion en el score de actividad de la enfermedad, tiempo
mds prolongado de la misma y baja respuesta a antihista-
minicos anti-H1 #*? Se diagnostica mediante el test del
suero autélogo (TISA) y/o autoanticuerpos anti-FceRI en
suero.®

Las urticarias inducibles crénicas incluyen urticaria por
frio, por calor, por presién retardada, urticaria solar, urti-
caria vibratoria, colinérgicos, de contacto y urticaria acua-
génica®. La mayor parte de las condiciones mencionadas
son principalmente mediada por la histamina®. Se estima
que el 10 al 20% de la poblacién desarrollé un episodio de
urticaria aguda en su vida y 1 a 3% desarrollé UC?’.

La vitamina D (D2 y D3) es una vitamina liposoluble,
producida principalmente por la piel como vitamina D3

Relacién entre niveles séricos de vitamina D e IgE en la urticaria crénica | Pérez C y cols.

Edad de los pacientes con Urticaria Crénica / Angioedema y tiempo de
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(colecalciferol); es biolégicamente inactiva y requiere de
dos hidroxilaciones, una en higado y otra en rifidn, para
convertirse en la hormona activa, la 1,25-dihidroxivitami-
na D7. Ademis, la vitamina D se consume en la dieta (pes-
cado, yema de huevo, algunos hongos, leche fortificada,
cereales, queso). El valor normal de vitamina D en suero
es >30 ng/ml, valores inferiores a 19 ng/ml son considera-
dos como deficiencia y de 20 a 29 ng/ml. insuficiencia de
vitamina D”%Y. La deficiencia de vitamina D es un proble-
ma importante de salud publica en todo el mundo y en to-
das las edades*.

Dado a que este déficit estd vinculado a las enfermedades
autoinmunes y alérgicas, ademds de la diabetes tipo 2, cin-
cer y enfermedades cardiovasculares, los niveles de vitami-
na D también podrian estar asociados con UC#,

Un creciente nimero de trabajos muestran relacién entre
la vitamina D y las enfermedades alérgicas”***%. Aunque
es bien conocida por su papel central en la fisiologia 6sea,
puede cjercer varias acciones inmunomoduladoras, tan-
to en la inmunidad innata como en la adaptativa princi-
palmente en las células epiteliales, monocitos, macré-
fagos, células T, células B, células dendriticas® y se sabe
también que influye en la proliferacidn, supervivencia, di-
ferenciacion y funcién de los mastocitos®'*!¢, todos estos
protagonistas claves en la patogénesis de las enfermeda-
des alérgicas, incluyendo la UC. En numerosos estudios
encontraron significativamente reducidos los niveles séri-
cos de vitamina D en los pacientes con UCE, asf como en
asma!7303248.

Las opciones de tratamiento en estos pacientes son limi-
tadas por la falta de evidencia disponible, y se basan en el
control sintomdtico con antagonistas del receptor H1 y
H2, corticoides sistémicos, antileucotrienos, dapsona, ci-
closporina, anticuerpos monoclonales anti IgE y otros
agentes, pero ninguna de estas opciones se encuentra libre
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de reacciones adversas y elevados costos®. El poder cons-
tatar la disminucién en los niveles séricos de vitamina D
en estos pacientes ofrecerfa una probable opcidn terapéu-
tica inmunomoduladora.

JUSTIFICACIONYY OBJETIVOS

Aunque atin no se conoce a ciencia cierta cudl es el rol que
cumple la vitamina D en la UCE, se ha visto que el 70%
de los pacientes con UCE y déficit de vitamina D mejo-
16 su sintomatologia luego de haber recibido tratamiento
con dicha vitamina!73>3334,

El presente estudio tiene como objetivo evaluar los niveles
séricos de vitamina D en pacientes con UCE espontanea,
compararlos con un grupo control de pacientes sin urtica-
ria y determinar el porcentaje de los pacientes que presen-
tan niveles séricos disminuidos de vitamina D, quienes po-
drian beneficiarse con el tratamiento con dicha vitamina y
asf disminuir el consumo de otras drogas con efectos alea-
torios y reacciones adversas indeseadas.

MATERIALY METODOS

POBLACION GENERAL
Pacientes adultos que consultan al Servicio de Alergia e
Inmunologia del Hospital Nacional de Clinicas por sinto-
mas dermatoldgicos en el perfodo comprendido entre ene-
ro de 2014 y julio de 2015.

CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron 27 pacientes adultos de ambos sexos de en-
tre 18 y 80 afios que consultaron al Servicio de alergia del
HNC, a los cuales se diagnosticé UCE por historia clini-
cay examen fisico con la presencia de habones de urticaria
de menos de 24 horas de duracién, de aparicién diaria o
casi diaria por un periodo mayor a seis semanas y todos los
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Figura 4.

cuales firmaron previamente el consentimiento informa-
do. Como grupo control se incluyeron 16 individuos del
mismo rango etario sin sintomas ni antecedentes de urti-
caria urticaria cronica.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron de la muestra a los siguientes individuos:

e Aquellos que tenfan diagndstico confirmado de an-
gioedema hereditario o adquirido.

e Dacientes con diagndstico de urticaria crénica
inducible.

e Personas con hipercalcemia (>10,3 mg/dl).

