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Resumen:  

Introduccion: En Cuba existe una alta prevalencia de enfermedades alérgicas, y en la actualidad 

la inmunoterapia con vacunas constituye la estrategia terapéutica más efectiva.  

Objetivo: determinar la influencia de inmunizaciones simultáneas sobre la respuesta anti 

Dermatophagoides siboney (D. siboney) y evaluar el comportamiento de respuesta inmune 

después de un reto intranasal con D. siboney en un modelo profiláctico de ratones Balb/c.  

Métodos:  Se realizó una investigación de desarrollo, longitudinal prospectiva y experimental en 

el Centro de Biopreparados de Mayabeque, en el periodo de un año. Se empleó la técnica de 

ELISA para la determinación de IgE, IgG, específicas en suero, y perfil de citocinas Th1/Th2 en 

fluido del lavado bronco alveolar (BALF).  
Resultados: Los niveles de IgG sérica posteriores al reto alergénico fueron mayores con tres 

aplicaciones de la vacunación simultánea por vía subcutánea y sublingual que con tres dosis de 

D.siboney/Salina sublingual y Prolinem Ds subcutánea independientes. No hubo inducción de 

IgE sérica contra D. siboney con las inmunizaciones  simultáneas, solo se indujo IgE en el grupo 

inmunizado con D.siboney/Alùmina por vía subcutánea. Desde las primeras horas posteriores al 

reto alergènico intranasal se logra inducir la producción de IFN- con SimTimVaS y esta aumen-

ta a los 8 días después del reto y disminución de citocinasTh2.  

Conclusiones: La estrategia de vacunación unitemporal (SinTimVaS o Single time vaccination 

strategy) demostró ser eficiente en inducir una respuesta antialérgica sistémica protectora contra 

D. siboney y reducir el número de dosis. 

 

Palabras clave: Vacunas unitemporales; SinTimVaS; inmunoterapia en alergia; 

Dermatophagoides siboney. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

INTRODUCCIÓN 

La alergia es causada por el desarrollo de una respuesta inmune inducida por alérgenos y puede 

conllevar a diversas enfermedades: asma, rinitis, conjuntivitis, anafilaxis, alergia a drogas, 

alimentos y a picaduras de insectos, eccema, urticaria y el edema angioneurótico. Cada vez está 

más claro que las enfermedades alérgicas son entidades complejas en las que existen diversas 

variantes causadas por diferentes mecanismos celulares y moleculares subyacentes. (1, 2) 

La enfermedad respiratoria alérgica es caracterizada por la presencia de Inmunoglobulina E (IgE) 

específica del alérgeno y la inflamación eosinofílica. (2)
 El asma y las enfermedades alérgicas 

representan un gran problema de salud en países industrializados. Estas representan una causa 

importante de morbilidad y ocasionalmente, mortalidad. Los desórdenes atópicos se han 

convertido en un problema socio económico relevante, causándole a la sociedad gastos 

relacionados con el cuidado de la salud en el orden de billones de dólares americanos. (3) 

Aunque existe una gran diversidad de alérgenos, ahora sabemos que los ácaros son considerados 

los principales agentes causales de las enfermedades alérgicas, y los pertenecientes al género 

Dermatophagoides constituyen la fuente fundamental de alérgenos del polvo doméstico. 

Alrededor del 40% de la población cubana es alérgica. D.siboney es el principal ácaro 

participante en las alergias cubanas. (4,5) 

Las manifestaciones clínicas son tratadas fundamentalmente con antihistamínicos, simpaticomi-

méticos, cromoglicato de sodio y esteroides. Estos tratamientos son generalmente inadecuados, 

pues tratan los signos y síntomas y no su etiopatogenia, por lo que en la actualidad se va en busca 

de otros procedimientos más efectivos entre los que se encuentran la inmunoterapia o vacunas 

terapéuticas. Este tipo de tratamiento consiste en la administración de dosis progresivamente cre-

cientes de los alérgenos específicos al cual el individuo está sensibilizado, en pacientes con afec-

ciones mediadas por la IgE. (6,7,8) 

