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Es sabido desde hace tiempo que varios
individuos, al ponerse en contacto, y particularmente
al inhalar, ciertas particulas o sustancias orgénicés'
naturales o -sintéticas, muestran reacciones alérgicas' 
caracteristicas, tales como estornudos, activacién de
las gléndulas mucosas, edema local, erupciones de la~;;:
piel, y vasodilatacidén. Estas reacciones son llamadas.
commmente "fiebre del heno", y ain cuando la reaccidn ;
no es en si misma usvalmente seria, puede llevar a cpm-é
plicaciones, tanto fisioldégicamente como sicolégicaméﬁwi
te. En un nifio de poca edad, la constante presencia de
un estado alérgico causa con frecuencia deformidadss
permanentes en el cuerpo y particularmente en la esfruc@
tura facial, por no citar los efectos sicoldgicos de !
una molestia continuamente presente., Los estados asmé-

ticos estén también relacionados intimemente con las |

reacciones asmdticas alérgicas, y pueden causar tambidn -
B t

complicaciones més serias., La medicina considera hoy ;

dia 2 la fiebre de heno como un estado grave que ha de °
ser tratado con cuidado y a fondo.

A este respecto, se ha sabido también
desde hace algin tiempo que los extractos de las sustqg?
clas alergénica o antigénicemente activas ocitadas ante-
riormente, al ser inyectados por vie subcutdnea, dismi-
nuyen estas reacciones alérgicas. Bl mecanismo fisiolé_f
gico exacto de este tratamiento, conocido en la técnica’
como hiposensibilizacién, atn no ha gido explicado de |
modo completo y satisfactorio. No obstante, se han ex-
puesto varias teorias que intenten dar una explicacién.

Una de estas teorias supone le formacidn de los llamadoé
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anticuerpos bloqueadores o neutralizantes causados por
la inyeceidn del extracto, mientras que la otra de lag
teorias supone que este tratamiento favorece la forma-
cién de una unidén entre antigeno (o aldrgeno) y anti~
cuerpo en la circulacidén libre, en lugar de en el teji-
do de choque.

En la preparacidn de estos extractos
alergénicos, ha sido préctica comin hasta ahora extraer
simplemente la sustancia orgénica irritante gque causs
la reaccidén alérgica con un fluido de extraccién acuc;
so fisioldgicamente aceptable, tal como una disolucién
salina 1igerémente alcalina. Después de separar el fldi-
do de extraccidén de residuo, esta disolucidn que contie-
ne los principios activos es esterilizada y enipleada
simplemente tal como se obtiene, después, naturalmente,
de efectuar la adecuada dilucidn sucesiva de la misma,
En tal procedimiento de extracciébn, el fliido de extrac-
cibn fisiolégicamente aceptable es seleccionado y pre-
perado de modo que proteja la integridad estructural
de la molécula antigénica,

Recientemente, sin embargo, se ha idea-
do un método que da como resultado un extracto alegéni-
co més completo y efectivo. Este procedimiento se des-
oribe en las ‘atentes de Los E.U.A. nimeros 3,148,121
¥y 3.148.122, & comprende, en pocas palabras, tratar una
sustancia alergénica completa no desgrasada, con un
fluido de extraccidn acuoso de amina terciaria hetero-
ciclica, separar del residuo la fase liquide que contie-
ne los principios activos, desechar el residuo y, para

separar la amina terciaria heterociclica de los princi-
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pios activos, afiadir egua y una disolucidén de alumbre

al extracto, para precipitar del mismo los principios"
activos. El1 precipitado es lavado después varias veceé.“
con agua para separar toda la amina heterociclica ter-
ciaria y el alumbre en exceso y finalmente es puesto
en suspensidén de nuevo en un vehiculo fisioldégicamente
aceptable, tal como, por ejemplo, una disolucién tam-
pén de fosfato,

Inicialmente, se creyd que la inclusidn
de la amina terciaria heterociclica en el procedimiento
daba como resultado simplemente un extracto alergéniss
mds completo, ya que los constituyentes solubles en la
emina estaban incluidos en el extracto, asi como las
fracciones proteinicas de hidratos de carbono. Sin em-
bargo, hoy se considera que la naturaleza qiimica reac- |
tiva de la amina terciaria heterociclica puede causar
wna modificacién estructural de la moldoula antigénica,
lo que detefmina la formacién de un extracto del trata-
miento alergénico que es efectivo y estd relativamente
exento de reacciones secundarias constitucionales,

A pesar de haberse comprobado lo efec-
tivos y ventajosos que son estos extractos alergénicos
extraidos con amina ‘terciaria heterociclica y precipi-
tados con alumbre (denominados en adelante extractos
PEAP, ya que la piridina es la aminga terciaria hetero-
ciclica preferible empleada en este procedimiento), han
aparecido varias limitaciones con el paso del tiempo.