¢ Insuficientes renales (filtracién glomerular <50 ml/
min/1,73m?).

e Individuos con diagnéstico de hiperparatiroidismo
primario.

e  Sarcoidosis.

e  Enfermedad granulomatosa.

o Patologias malignas.

e También a personas que se encontraban en trata-
miento con suplementos vitaminicos y mujeres em-
barazadas y/o en periodo de lactancia.

e Los que se nieguen a firmar el consentimiento
informado.

PROCEDIMIENTO

Se seleccionaron pacientes con diagndstico de urticaria
crénica esponténea. Se recogieron los siguientes datos:
Historia clinica detallada, que incluyd las caracteristicas

de UCE.

Laboratorio

e Determinacién de vitamina D (D2+D3). Se reali-
z6 mediante electroquimioluminiscencia (EIA), ad-
quirida en Laboratorio Roche. El estudio se hizo si-



B,

. Y
" AAIC

Relacién entre niveles séricos de vitamina D e IgE en la urticaria crénica | Pérez C y cols.

Tabla |. Demografia de los pacientes con urticaria crénica comparados con controles normales.

Edad en afios. Edad en afios por sexo.

Cuadro clinico Sexo masculino Sexofemenino Total Masculino Femenino
UCE (n=27) 9 (33,33%) 18 (66,66 %) 49,81+2,98 44,78+4,96 52,33+3,67
Controles (n=16) 7 (43,75 %) 9 (56,25 %) 45,88+3,54 47,78+6,01 44,56+4,49
.p NS NS NS NS NS

guiendo las indicaciones del laboratorio productor de
los reactivos. La sensibilidad del método fue un ran-
go entre 3270 ng/ml. Con CV de 8,5% y segun el fa-
bricante del 5,8%.

o IgE Total por ELISA. Adquirido en laboratorio Accu
bind CA USA(2524.300). Rango de deteccién 0,8
kU/L a 3100 kU/L. El procedimiento para determi-
nar el nivel de IgE sérica se realizé siguiendo las ins-
trucciones del laboratorio productor.

Test intradérmico de suero autélogo (TISA). Fue he-
cho a todos los pacientes con UC##, Se extrajo sangre,
6 cc, en tubo estéril y separo el suero depositando en
tubo estéril. Se utilizé solucién salina fosfato balancea-
da (PBS) como control negativo ¢ histamina (10 mg/
ml) como control positivo (Diater). A partir de los tres
reactivos, se realizaron pruebas de habén intradérmico
con 15 pl de suero autdlogo, histamina con 1 ug/ml de
concentracién y 0,05 de PBS. La lectura se realizé a los
30 minutos y se compard la papula del suero autélogo
con la del testigo positivo (histamina) y control negati-
vo de PBS. Primero se hizo la lectura del testigo positi-
vo de histamina, midiendo la papula en dos didmetros
perpendiculares, vertical y horizontal. Luego se hizo lo
mismo la pdpula obtenida de la inyeccidn salina y por
ultimo se compard con la obtenida con el suero autdlo-
go. Se consideraron positivas para el suero autélogo, to-
das aquellas cuya papula era igual o mayor a la obtenida
con histamina. Para realizar el procedimiento ningtn
paciente estuvo bajo tratamiento con antihistaminicos
72 horas antes del estudio 2414,

El andlisis estadistico aplicado al estudio fue con
GraphPad Prism v 6.0.

El trabajo fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Nacional de Clinicas segtin Resolucién 2906.

RESULTADOS

Fueron estudiados 27 pacientes con cuadro clinico com-
patible con urticaria crénica y se compararon con 16 con-
troles sanos. Los 16 controles sanos presentaron 9 mujeres
(56,25%) y 7 hombres (43,75%) con una edad del grupo
control de 45,88+3,54 afios (media+ES), siendo la edad
de los controles femeninos (n=9) 44,56+4,49 afos, y los
masculinos (n=7) 47,78+6,01 afios.

Delos27 pacientes que padecian urticaria cronica, 18 eran

mujeres (66,66%) y 9 hombres (33,33%), con una edad

media 49,81+2,98 afos, separados por sexo en femenino
(n=18) 52,33%3,67 afos y masculino (n=9) 44,78+4,96
afios. Los datos demograficos Tabla 1,. No hubo diferen-
cias estadisticamente significativas en cuanto a edad y sexo
entre ambos grupos.

Los pacientes con urticaria crénica presentaron en 8/27
casos sélo urticaria, siendo y en 19/27 casos urticaria y an-
gioedema asociados. En ambos grupos hubo predominio
femenino, aunque no significativo (NS) (Figura 1).