Aunque han sido probadas diversas vías de administración de estas vacunas de alergia: subcutá-

nea, sublingual, oral, intranasal, conjuntival, epicutánea, intralinfática. Algunas se han desechado 

por no ser suficientemente eficaces y otras están en fase de experimentación. Dos métodos han 

demostrado ser altamente eficaces y han sido aprobados por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS). La vía  subcutánea con 100 años de eficacia probada y la administración de gotas o table-

tas por vía sublingual aprobada desde 1998.(9,10) 

La Organización Mundial de la Salud incluye en su plan estratégico 2006-2009 obtener vacunas 

que requieran menos dosis para alcanzar el nivel de inmuno respuesta deseada. Las vacunas con-

currentes consisten en   la aplicación simultánea de más de un antígeno vacunal, en el mismo 

tiempo; pero en lugares diferentes, basándose en la regionalización del sistema inmune que per-

mite inducir respuestas diferentes en cada región. Frente a desafíos simultáneos se obtienen res-

puestas cualitativamente superiores al estimular además de la respuesta sistémica la producción 

de inmunoglobulina A secretoria (IgAs). (11,12) 

La estrategia vacunal unitemporal puede resolver los problemas de las vacunaciones multidosis, 

cuando se produce la inasistencia o pérdida de los sujetos a las dosis sucesivas y hace a las vacu-

nas parenterales actuales más eficientes al inducir también, respuestas mucosas usando combina-

ciones de eficientes adyuvantes mucosales y formulaciones parenterales con antígenos vacunales 

incluidos, conjugados o co- administrados. (13) 

Por vacunas "unitemporales" se entiende que, la aplicación simultánea de una o más dosis muco-

sas y una dosis parenteral, Este concepto se extiende a cualquier combinación simultánea de antí-

genos adyuvados o no, aplicados por diferentes vías de inmunización, sean estas mucosas o pa-



renterales, aunque preferiblemente es de interés en las combinaciones de ambas vías   y con la 

aplicación de varias vías mucosas. Este concepto se extiende a otras vacunas que usen adyuvantes 

diferentes a los referidos. Este concepto excluye a las vacunas unidosis que evidentemente son 

aplicadas también en un solo tiempo. (13,14)  

Problema científico: Se desconoce la pertinencia de inducir respuestas mucosas en las vacunas 

contra las alergias, muchas de las cuales afectan las mucosas y se sabe que la IgAs es el principal 

anticuerpo que protege las mismas. El uso de potentes adyuvantes como el AFPL®1/alúmina en 

Prolinem-Ds ha permitido avanzar en la estrategia de reducción de las dosis. Contar con SinTi-

mVaS permite comparar la efectividad de dos productos ya en la clínica reduciendo aún más sus 

dosis y potenciar la respuesta mucosa en las alergias. 

Este trabajo se realizó con el objetivo de determinar la influencia de inmunizaciones simultáneas 

sobre la respuesta anti Dermatophagoides siboney (D. siboney) y evaluar el comportamiento de 

respuesta inmune después de un reto intranasal con D. siboney en un modelo profiláctico de rato-

nes Balb/c.  
 

MÉTODO 

Se realizó una investigación de desarrollo, longitudinal prospectiva y experimental en el Centro 

de Biopreparados de Mayabeque, en el periodo de un año. Se emplearon 70 ratones Balb/c, ma-

chos, de 6 a 8  semanas de edad y peso corporal promedio de 18±2g libres de patógenos, condi-

ción avalada por el certificado de calidad emitido por el Centro Nacional para la Producción de 

Animales de Laboratorio (CENPALAB). 

Se emplearon 7 grupos de 10 de ratones Balb/c. 

Grupo A: Control negativo. 

Inmunización con Solución salina tamponada con fosfato(SSTF) 1X ph=7.4. 3 dosis subcutáneas 

Tiempo 0(T0), Tiempo 7(T7), Tiempo 14(T14) 

Grupo B: Control de respuesta inmunológica de tipo alérgico/ Th2.  

Inmunización con Alérgeno D.siboney + Al (OH)3 3 dosis subcutáneas T0, T7, T14 

   Grupos C: Control positivo. 