A este respecto se comprobé que este tipo de extracto
no podia emplearse con fines de ensayos en la piel, _
situacidn que los alergistas clinicos prefieren evitar !

usualmente, ya que prefieren emplear el mismo extracto
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para la diagnosis que para el tratamiento., Tal procedi-
miento en que se emplea el mismo extracto asegura que
el tratamiento implica el empleo del antigeno exacto
que ha demostrado ser la causa de la reaccidn alérgics
de la piel. Se cree que la anterior limitacién de los
extractos PEAP se debe a la insolubilidad del precipi-_'
tado y/o a la formacién de wn complejo entre el antige-
no extraido con emina terciaria heterociclica y el alum
bre empleado en la precipitacién del antigeno a partir -
del fiido de exbtraccidn.

Ademds, los pardmetros del procedimier-
%o para preparar los antigenos PEAP empleando 1os néto-
dos de la técnica anterior son més bien prolijos, y el
rendimiento deja mucho que desear, es décir, se encuen-—
tré en el intervalo del 50% de las UNP (unidades de ni-
trégeno proteinico) originalmente extraidas.

Por lo tanto, es un objeto de la presen-
te inveneién proporcionar un extracto alergénico més
versatil y efectivo que el producido por los métodos
acuoso y de PEAP de la téenica anterior.

Otro objeto es proporcionar un procedi-
miento perfeccionado para preparar extractos de ensayo
alergénicos y extractos de tratamiento de efecto de lar-
ga duracién, empleando un procedimiento comin de extrac-
cién de antigenos.

Otro objeto més es proporcionar un pro-
cedimiento con disolvente orgénico acuoso con el que

sustancialmemte todo el material antigénico es recupe-

- rado en el tratamiento del mismo.

Estos y otros objetos que se deducirén

' 24.7.69 -5-



10

15

20

25

30

de la siguiente memoria descriptiva y de las reivind;ga,;
ciones axenas a la misma, se consiguen (1) sometiendb‘ﬁz
extraceién la sustancia alérgicamente activa con un fiﬁiﬁ
do de extraceién que comprende una mezcla de una fase

acuosa y un disolvente orgénico, con lo que los princi- ;
pios activos son disueltos en dicho fliido de extraccifnz
¥y tratados con el mismo, dejando un residuo de materia-
les insolubles inactivos; (2) separando del residuo ine
soluble la fase liquida que comprende el fliido de ex~
tracoibn y los principios activos, y (3) separando los-
principios activos del fldido de extraccidn por medid' i

de una téenica de volatilizacién, que deja un extracto

en polvo sustancialmente seco y alergénicamente activo. %
Ha de indicarse de nuevo agui que el proi
cedimiento de PEAP de la técnica enterior utilizaba la .
operacibn de precipitacidén con alumbre como parte inte- °
gral del procedimiento de preparacibn del extracto alerwj
génico, ya due sélo incluyendo esta operacidén en el pro-l
cedimiento podianser separados los principios activos ;
del fldido Ge extraccién de emina terciaria heterocicli-
ca, Tisioldgicamente no deseable. 1
Se ha comprobado ahora de menera inesPe—'
rada que esta operacidén, es decir la precipitacidn del |
antigeno a partir de la amina terciaria heterociclica
acuosa por medio del empleo de alumbre, que se conside-
raba esencial en el procedimiento PEAP de la técnica
anterior puede ser eliminado enteramente por el siste-
ma de separar los principios activos del fluido de extrac

cién por medio de una técnica de volatilizacidn, antes

DU |

de reducir dichos principios activos a la forma final

de dosificacién, La operacién de volatilizacidn serd
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descrita mds adelante en la Memoria.

El procedimiento segin la presente in-
vencidn es apliceble a todas las sustancias aldrgicamen-—
te activas, tanto de origen natural como preparzdas sin-
téticamente, Tales sustancias incluyen los polvos,tales
como el polvo ordinario gque se encuentra en el hoger y
recogido por las aspiradoras, y el polvo que Se encuenw
tra en las instalaciones fabriles, tales como el polvo
de serrin; epitelios, tales como los de gato, perro,
caballo y caspa de conejo; plumas, tales como las de
gansos y pollos; semillas, tales la semilla de algoddr
y de miraguano; insectos y emanaciones de insectos, ta-
les como abejas, avispas y mosquitos, polen de érboles,
gramineas y malezas, tales como la ambrbdsia, ﬁactyiis
gloﬁerata, arce, dlamo; hongos, tales como el Aspergil-

