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por “UN METODO PARA AUMENTAR EI RENDIMIENTO DE ANTIdUéﬁ;
POS EN LOS ANIMALES DE SANGRE CALIENTE® a favor de la
firme Société Anonyme IABORATOIRES J. BERTHIER, residen-
te en 22 a 26, rue Prosper Mérimée, 38 GRENOBLE (Francia)i
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MEFORIA DESCRIPTIVA

* Este invento se refiere a un procedimiento pera
le preperacidn de sueros terapéuticos, basado en la for-

macion de anticuerpos por animales en el curso de la in-
mwizacion contre diversos antigenOSr

Las patentes norteamericanas N2 3,301,754 y N¢
2.325.361 describen el uso del dcido dipropilacético y

sus derivados como potenciadores de los depresores del
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gistema nervioso central y como agentes anticonvulativos,
respectivamente, Asimismo, en la solicitud de patente
nortesmericene N2 Serie 587.413, depositada el 18 de Oc-
tubre de 1966, se describen derivedos dipropilacéticos
5. de la colina, que se sgeilalan como whiles para el tratba—,
miento de los trastornos hepdticos. En el curso de trabejos
farmacoldgicos y clinicos desarrollados a base de estas
exposiciones previas de patente, se ha comprobado gue :
los derivados del dcido dipropilecético “tienen, ademés,
10. el efecto de aumentar la cantided de globulina gemma se-
rosa. En un esfuerzo pare explicer egta propiedad, pero
sin intencidn de quedar limitado por ella, se ha emiti-

do la hipdtesis de que estos derivados estimulan el sis-

tema reticuloendotelial formador de anticuerpos.

15. | La mejora conforme e este invento consiste esen—
cialmente en un tratamiento de los animeles productores
de anticuerpos efectnado por medio de compuesios deriva-
dos del &cido dipropilacético, con inclusion del més ele-
mental de ellos, el propio &cido.

20, Pars demostrarlo, se han efectuado una serie de
ensayos en la produccién de dogificaciones de los anti-
cuerpos formados por animales (conejos) en el curso de
la inmnizacidén contra diversos antigenos, por tratamien~
to con diferentes compuestos de la serie ¥ en eomparér

25, cldn con animeles testigos.

Ie descripcidén de algunos de estos ensayos gque

siguen congtituye une reduccidn a la préctice del inven-
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to. Estos ensayos se presentan con el fin de ilustrar

el invento mds plenemente y no pretenden limitarlo en

ningin sentido.

EJEMPLO 1.~

DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE ANTICUERPOS FORMADOS |

-POR LOS CONEJOS INMUNIZADOS CON ERITROCITOS DE CONE-
‘JILLODE INDIAS Y TRATADOS CON DEPAMIDA (DI-n~PROPI~ -

TACETAMIDA) '

Ld

El principio experimental consiste éimplemente"
en inmunizar conejos con eritrocitos de conejillos de-
indias y, al csbo de tres semanas de inmunizecidn, coﬁ;
perecer, & intérvalos de ocho dias, le cantided de enti-
cuerpos formedos por los conejos inmunizados y tratados
simulténeamenﬁe con depamida, asf como la centidad de
anticuerpos formedos por los animeles inmunizedos pero
no tratados con dépamids, pero que reciben la misme cen=
tidad de aéeite de oliva que girve de disolvente péra
la depemida. '

Los conejos, de la variedad "Fauve de Bourgogne,
son machos de unos 2,5 kg. Ia depamida, disuelta en acei-
te de oliva neutralizado, se inyecté por el método intra~
peritoneal, en dosis de 200 mg/kg por dia, durante 24

dias,

Los anticuerpos se miden en el suero por el méto-
do que ha descrito Calmette.
le primera dosificacidn se efectus a los 8§ dias

de le ultime inyeccidn del antigeno (Semena S1), v la
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segunda dosificecion se efectua a la semana siguiente
(Semena §2).

' En las Tablas que siguen se indican las solquOw,
nes de suero mis diluidas que todavia permiten obtener

una hemdlisis completa de los eritrocitos antigenos:
TABTLA T

PRIMERA PRUEBA

SEMANA CONEJOS TESTIGOS CONEJOS TRATADOS

animel n® 1 1/850  enimal n® 3 1/2000

animal n® 2 1/1250 eanimal n® 4  1/2000

S1 enimal n® 5  1/2500
gnimal n® 6  1/5000

animal n? 7  1/2050

enimal n? 1 1/410  animel n? 3  1/850

enimal n® 2 1/250  animal n® 4, 1/850

52 ' animel n? 5 1/850
enimel n? 6  1/2500

animal n® 7 fl/525




TABLA TIT

SEGUNDA PRUEBA

SEMANA CONEJOS TESTIGOS CONEJOS TRATADCE
5. ' animsl n® 1 1/700 animel 0 5 1/1700.
enimel n® 2 1/620 animal n® 6 1/1700°
s1 enimal n¢ 3 1/500 animel n® 7 1/840 ..
animal n? 4 1/620 animel nt 8 1/1340
Promedio 1/610 Promedio: 1/1395 -
10. animel n? 1 1/250 enimel n? 5 1/625
enimal n® 2 1/250 animal n? 6 1/625
s2 enimel n¢ 3 1/300 ‘animal n® 7 1/300
animal n 4 1/250 enimel n? 8 1/625
Promedio 1/260 Promedio 1/540
15.