El tiempo de evolucién de la UCE por sexo y edad se ve re-
flejado en la Figura 2, siendo de 12,6745.087 meses en el
grupo masculino y 12,44+7,634 meses en el grupo feme-
nino (p=NS), con un rango de 2 a 96 meses en pacientes
de sexo femenino y de 2 a 78 meses en pacientes masculi-
nos (p=NS).

El test de TISA (test intradérmico de suero autélogo) fue
realizado a todos los pacientes con UC y se observé po-
sitividad en 13/27, 3 de los cuales no tenfan angioedema
como sintoma acompanante de la urticaria y 10 si tenfan
angioedema. (Figura 3).

El nivel de vitamina D fue en pacientes de sexo femeni-
no con UCE vy angioedema (n=18) de 19,71+7,16 ng/
ml, rango entre 8 y 32 ng/ml; en pacientes masculinos con
UCE fue de 22,3248,66 ng/ml; rango entre 10 y 35 ng/
ml, En los controles femeninos (n:9), el nivel de Vitamina
D fue 28,11 + 7.008, rango entre 17 y 40 ng/ml; y en los
controles masculinos (n:7) 47+ 12.06 ng/ml , rango entre
31y 63 mg/ml. Su significacién estadistica fue,p= 0.0002.
(Kruskall Wallis) (Figura 4).

En el grupo de UCE, las de causa autoinmune tienen un
marcada tendencia a presentar deficiencia de vitamina D,
las de causas probablemente no autoinmune a insuficien-
te y algunos casos normales y en los individuos controles
masculinos el nivel normal se da en todos los casos y las
mujeres 4/ 9 normales, 4 levemente insuficientes y 1 caso
deficiente. La tendencia manifiesta es presentar deficiencia
de vitamina D en autoinmunes ya predominio femenino
asi como UCE no autoinmune donde existen proporcio-
nes similares de deficiencia e insuficiencia de vitamina D
sérica. La tendencia de los controles masculinos fue siem-
pre presentar niveles normales y los femeninos presen-
tar niveles normales o levemente deficientes, p=0.0016.
(Figura S).

Los niveles de IgE sérica total, fueron més elevados en UCE
no autoinmune, 465+171,8 kU/I (media+ES), 83,22+42,66
kU/l en UCE autoinmune, y 45,8843,537 kU/I en los
controles,p=0.0035. Es de hacer notar que en el grupo auto-
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Figura 5. Niveles de vitamina D en suero de pacientes con
urticaria crénica segun etiologia vs controles.

inmune 12/13 casos tenfan niveles comparable con el grupo
normal, mientras que en otras causa no asociadas a TISA(+)
presentaban niveles elevados de IgE sérica y en especial tres
pacientes que tenfan dichos niveles por encima de 1000 kU/I
y otros tres alrededor de 500 kU/. Estos hallazgos dan, a es-
tos pacientes con UCE, un perfil distinto (Figura 6).

DISCUSION

Se conoce poco atin sobre el rol de la vitamina D como inmu-
nomodulador y antiinflamatorio. Existen dudas si los niveles
disminuidos de vitamina D en pacientes con UCE son causa-
les o consecuencia de la misma patologfa. Por otro lado, se ha
visto que la suplementacién de esta vitamina en pacientes con
UCE mejora la sintomatologfa y disminuye la toma de anti-
histaminicos y corticoides, lo que podrfa ponerla como com-
plemento viable a la terapéutica ya existente 2%,

Existen opiniones encontradas acerca del rol de la vitami-
na D en las enfermedades alérgicas. Quienes estin a favor,
como Thorp et al.”, Oren et al.*, Grzanka et al.¥, Goetz et
al3 Rorie et al.®®, Chandrashekar et al.??, Orellana et al %, ob-
servaron que el nivel disminuido de vitamina D predispone
a padecer UCE y otras enfermedades alérgicas como rinitis y
en especial asma. Y que el suplemento con la vitamina mejora
significativamente los sintomas de UCE.

Opiniones opuestas son presentadas por algunos autores
como Wjst et al.*¢, Hyppénen et al.”” Back et al.¥”, quienes re-
lacionaban el aumento de riesgo por parte de los nifios de pa-
decer una enfermedad alérgica en la adultez si su madre con-
sumid suplementos de vitamina D durante el embarazo. Este
hecho no es bien explicado en estos hallazgos, lo cual serfa un
efecto paraddjico.

En nuestro estudio, los resultados muestran que los pacien-
tes con UCE tienen niveles de vitamina D significativa-
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Figura 6.

mente disminuidos comparados con el grupo control, en
coincidencia con los trabajos de Grzanka *, Boonpiyath®,
Chandrashekar * y Orellana®, entre otros. De acuerdo con
estudios recientes, un mayor consumo de vitamina D3, toma-
da como terapia complementaria, podrfa reducir significati-
vamente la severidad de los sintomas en los pacientes que pa-
decen urticaria crénica *°.