lus niger y Alternmaria; compuestos quimicos sintéticos

complejos, tales como los antibidéticos, y similares,
Haciendo referencia ahora al fldiido de
extraccién empleado para solubilizar, tratar y separar
inicialmente los principios activos o sustancias aler-
génicamente activas del residuc inactivo que es desecha-
do, se ha comprobado que el fluido preferible para su
empleo en la presente invencidén comprende una mezcla
de una fase acuosa y una fase de disolvente orgénico,
Este Gltimo constituyente del £luido de extraccidn pue~
de comprender un disolvente que contiene nitrdgeno bdsi-
co, con un punto de ebullicidn suficientemente bajo para
permitir la volatilizacidn del mismo sin destruir la in-
tegridad estructural del alérgeno tratado. Egta limita-
cién del punto de ebullicidn serd discutida més adelan-
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te de modo mds completo, al ser descrite més detalladar-i
mente la operacidén de volatilizacidn, pero en lineas
generales el disolvente orgénico ha de tener un puntof-f'
de ebulliciéﬁ de menos de'120°c, excepto cuando se emré
plea wna técnica de volatilizacidn tal como el secado .
por pulverizacidn, en la que el aldérgeno es expuesto
s6lo momenténeamente & una temperatura superior. Prefe-
riblemente, la parte del disolvente orgénico del fldido |
de extraccidén comprende una amina, y més preferiblemen-
te una amina terciaria heterociclica, como por ejemplo,.
piridina, derivados de piridina tal como la lutidina, -
quinoleina, colidina, picolina, y similares. Ademés del
requerimiento del punto de ebullicién para este disol-
vente orgénico, preferiblemente es tembién miscible con
agua.,

Aunque el efecto quimico exseto del di-
solvente orgénico sobre la moléoula de antigeno o su
estructura no es conocido con ningin grado de certeza,

se cree que la naturaleza altamente poler o bésica de

los disolventes antes indicados hacen que reaccionen con .

el antigeno formendo un compuesto con el mismo, o altera :
de algin modo la estructura molecular compleja de la
proteina, hidrato de carbono, lipoproteina o polipépti-
do que forma la base de la sustancia irritante.

El segundo constituyente del fldido de
extraccién, es deeir, la fase acuosa, puede comprender
agua destilada o pura o, preferiblemente, una disolu-
cidn acuosa salina y/o alcalina. A este respecto pueden
emplearse bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, hidré-

xido de sodio, tampdén de fosfato, y similares. Cuando
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en el fldido de extraccidn se encuentran sustancias que
tienen una naturaleza alcalina, tal como una amina he-
terociclica terciaria, este segundo constituyente acno-
so puede constar también de un tampdn que ajusta el pH
a un valor mds neutro. El pH resultante del £1dido fi-
nal de extraccidén preparado mezclando la fase de dlsol-
vente orgénico de amina y la fase acuosa puede ser de
aproximademente 7,5 a aproximadamente 12,0, y preferi-’
blemente se establece en un intervalo mds estrecho de .
pH de desde aproximademente 9,0 a 12,0. Como se ha en;
contrado una amplia variedad de sustancias alergénlcas
adaptables al procedimiento de la presente invencién,
el pH del fliido de extraccidn, y la composicién del
mismo pueden ser variados considerablenente, Es sabido,
por'ejemplo, que el polen de ambrosia contiene un con-
tenido elevado y tdéxico de grasa o 1fpido que, segin

se ha sugerido, contribuye de modo importente a la na-
turaleza alergénica de esta sustancia. Al extraer este
polen de malezas puede desearse aumentar la relacidn

de fase de disolvente orgdnico a fase acuosa, para ase-
gurar la solubilided de todo el material de lipido. No
obstante, se ha comprobado que partes iguales de la fa-
se de disolvente orgénico y de la fase acuosa dan como
resultado un fldido de extraceién de amplia posibilidad
de aplicacién.,

El procedimiento de extraccién comprende
usualmente mezclar la sustancia alergénica irritente,
despuds de la separacidn fisica de los constituyentes
extrafios contaminantes, con el fldiido de extraccién, y

dejar que la mezcla permanezca a una temperatura de apro
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ximadamente 20°¢ a 25°C durante hasta 11 dfas, con o

sin agitacién. Bl residuo es separado después de la fa-

se liquida, que en ese momento contiene los principios,f

alergénicos activos tratados ¥y solubilizados, dejando

que sedimente el residuo insoluble, y centrifugando la -

mezela o sometiéndola a wn procedimiento de filtracién;

tal como filtracidn a vacfo. Bl residuo es después de-
sechado, y la fase liquida resultente es una disolucién
transparente, y con frecuencia de color 1igeramsnte:émn
bar o verdoso, del producto de reaccién del fldido 2e-
extraccidn acuoso-disolvente orgdnico y el antigeno.