Se obtienen resultados del mismo orden utilizando
el antigeno de eritrocitos de oveja.

Los ejemplos que siguen ilustren la determinacidn
de la cantidad de anticuerpos formada por los conejos
inmunizados por el antigeno paratifoide A (entigeno somé-

20. tico, paratifoiée A preparado por el Instituto Pasteur).

Se emplearon conejos "Fauve de Bourgogne" que pe-
saban 3 kg. *+ 250 g. La inmunizacidn se efectud al ritmo
de dos inyecciones por semenea, endovenosemente, con do-

25, sig crecientes de antigeno y por un periodo de dos sema~
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nas, como sigue: 1 cc. de la primera semana; 2 co. de

la segunde semana; y 3 cc. Lae tercera semana. En el cur-
g0 de le inmunizacidn los enimeles se trataron con diver-
sos derivados de la serie del écido n~dipropilacético,

como sigue:

EJEMPLO 2.~

DIPROPILACETATO SODICO.~

Se compone une solucidn acuosa de la sal sddica -
del decido n-dipropilacético y se inicia la inyeccidn
desde le primere administracién de antigeno. La duraciln
del tratamiento es de tres semanas, &l ritmo de uns inyec—
cidn de 200 mg/kg. cade dos dias por el método intraperi-

toneal.

BJEMPIO 3.-

DIPROPITACETATO DE COLINA.~

Se administra con la misma_posologia Qe se ha in-
dicado en el Ejemplo 2 una solucidn acuose de dipropile~

cetato de colina.

EJEMPIO 4.~

DIPROPITACET ILURETIDO, ~

Se administra por el método bu cal, a la dosis de

200 mg/kg., une suspensidn oleosa de diproPiiacetiluréido
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que contiene 100 mg/cc. Ia administracidn se efectua

cada dos dias durante tres semanas., la primere dminis-
tracion se resliza el mismo dia que la primera'inyeccién

de antigeno.

EJBMPLO 5.~

DIPROPITACETAMIDA . -

Se administra por el método intraperitoneal, a la
dosis de 200 mg/%Xg. una suspensidn oleose de dipropilace—
tamida que contiene 100 mg/ce. Ia duracidn y el ritmo .
son los mismos que para el Ejemplo 4.

La dosificacidén de la cantided de anticuerpos se
efectio signiendo la técnica serodiagnostica de Widal.

Se extrae sangre de la vena central de la oreja y se to—
men tres muestras de sangre: la primera semana despuds de
la primers inyeccidn deantigeno; la segunde semans des—
pués de la primers inyeccidén de antigeno; y la tercera
semana después de la primera inyeccidn de antigeno.

La Teblas que sgiguen regefian los resultados obte-

nidos en los ejemplos 2, 3, 4 ¥ 5.



TABLA III

PRIMERA SEMANA

Dipropilace Dipropilacg Dlpropllace Dipropilace

tato s0dico +tildreido tato de co~ tamida Cortroles
(Bjemplo 2) (Ejemplo 4) lina (Ejemplo 5)
(Ejemplo 3)
5, 1/1600 1/1600 1/1600 1/1600 1/400
1/3200 1/1600 1/1600 1/1600 1/800
1/3200 1/1250 1/1600 - 1/1250 - 1/800
1/1600 1/1600 1/1250 1/1600 1/800
1/3¢0
1/1250
10, " 1/400
Promedio Promedio Promedio Promedio . Promedio

1/2400 1/1370 1/1730 1/1530 1/756




TABIA IV

SEGUNDA  SEMANA

‘Dipropilace Dipropilace Dipropulace Dipropilace
tato 80dico tato s0dico tato de co= tamida Controles
(Ejemplo 2) (Ejemplo 4) line (BEjemplo 5) :
(Bjemplo 3)
5. 1/12800 1/12800 1/6400 1/12800 1/1600
1/12800 1/6400 1/64.00 1/12800 1-/3200
1/6400 1/6400 1/6400 1/6400 2/1600
1/6400 1/6400 1/3200 1/6400 1/3200
1/6400 1/3200 1/1600
10. 1/1600
1/3200
1/1600
Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
1/9600 1/7600 1/5000 1/9600 1/220

15,
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TABLA V

TERCERA SEMANA

Dipropilece Diprolace- Dipropilace Dipropilace
tato sodico filuredido  tato de co~ ‘tamide Controles