Este estudio evalud la severidad de los sintomas en 38 pacien-
tes con urticaria crénica, quienes, adicionalmente a la tera-
pia combinada de tres medicamentos para el tratamiento de
la alergia, tomaron 600 UI 0 4000 UT de vitamina D3 al dfa
durante 12 semanas *. Los resultados del estudio mostraron
que, después de una semana, la severidad de los sintomas en
ambos grupos de pacientes habfa disminuido en un 33%. Los
pacientes presentaban menos lesiones (habones) y durante
un menor numero de dfas a la semana, en comparacién con
el tiempo en que se encontraban bajo medicacién o no tenfan
tratamiento alguno. Al cabo de los tres meses, el grupo de pa-
cientes que tomé 4000 UI de vitamina D3 mostré una reduc-
cién adicional de 40% en la severidad de los sintomas, mien-
tras que el grupo que tomé 600 UT no presenté mejorfa de-
mostrable por disminucién de la frecuencia de presentacién
de los brotes de urticaria crénica.

Estos autores concluyeron que una mayor dosificacién de
los suplementos de vitamina D3 de alta disponibilidad pa-
rece traer ventajas sin causar efectos adversos. Asf, la vitami-
na D3 podoria ser considerada como una terapia segura y po-
tencialmente favorable, adicional a la terapia estdndar, la cual
controla los sintomas con antihistaminicos y otros medica-
mentos antialérgicos o inmunosupresoras, todos ellos costo-
sos y que pueden presentar considerables efectos colaterales.
Probablemente, no existe una cura para la urticaria crénica y
las opciones de tratamiento son limitadas.

Las limitaciones de este estudio incluyen el pequefio tamafio de
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la muestra y que las tomas de sangre fueron hechas alo largo de
todo el afio, pese a saber que por la radiacién solar en invierno
los valores séricos de vitamina D en la poblacién en general son
menores que los hallados en verano, aunque similar a lo publi-
cado en el parrafo anterior, para la poblacién evaluada *°.
Como es evidente, por los numerosos estudios revisados, es
dificil de evaluar completamente el papel que juega la vitami-
na D en el desarrollo de enfermedades atdpicas. Hacen falta
mids estudios que hagan conocer su verdadero rol.

CONCLUSION

En nuestro estudio el género como tendencia predomi-
nante fue el femenino.

Nuestros hallazgos muestran disminucién del nivel de vi-
tamina D en urticaria crénica y en especial en los de cau-
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE UN PREPARADO
DE GAMMAGLOBULINA SUBCUTANEA

Biochemical characterization of subcutaneous gamma globulin
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RESUMEN

Antecedentes. La GAMMASUB UNC elaborada en el Laboratorio de Hemo-
derivados - Universidad Nacional de Cérdoba, es un medicamento genérico
inyectable, cuyo principio activo es la inmunoglobulina normal humana, purifi-
cada a partir de una mezcla de donantes de plasma, que posee un amplio es-
pectro de anticuerpos, y es empleada en la terapia de sustituciéon de anti-
cuerpos en adultos y nifios. El presente estudio tiene por objetivo analizar las
caracteristicas fisicoquimicas, bioldgicas y de seguridad viral en los concentra-
dos de inmunoglobulinas para administracién subcutdnea, y compararlas con
las de un producto comercial disponible en el mercado nacional. Materiales y
métodos. Tres lotes de GAMMASUB UNC vy dos lotes de producto comer-
cial fueron evaluados de acuerdo a requerimientos regulatorios. Resultados.
Las formulaciones analizadas poseen caracteristicas similares como integridad
del fragmento Fc, presencia de todas las subclases de IgG, distribucidn mole-
cular, niveles bajos de hemaglutininas como también bajas concentraciones de
las sustancias procoagulantes, responsables de la mayorfa de los eventos trom-
boembodlicos. La ausencia de marcadores virales, la incorporacién de un méto-
do especifico de inactivacion viral y el cumplimiento de las Buenas Prdcticas de
Fabricacién y Control durante la elaboracién de las inmunoglobulinas demues-
tran la seguridad de los concentrados con respecto a la transmision viral. Dis-
cusion. El estudio de caracterizacion de GAMMASUB UNC demostré que la
calidad del producto elaborado por el Laboratorio de Hemoderivados cumple
con requerimientos de calidad internacionales como el producto comercial de
origen extranjero disponible en el mercado nacional.

Palabras claves: gammaglobulina subcutanea; trombogenicidad; propie-
dades fisicoquimicas; seguridad bioldgica.