Inmunización con Alérgeno D.siboney + Solución salina 3 dosis sublingual T0, T7, T14 

Grupos D: Control positivo. 

Inmunización con vacuna terapéutica antialérgica Prolinem-Ds (alérgeno +AFPL®1/alúmina) 3 

dosis subcutáneas T0, T7, T14 

Grupo E: Experimento STVS 1 

Inmunización con Prolinem-Ds subcutáneo y alérgeno (D.siboney) + Solución salina sublingual. 

1 dosis por ambas vías T0 

Grupo F: Experimento STVS 2 

Inmunización con Prolinem-Ds subcutáneo y alérgeno (D.siboney)  + Solución salina sublingual. 

2 dosis por ambas vías T0 y T7 

Grupo G: Experimento STVS 3 

Inmunización con Prolinem-Ds subcutáneo y alérgeno (D.siboney) + Solución salina sublingual. 

3 dosis por ambas vías T0, T7 y T14. 

La extracción de sangre se realizó a través del plexo retro orbital, en los días 0, 7, 14 y 21 a 5 

animales de cada grupo alternándolos en cada fecha. Las muestras obtenidas se incubaron durante 

1 h a 370C, posteriormente se centrifugaron a 2000 g, durante 10 mina 4°C, para obtener suero 

(200-500 µL por animal). Se conservaron a –20 0 C hasta su uso. 



 

Se realizó exposición intranasal de extracto alergénico. La concentración del alérgeno fue de 500 

µg/ml. Se realizaron 2 dosis, una a los 8 días de la última inmunización y otra a los 7 días.  A las 

24 horas de concluido el reto alergénico a 2 animales de cada grupo se les realizó lavado bronco 

alveolar. Para la obtención de BALF la tráquea fue canulada y los pulmones lavados dos veces 

con 0.5 y 1 mL de SSTF Ph 7.4 frío, 24 horas posteriores al último desafío alergénico, los anima-

les fueron anestesiados previamente mediante inyección intraperitoneal de una solución que con-

tenía Diazepán y Ketamina (Labsynth, Brasil). El BALF fue centrifugado y el sobrante se con-

servó a -20°C hasta su uso. 

Se empleó la técnica de ELISA para la determinación de IgE, IgG, específicas en suero, y perfil 

de citocinas Th1/Th2 en BALF.  

El comportamiento de las diferentes variables fue descrito a través de los parámetros descriptivos 

de los métodos paramétricos: promedio, desviación estándar e intervalos del 95% de confianza. 

El ajuste a la normalidad de cada uno de los conjuntos de datos fue verificado mediante la prueba 

de Kolmogórov-Smirnov, p<0.05. Para la comparación entre grupos, así como entre diferentes 

fechas en un mismo grupo, se empleó el ANOVA complementado con la prueba de comparacio-

nes múltiples de Tukey, p<0.05. Para el análisis de los resultados de anticuerpos se empleó un 

ANOVA de dos factores, complementado con la prueba de Bonferroni, p<0.05. Los datos fueron 

procesados con el Software GraphPadPrism versión 4.00. 

Como análisis adicional se realizó la prueba de X2 con corrección de Bonferroni; aunque debido 

a las limitaciones de esta metodología[44, 45] sus resultados se analizaron en el contexto de la signi-

ficación estadística de las diferencias determinadas a través de la estimaciones puntuales y de 

intervalos de confianza del OR. 

Las fórmulas utilizadas para determinar los niveles de corte en los ensayos se muestran a conti-

nuación (𝑋 ̅ = media y DE = desviación estándar): NC = 𝑋 ̅ (No EC) + 2 * DE (No EC) 

Si el resultado excede el nivel de corte se asume como positivo y para el caso de que este sea 

menor o igual al nivel de corte se reporta como negativo. 

Los gráficos fueron confeccionados con el Software GraphPadPrism versión 4.00 para Windows, 

San Diego, California, USA 

 

RESULTADOS 

Gráfico 1: respuesta de igG sérica contra D. Siboney según tiempo de la inmunización 

 



Leyenda: Control: SSTF, DsAI: alérgeno Ds+ Al (OH)3 por vía subcutánea, Dssl: alérgeno Ds+ Solución salina por vía 

sublingual, STVS: vacuna unitemporal. 