(Ejemplo 2) (Ejemplo 4) lina (Bjemplo 3)
5, (Bjemplo 3)
1/15200 1/15200 1/12800 1/15200 1/4300
1/15200 1/12800 1/7600 1/15200  1/7500
1/12800 = 1/12800 1/12800 1/15200 1./2400
1/12800 1/12800 1/7600 1/12800  1./4800
10. 1/12800 1/12800 1/2400
- 1/4800
1/3800
~Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
1/14000 1/13200 1/10700 1/14600 1/4300
15.
EJEMPLO 6.~
DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE ANTICUERPOS FORMADOS POR
LOS CONEJOS INMUNIZADOS POR MEDIO DEL ANTIGENO PARATTPOIDE
A Y EL ANTIGENO PLAGELAR PARATIPOIDE H Y TRATADOS CON DIPRO-
PILACETATO DE COLIWA.
20. Ta técnice experimental erm la misma que pars el anti-

geno 0, pero, como se¢ sabe, los anticuerpos aparecen més

degpacio. Loa resultados obtenidos figuran en la Tabla que
slgue, .
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TABIA VI
SEMANA DIPROPITACETATO DE COLINA CONTROLES
0 0.
0 0 .
PRIMERA , 0 0 .
1/400 1/100
1/400 0
1/6400 1/3200
1/6400 1/3200
SEGUNDA 1/12800 1/3200
1/6400 1/6400
1/6400 1/3200
1/25600 1/12850
1/25600 1/12800
TERCERA 1/12800 1/7600
| 1/15200 1/7600
1/15200 1/4800
PROMEDIO 1/18800 1/9000

Este actividad de los derivados del #dcido dipropile-

cético, incluyendo el mds elemental de ellos, el propio &ci-

do, conduce, conforme a este invento, & su uso comercial pe-

ra aumentar la,produc cidn de anticuerpos en el curso de la
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preparacidn de sueros terapéuticos.

En los ejemplos anteriores se han indicado ciertos
derivados dipropilacetilicos. Es obvio que en luger deé 1a
porcidn molecular dipropilica pueden emplearse otros subs-—

tituyentes de dialquilo inferior correspondiente que con-

_ tengen de 2 a 7 dtomos de cexrbono, como dietilo, dibubilods

dipentilo y diheptilo.

Otras modalidades y modificaciones de e ste invento

v to~-

L

se sugerirsn de por si a los expertos en la materia,
das eguellas que estén abarcadas dentro del espiritu de
este invento queden incluidas dentro.de su alcance segin

ge define de lz mejor maners por medio de las reivindica-

ciones anexas.



NOTA

Descrito el objeto del presente invento, se decla~
ren nuevas y de propia invencidn las siguientes reivindi-
caciones con prioridad de la demanda de patente francesa

P.V. N2 80,003 del 14 de octubre de 1.966.

5, 1. Un método para le obtencidn de sueros terapéuti*
cog enriquecidos en anticuerpos provinentes de animalés~de
sengre celiente, caracterizado por el hecho de que un com—
puesto elegido en el grupo constituido por los derivados
dialquilicos del &cido acético y sus derivados dcidos en

10. proporcidn adecuada para aumentar la cantidad de globulina
gamme seross mediante estimilo del sistema reticuloendote—
lial formador de anticuerpos se mezcla con un entigeno y con
dicha mezcla se trate a animsles de sangre caiiente produc—
tores de anticuerpos, adninistréndoles dosis progresivas y

15 una vez finalizedo el tratamiento se procede a la extraccidn
del suero del animal como suero terapéutico enriguecido en
anticuerpos. '

2. Un método, segin la reivindicecidn 1, caracte-
rizado en que dicho compuesto es un derivedo deido del dci-

20. do dialquilacético.

3. Un nétodo, segﬁn la reivindicacidn 1, caracte-

. ) L
rizado en que dicho compuesto es un derivado acido del acido
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dipropilacético.

4,= Un método, seghn le reivindicacidn 1, carescte-

rizado en que dicho compuesto es la dipropilacetamida.

5. Un método, segin la reivindicacidn 1, caracteri-
zado en que dicho compuesto es el dipropilacetato sd6dico..

6.~ Un método segin la reivindicgciGn 1s caraéte-
rigado en que dicho compuesto es el dipropilacetiluréido.

7.~ Un método, segin la reivindicacidn 1, caréér
terizado en que dicho compuesto es el-diproPilacetato;de
colinea. A _

8. Un método, segin la reivindicacidn 1, caracteri-
zado en gue dicho compuesto es el &ecido dipropilacético.

9. Un método, segﬁn ia reivindicacidn 1, caracte~
rizado en que dlcho compuesto se administra en mds de una
sola doéis.

10. Un método, segin la reivindicacidn 9, carag-
terizedo en que el citado entigeno se administra en canfi-
dades cadae vez mds grandes.

| 11. Un método pare la obtencidn de sueros terapéu— -
ticos enriquecidos en anticuerpos provistos de animales de
sangfe caliente.

12, Un método para eumentar el rendimiento de anti-

cuerpos en los animales de sangre caliente.

Segin se describe y reivindica en la presenta memo-

ris descriptiva que consta de 15 péginas foliades y es~
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critas a miquina por una sola de sus caras.

Medrid, a 13 dg ocjubre de 1967.

pea.

Fiemados JOSE RODRIGUEZ
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