ABSTRACT

Background. Subcutaneous gamma globulin (GAMMASUB UNC) manufactu-
red in Laboratorio de Hemoderivados - Universidad Nacional de Cdérdoba, is
a generic injectable protein solution whose active principle is human normal im-
munoglobulin, purified from a pool of plasma donors, which has a broad spec-
trum of antibodies, and is used in antibody substitution therapy in adults and chil-
dren in agammaglobulinemia and hypogammaglobulinemia, common variable or
combined severe immunodeficiency, and indicated for prophylaxis after exposu-
re to hepatitis A virus by intramuscular route. The main of this study is to analy-
ze the physical-chemical and biological properties and viral safety characteris-
tics of Immunoglobulin concentrates for subcutaneous administration, compared
with a commercial product available in national market. Materials and method:
Three batches of GAMMASUB UNC and two batches of other commercial
sources were evaluated according to regulatory requirement. The analyzed pro-
ducts have similar characteristics such as: integrity of the Fc fragment, presence
of all IgG subclasses, molecular distribution, and low levels of haemagglutinins as
well as low concentrations of procoagulant substances, responsible for the most
thromboembolic events. Absence of viral markers, the incorporation of a speci-
fic viral inactivation method and compliance with Good Manufacturing and Con-
trol Practices during manufacture of immunoglobulins, demonstrates the safety
of the concentrates with respect to viral transmission. Discussion: The GAMMA-
SUB UNC characterization study shows that the quality of a product manufactu-
red by Laboratorio de Hemoderivados meets international quality requirement
such as the commercial product from foreign origin available in national market.

Key words: subcutaneuos gammaglobulin; thrombogenicity; physical and
chemical properties; biological safety.
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INTRODUCCION

Los concentrados de inmunoglobulinas (Igs) deri-
vados del plasma humano han sido empleados desde
hace més de cinco décadas como terapia de reemplazo
en pacientes que padecen inmunodeficiencias (ID).
Inicialmente, la via intramuscular (im) fue la mas uti-
lizada, pero debido a los efectos adversos que produ-
cia, surgieron nuevas formulaciones que permitieron
disponer de concentrados de Igs para ser administra-
dos por la via intravenosa (iv)% La implementacién de
esta via dio origen a nuevas aplicaciones terapéuticas y
efectivas como en las ID severas, en enfermedades he-
matoldgicas e inflamatorias, en desérdenes neuromus-
culares, en enfermedades autoinmunes ¢ infecciosas, y
en otras que requieren dosis elevadas de Igs provocan-
do menor cantidad de efectos adversos que los detecta-
dos con la via im?.
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Figura |. Proceso de elaboracion de GAMMASUB UNC. Sob:

sobrenadante.

A partir de los afios *90, se considerd la via subcutinea (sc)
como una alternativa valida de administracién para el trata-
miento de las ID y desde entonces su uso se ha ido incremen-
tado debido a las ventajas que posee con respecto a las otras
vias de administracién®>. A través de estudios clinicos, tanto
en nifios como en adultos, se detectd una menor incidencia
de efectos adversos sistémicos, se demostré su eficacia y segu-
ridad®, y al evitar el acceso venoso, se hizo posible la adminis-
tracién domiciliaria, evitando la presencia de personal espe-
cializado y la permanencia en centros asistenciales’. Es impor-
tante destacar que se detectaron concentraciones de IgG en
sangre mds estables y persistentes en el tiempo que las obteni-
das con la infusién iv; y generalmente, los efectos adversos es-
tuvieron relacionados con el sitio de inyeccién?®.

El Laboratorio de Hemoderivados de la Universidad
Nacional de  Cérdoba (H-UNC)  desarrollé
GAMMASUB UNC, un concentrado de IgG de admi-
nistraciéon sc, teniendo en cuenta la demanda nacional de
este medicamento y considerando la amplia experiencia en
la elaboracién de concentrados de Igs, eficaces y seguros,
tanto para administracién im como iv’.

El método de claboracién empleado para la producciéon
de estos medicamentos estd basado en el fraccionamiento
)10,11

alcohdlico en frio de Cohn-Oncley (Figura 1 a par-
tir de una mezcla de plasma humano y la IgG purificada a
partir de ella, y cumple con los pardmetros de calidad re-
queridos a nivel nacional ¢ internacional y con las Buenas
Pricticas de Fabricacién y Control (BPFyC)'>!%,

El presente estudio tiene por objetivo analizar las ca-
racteristicas fisicoquimicas, bioldgicas y de seguri-
dad viral mediante técnicas iz vitro en los concentra-
dos de GAMMASUB UNC y compararlas con las de
un producto comercial con caracteristicas de calidad
similares'.
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TABLA 1. Caracterizacion bioquimica y funcional.