A los 7 días después de la última inmunización se alcanzaron niveles séricos de IgG alérgeno 

específica superiores en el grupo inmunizado con Prolinem-Ds comparado con STVS, a su vez 

este último grupo STVS 2 y el STVS 1 mostraron un mayor nivel de IgG sérica alérgeno 

específica con respecto al grupo control, siendo estas diferencias estadísticamente significativas y 

el grupo STVS 3  mostró diferencias estadísticamente significativas con respecto a los grupos: 

Control, DsAl, Dssl . 

 

Gráfico 2: Respuesta de IgE sérica contra D. siboney según tiempo de la inmunización 

 

Leyenda: Control: SSTF, DsAI: alérgeno Ds+ Al (OH)3  por vía subcutánea, Dssl: alérgeno Ds+ Solución salina por vía 

sublingual, STVS: vacuna unitemporal. 

No hubo inducción de IgE sérica contra D. siboney en los grupos STVS 1, 2 y 3, solo se indujo 

IgE en el grupo DsAl (control Th2+). 

Gráfico 3: Patrón de citocinas en el fluido bronco alveolar después del reto alergénico intranasal 
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DISCUSIÓN 

Los resultados de nuestro estudio indican que se logró con la estrategia de vacunación 

unitemporal alcanzar niveles séricos de IgG alérgeno específica contra D. siboney superior a los 

grupos: Control negativo, DsAl por vía subcutánea a la semana de la primera inmunización. A los 

14 días el grupo inmunizado dos veces con Prolinem-Ds por vía subcutánea, superó al grupo que 

recibió dos dosis de STVS y este a su vez superó significativamente los niveles de IgG sérica 

específica contra D. siboney de los grupos inmunizados dos veces por vía subcutánea solamente 

con DsAl y el inmunizado por vía sublingual solamente con Dssl. 

Esta es la primera vez que en Cuba y a nivel mundial se aplica la estrategia de vacunación 

unitemporal en la inmunoterapia de la alergia, los resultados se compararon con los de otros 

trabajos que aplicaron esta estrategia para otros inmunógenos no alérgenos. 

Pérez y cols. Coinciden con nuestros resultados presentados. Ellos en su investigación empleando 

la estrategia de vacunación unitemporal con Neisseria meningitidis B obtuvieron que la 

inmunización simultánea de una dosis mucosa (intranasal, sublingual, oral) y una dosis por vía 

parenteral como un esquema completo de inmunización induce respuestas sistémicas y mucosas 



eficientes, similares a las obtenidas por dos inmunizaciones parenterales solas y tres dosis por vía 

mucosa, respectivamente.(14)  

Zimra y cols. Emplearon una estrategia de vacunación por vía parenteral y mucosa inmunizando 

con SIVmac251en microsferas y lograron inducir una fuerte respuesta sistémica de IgG 

específica contra el virus de inmunodeficiencia simia, así como en el lavado bronco alveolar y en 

el lavado vaginal de macacus Rhesus. La mayoría de los animales que recibieron la primera dosis 

intramuscular mantuvieron altos nivel de IgG sistémica incluso dos años después de suspendido 

el protocolo de tratamiento.(15)  

McCluskie y cols. Emplearon también una estrategia de inmunización por vía parenteral y 

mucosa en ratones e inmunizaron con el antígeno de superficie del virus de la hepatitis B y CpG 

DNA. Ellos demostraron que la respuesta inmune de IgG sistémica específica contra HBVAg 

inducida por una primera dosis parenteral puede ser potenciada con una inmunización mucosa. 

Además, la presencia de un adyuvante a la hora de aplicar el refuerzo por vía mucosa puede 

influenciar en la naturaleza de la respuesta inmune subsiguiente (Th1 / Th2).(16)  

Los estudios antes mencionados coinciden con nuestros resultados en que SinTimVaS induce 

respuestas sistémicas específicas contra el antígeno. 

Estudios previos han mostrado que un largo periodo con vacunación con alérgenos provoca una 

disminución en la producción de IgE y un incremento de los niveles de IgG. Este cambio permite 

a los anticuerpos reconocer y eliminar el alérgeno, evitando la reacción alérgica.(17,18)  

En nuestra investigación a los 21 días posteriores a la inmunización, no hubo aumento de los 

niveles de IgE sérica específica contra D. siboney en los grupos con la vacunación unitemporal, 

que si aumentó en el grupo con inmunización subcutánea con DsAl con diferencia 

estadísticamente significativa. 

Este hecho es de gran relevancia, pues se conoce que la IgE es el principal agente de la respuesta 

alérgica tanto inmediata (anafiláctica) como tardía.(19) Estas diferencias podrían deberse a que la 

formulación DsAl para la vía subcutánea contiene Alúmina un adyuvante Th2, y en la 

formulación para la vacunación unitemporal se empleó un adyuvante Th1 para la inmunización 

subcutánea. 

En este trabajo fueron estudiadas las características de la respuesta inmune inducida localmente, 

se cuantificaron citocinas en el fluido bronquio alveolar. 

El efecto protector antialérgico con la estrategia de vacunación simultanea única parenteral y 

mucosa, se evidenció en los animales sometidos al reto alergénico. Los resultados indicaron para 

esta estrategia una reducción de los niveles de IL-5 en el fluido bronquio alveolar de los animales 

vacunados STVS con respecto al control Th2. 

A las 24 horas posterior al reto los niveles de IL-5 fueron similares en el grupo control Th2 que 

en los grupos tratados con dosis simultáneas por la vía mucosa y subcutánea, sin embargo a los 8 

días fueron superiores desde el punto de vista estadístico los niveles de IL-5en el grupo control 

Th2, respecto a los grupos tratados con la estrategia unitemporal.  

Se detectaron niveles de IL-10  significativamente superiores en los grupos  STVS2, STVS 3 con 

respecto a los grupos inmunizados con DsAl, Dssl,  Prolinem Ds.  Los niveles de IFN- fueron 

mayores en los grupos STVS1, STVS2 y STVS 3 con respecto a los grupos DsAl, Dssl, y STVS 

2 con Prolinem Ds con diferencia estadísticamente significativa. 

Se puede apreciar que desde las primeras horas posteriores al reto alergènico intranasal se logra 

inducir la producción de IFN- con SimTimVaS y esta aumenta a los 8 días después del reto. 

Por otra parte, se logra inducir la producción de IL-10 que habla de regulación y tolerancia frente 

al alérgeno inmunizado. 



 

Ramírez y cols. Empleando una formulación que contenía PL+alum+Ds lograron luego del reto 

alergénico niveles locales moderados de IFN- e IL- 10, y menos IL-13 al comparar con los 

controles.(20)  

Los resultados nos indican que la estrategia de vacunación simultanea única parenteral y mucosa 

induce un efecto protector anti-alérgico, evidenciado en el tipo de respuesta desarrollada ante la 

exposición al alérgeno por vía respiratoria, con reducción tanto de sus indicadores sistémicos 

(IgE) y en el órgano de choque (IL-5 en el BALF). Dicho efecto puede estar asociado a la 

inducción de una respuesta Th1 moderada caracterizada por la inducción de anticuerpos IgG e 

INF-γmoderado. Un efecto similar de inducción de Th1, con inducción de IgG e INF-γ y 

reducción de IL-5 e IgE, había sido reportado previamente con el empleo de alérgenos y PL, a 

pesar del uso de Hidróxido de Aluminio. (21)  

 

 

CONCLUSIONES 

Se indujo una respuesta sistémica contra D. siboney efectiva, demostrándose la posibilidad de 

reducir el número de dosis, hallazgo que podría extrapolarse a la inmunoterapia alérgeno especí-

fica en humanos donde actualmente el número de dosis es elevado. La estrategia de vacunación 

unitemporal tuvo un efecto protector frente a la exposición a D. siboney posterior al reto por vía 

intranasal.  
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