Pardmetro GAMMASUB  Comercial Criterio
(n=3)* (n=2)* de aceptacion

Proteinas totales 161400 1631,0 16,0£1,6
(%)
pH 6471003  7,01+0,03 50-7,2
Distribucién
:“;'i%"a; 97,56£005  97,56+0,05 285

D@ 2/44:005  2,44:0,05 <10
* Polimeros (%)

ND ND

* Fragmentos (%)
Distribucién de
subclases IgG
« 1gG, (%) 64226  605+35  IgG, 600 (37-96)
« 1gG, (%) 300£1,9  285+35  IgG, 60 (17-55)
« IgG, (%) 4507 900, IgG, 63 (3.3-118)
« 1gG, (%) 1,1£0,3 2002  IgG, 43 (06-12,3
IgA (mg%) 0,36+0,02 0,200 <100
Funcién Fc (%) 94,0+9,8 105° >60
Anti-VHA (Ul/ml) 133£21 182 + 28 =100
Anticuerpos an-
tiestreptolisina O 1089£176 1000 + 283 >500 Ul/ml

(AELO) (Ul/ml)
n: ndmero de lotes analizados. ND: no detectable. M+D: mondmeros mds dimeros.
?Rango. ® Resultado de un solo lote. * Resultados promedio de los lotes analizados.

MATERIALESY METODO

METODO DE ELABORACION

GAMMASUB UNC fue elaborado a partir de plasma de
donantes voluntarios, que se controla individualmente en
los Bancos de Sangre de origen para marcadores serold-
gicos virales y re-analizados en el H-UNC. La mezcla de
plasma, proveniente de mas de 1000 donantes sanos®, es
procesada por precipitacion alcohdlica y se incluye como
método de inactivacién viral especifico el calentamiento a
60°C durante 10 hs (pasteurizacién). El producto final es
formulado a una concentracién proteica de 160 g por litro
y previo a su envasado aséptico es filtrado con membranas
esterilizantes.

MUESTRAS
Se evaluaron tres lotes de GAMMASUB UNC al 16%
en sus tres presentaciones (3, 10 y 20 ml) y dos lotes de
un producto comercial formulado al 16% en una tnica
presentacion.

METODOS DE CONTROL

Las formulaciones se controlaron con los métodos analiti-
cos requeridos en las monografias de Farmacopea Europea
8" Edicién (FE)'¢'® y ademds, para completar la caracteri-
zacidn, se emplearon técnicas descriptas en otras farmaco-
peas'?, pero no exigidas para la liberacién del producto.

CARACTERIZACION BIOQUIMICAY FUNCIONAL

El aspecto de la solucién proteica de las preparaciones de Igs
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fue evaluado mediante inspeccién visual y la determinacién
del pH se realizé de acuerdo al método 2.2.3 de FE. Mediante
el método de Gornall, 2.5.9 de FE, se determiné la concentra-
cién de protefnas, empleando como material de referencia una
solucién de albimina sérica humana valorada frente al Bovine
Serum Albumin (Standard Reference Material 927) (NIST).
La distribucién molecular (mondémeros, dimeros, po-
limeros y fragmentos de IgG) fue analizada por cro-
matograffa de exclusion (HPLC) segin el méto-
do 2.2.29 de FE y la composicién proteica se ana-
lizé por electroforesis zonal en acetato de celulo-
sa, acorde al método 2.2.31 de FE, frente al estdndar,
Human Immunoglobulin for Electrophoresis BRP batch
2 (EDQM), que contiene entre 75,7% y 80,9% del to-
tal de proteinas con una movilidad electroforética que
se corresponde con inmunoglobulina.

Las subclases de IgG y el contenido de Inmunoglobulina
A (IgA) fucron cuantificadas mediante técnica de inmu-
nodifusién radial comercial, IgG Subclass COMBI - SD
RID (The Binding Site’), y Diffu-Plate Inmunoglobulina A
(Argentina), respectivamente (método 2.7.1 FE).

La integridad del fragmento Fc de las Igs se eva-
lu6 de acuerdo al método 2.7.9 de FE, comparativa-
mente con las preparaciones de referencia, Human
Immunoglobulin BRP Code: H09990000 Batch 3 (fun-
cién Fe intacta) y Human Immunaoglobulin pepsin trea-
ted Code: DSP068 (Fc alterada).

Las hemaglutininas anti-A y anti-B, y los titulos de an-
ti-D, fueron determinados por el método de aglutina-
cién directo, de acuerdo a los métodos 2.6.20 y 2.6.26
de FE, respectivamente.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS
La concentracién de anticuerpos Anti Virus de la
Hepatitis A (Anti-VHA), se evaluaron por un méto-
do de inmunoquimioluminiscencia segin 2.6.26 de FE
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TABLA 2. Factores de la coagulacion expresados en Ul/ml.

.. GAMMASUB Comercial Control
Factores de la coagulacién _ _ X
(n=3)* (n=1) negativo
Fil 0,008 0,01 0,007
FVII 0,006 0,008 0,006
FVIll 0,002 0,006 0,004
FIX 0,001 0,001 0,001
FX ND 0,006 ND
FXI 0,004 0,95 0,004

*Promedio de los 3 lotes ND: no detectable.

con el kit comercial de ARCHITECT HAVAb-IgG-
ABBOTT (Abbott, Argentina).

La determinacién de anticuerpos anti estreptolisina O
(AELO) se realizé mediante una técnica iz vitro de in-
hibicién de la hemaglutinacién con un ki comercial
(Wiener Lab SAIC, Rosario, Argentina).

CONTROL DE ACIDO NUCLEICO VIRAL (ANV)

Y MARCADORES VIRALES

La seguridad de las Igs fueron evaluadas mediante la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR
in house) analizando la presencia del ANv del virus de
la hepatitis C (VHC), de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH) y del virus de la hepatitis B (VHB)?4,

Los marcadores seroldgicos, antigeno de superficie del virus de
la hepatitis B (AgHBs), anticuerpos contra VHC vy anticuer-
pos contra VIH1/2, se analizaron por inmunoquimioluminis-
cencia con el kit comercial de ARCHITECT-ABBOT T, en mi-
nipooles de plasmay pool de partida (2.7.1 FE).

ESTUDIOS DE TROMBOGENICIDAD

Como pruebas globales de hemostasia se realizaron la de-
terminacion de trombina, midiendo el tiempo de coagula-
cién de plasma normal (6 ha37°C y 24 hata.), y de fac-
tores activados, empleando el Tiempo de Tromboplastina
no-activado (NAPTT) segtn 2.6.22 de FE.

Ademds, se analizaron las cantidades residuales de fac-
tores I, VII y X de la coagulaciéon con métodos coa-
gulométricos en equipos ACL (Instrumentation
Laboratory, Parsipany, USA), empleando el tiempo
de protrombina (TP) y factores VIII, IX y XI, a tra-
vés del tiempo de tromboplastina parcialmente activa-
da (APTT)®. La actividad del factor XIa (FXIa) se de-
terminé aplicando un método cromogénico (Biophen
Hyphen Biomed, Francia).

RESULTADOS

Los resultados de la caracterizacidn iz vitro de los 3
lotes de GAMMASUB UNC y de los 2 lotes de pro-
ducto comercial se muestran en la Tabla 1, en la cual
se informan los promedios + desviacidon estdndar de
los pardmetros analizados.
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El titulo de hemaglutininas anti-A y anti-B fue 1/2
para los 3 lotes producidos en H-UNC vy resulta-
ron negativas para los 2 lotes del producto comer-
cial, cumpliendo todas las preparaciones con el crite-
rio de aceptacidn (< 1/64). Los titulos de anti-D fue-
ron negativos para todas las muestras analizadas, tan-
to GAMMASUB UNC como comerciales.

La concentraciones de los factores de la coagulacién
residuales, que pueden generar trombogenicidad, fue-
ron menores a los limites de deteccién de las técnicas
utilizadas (Tabla 2). Sin embargo, cuando se midie-
ron los niveles de FXI y FXIa, estos fueron detecta-
bles en los lotes de la preparacién comercial pero no
en los productos GAMMASUB UNC (Figura 2).
Los resultados de NAPTT en las muestras analizadas
fueron mayores al criterio de aceptacién (= 150 seg);
a excepcién de un lote de la preparacién comercial
que mostré tiempos de coagulacién menores a 150 seg
(Figura 3). No fue detectable la presencia de trombi-
na en ninguna de las muestras, ya que no hubo coagu-
lacién en las condiciones estudiadas.

Los anticuerpos antivirales anti-VIH 1/2, anti-VHC
y antigeno de superficie del VHB fueron negativos en
todos los productos analizados, y los niveles de ANv
por PCR resultaron no reactivos acorde a la sensibili-
dad de la técnica para cada virus en particular.

Los ensayos de toxicidad, esterilidad y pirdgenos realizados en
los lotes de GAMMASUB UNC, fueron satisfactorios, cum-
pliendo con los criterios de aceptacidn.

CONCLUSIONES

En el estudio de caracterizaciéon de GAMMASUB UNCly del
producto comercial de referencia, se detectaron atributos de ca-
lidad fisicos, quimicos y bioldgicos con caracteristicas similares.
Se demostrd que la molécula de IgG se conserva intacta y esta-
ble, en todas las preparaciones, a través de la integridad del frag-
mento Fc, analizadas frente a un estindar de referencia, favo-
reciendo la flexibilidad normal de la molécula para cumplir las
funciones bioldgicas especificas.

La concentracién y distribucién de todas las subclases de IgG
fueron similares alas detectadas en el plasma humano normal®.
La distribucién molecular analizada por HPLC, demostrd
que GAMMASUB UNC y el producto comercial poseen el
porcentaje de mondmero mds dimero y polimeros dentro de
los criterios de aceptacion definidos por FE, lo que evidencia
la estabilidad de la molécula a través de los distintos pasos de
purificacion.

La concentracién de anticuerpos Anti-VHA (=100 UI/mL)
en ambas formulaciones (GAMMASUB UNC y comercial)
es suficiente para utilizarlas como profilaxis contra el virus de
la hepatitis A.
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Figura 3. Prueba global de trombogenicidad empleando el
NAPTT.

La seguridad de los concentrados de IgG, con respecto a la
transmisién de infecciones virales se pone de manifiesto me-
diante la ausencia de marcadores seroldgicos y de los 4cidos nu-
cleicos virales analizados por PCR iz house, la cual es una con-
secuencia del control seroldgico realizado en el plasma de par-
tida, de la incorporacién de métodos de inactivacién viral y del
cumplimiento de las BPFyC durante su elaboracién.

En los tltimos afios fueron informados eventos tromboembé-
licos relacionados a la administracién intravenosa y/o subcuta-
nea de concentrados de inmunoglobulinas humanas, los que
estarfan asociados a la presencia de sustancias procoagulantes,
principalmente al FXTa. En la evaluacién de estos pardmetros,
se detectd una mayor concentracion del FXIa en el producto
comercial con respectoa GAMMASUB UNCZ,

La concentracién de IgA en todas las formulaciones analizadas
se encontrd dentro de los criterios de aceptacién previamente
establecidos por el fabricante®.

Cabe destacar que GAMMASUB UNC posee un amplio es-
pectro de anticuerpos, contra agentes infecciosos caracteristicos
de la region, lo que lo hace mds recomendable en la profilaxis y
terapéutica de infecciones severas y recurrentes tanto en nifos
como en adultos®!. Ademds, se controlaron, esterilidad, piré-
genos y seguridad en cobayos y ratones (FA 7™ Ed), para com-
pletar las especificaciones de calidad establecidas en H-UNC.
Los atributos de calidad analizados en el estudio de caracteriza-
cién demostraron que el nuevo medicamento GAMMASUB
UNC mantiene todas sus propiedades y funciones bioldgicas
intactas, cumple con los requerimientos regulatorios nacionales
e internacionales y es comparable al producto comercial utiliza-
do como referencia®®?,
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RESUMEN

OBJETIVO. Evaluar sistematicamente la asociacién entre
las practicas de alimentacion temprana y el riesgo de aler-
gia y sensibilizacion al trigo.

MATERIAL Y METODOS. Se buscaron cinco bases de
datos para estudios de cualquier disefio hasta julio 2015.
Los participantes tenfan que ser bebés con riesgo pobla-
cional o mayor riesgo de desarrollar alergia al trigo.

RESULTADOS. Se incluyeron siete estudios: cinco observa-
cionales, calidad baja a moderada; y dos ensayos aleatorizados
controlados de alta calidad (ECA). Los resultados provienen
de estudios observacionales a menos que se indique lo con-
trario. La lactancia materna prolongada se asocié con aler-
gia al trigo (dos estudios, n=1847) y sensibilizacién (un es-
tudio, n=3781). La evidencia de la lactancia materna exclusi-
va fue contradictoria; la lactancia materna de mayor duracién
se asocié con un riesgo menor (un estudio, n=408) o supe-
rior (un estudio, n=3781) de sensibilizacién al trigo. La lac-
tancia materna en la introduccién del gluten no afectd el ries-
go de alergia al trigo (dos estudios, n=2581). La introduccién
de cereales en nifios 27 meses de edad aumentd el riesgo de
alergia al trigo (un estudio, n=1612), pero los resultados de
un ECA (n=1303) no mostraron ningtin cfecto. La intro-
duccién temprana del gluten se asocié con un riesgo reducido
de sensibilizacién al trigo hasta 5 afos en un estudio observa-
cional (n=3781), pero no en ECA (n=1303).
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CONCLUSIONES. Basado en la evidencia limitada de
estudios observacionales principalmente, la influencia de
la lactancia materna y la exposicién temprana al gluten
sobre el riesgo de alergia al trigo es incierta. No hay evi-
dencia para apoyar la lactancia materna en la introduc-
cién del gluten como una modificacién de riesgo. La in-
troduccién temprana del gluten podria reducir el ries-
go de sensibilizacién al principio de la vida, pero actual-
mente no hay evidencia que afecte el riesgo de contraer
alergia al trigo.

COMENTARIO

La lactancia materna exclusiva hasta los 4-6 meses es ac-
tualmente recomendada. Ademds ofrece alguna protec-
cién contra el eccema y el asma, si se compara con la f6r-
mula de leche de vaca.

Respecto a la introduccién de alimentos en la dieta de un
bebé, en las tltimas 2 décadas ha habido un cambio de retra-
sar a introducir tempranamente alimentos sélidos, incluidos
los potencialmente alergénicos*. La introduccidon temprana
de cereales entre otros alimentos (mani, huevo) no esta aso-
ciada con incremento en la prevalencia de alergia y podria ser-
vir como medio de induccién de tolerancia a estas proteinas.
Una dificultad importante de estos estudios es que se re-
quiere una gran muestra debido a la baja incidencia de
alergia al trigo.
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