En esta etapa, la presente invencién e
separa claramente del procedimiento PEAP de la técnica

anterior, en el que es afiadido después sulfato de pota=- ;

sio y aluminio (alumbre) para precipitar y separar los
principios antigénicos o alergénicamente activos del
fldido de extraccidn, fisiolbgicamente inaceptable. La
desviacién del procedimiento de la presente invenecién
con respecto al procedimiento PEAP de la técnica ante-
rior comprende la separacién de los principios activos

del fldido de extraccidén por medio de un procedimiento

de volatilizacidn, es decir, la fase liquida es someti-~ :

da a un estado fisico que hace que la fase liquida se
transforme en una fase gaseosa, y los principios acti-
vos no voldtiles son separados difundiendo o separando
la fase gaseosa de dichos principios activos.

Este importante operacidén de volatiliza-
cién del procedimiento de la presente invencidén puede
comprender cualquiera de los métodos conocidos de sepa-

rar un sistema disolvente de una sustancia disuelta en

26-7-69 " 10 -



10

15

20

25

30

el mismo. Estos métodos incluyen, entre otros, el se-
cado por congelacién, secado por pulverizacidn, secado
al vacio, el empleo de un aparato giratorio de secado
al vacio, y similares., Las temperaturas empleadas en
esta operacidn de secado pueden ser desde un minimo re-
querido para volatilizar el fldido de extraccidén a la
presién utilizada, hasta aproximadamente 8506; siendc
esta Ultima la temperatura empleada en un procedimien—
to de secado por pulverizacidén en el que el antigeno
termoldbil es expuesto sélo momentdneamente a esta *2me
peratura extrema. La presién empleada en el sistema dé
volatilizacidn depende igualmente del procedimiento es-
pecifico empleado, y puede variar desde la presién at-
mosférica, o ligersmente superior, hasta aproximadamen-—
te 30 mn, de mercurio, tal como la que se emplearia en
una téenica de secado por congelacién.

Se ha comprobado también que para sepa-
rar los dltimos vestigios del fldido de extraccidn acuo-
so-disolvente orgdnico, es preferible dejar que el an—
tigeno en particulas sustancialmente seco resultante de
la operacidn de volatilizacién permanezca en un deseca-
dor a vacio durante aproximadamente 24 horas. Esta ope-
racidn puede ser efectuada a temperatura ambiente, o
hasta aproximadamente 45%,

El resultado del procedimiento.anterior
es una sustancia en particulas sece, alergénicas o an-
tigénicamente activa, que ha sido tratada con el fldido

de extracecidén altemente reactivo, contiene sustancial-
mente todos los principios activos de la sustancia irri-

tante original, y, como se verd mds adelante, es un ex-
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tracto antigénico extremadamente versdtil desde el pun-?
to de vista de su empleo final, Se observard también -
que por medio de este procedimiento no se pierde préc-
ticamente nzda de material alergénicamente activo, mi@é?
tras que en el procedimiento de la téenica anterior de :
precipitacién con alumbre a partir de un extracto acuo;z
so-disolvente orgémnico, se pierde una parte sustancial i
del nitrdgeno proteinico inieialmente sometido a extrac-
cién. Asi pues, el rendimiento y la inbegridad de la'ag%
traccién son aumentados de modo espectacular por medio '
de este método.

Ha de indicarse también aqui gque el pro-.
cedimiento de la presente invencidn no se limita en o= '

do alguno a una mezcla natural compleja de antigenos,

sino que puede ser aplicado a un extracto que ha sido
sometido a un procedimiento por el que las varias frac-f
ciones .de antigenos son separadas antes dei tratamien=-
to y/o la operacién de volatilizacidn, _
En esta etapa, el extracto seco en par-
ticulas (polvo) puede ser tratado también para obtener |
un extracto'alergénico en una forma seleccionade de las
varias conocidas en la técnica del empleo de extractos |
alergénicos., Asi, el polvo puede ser reconstituido sim-
plemente con un sistema disolvente acuoso fisioldgicaw
mente aceptable, y ser empleado tanto como extracto de
ensayo de la piel para diagnéstico como extracto de tra
tamiento de hiposensibilizacién. Tales fldidos fisiold-
gicamente aceptables incluyen disolucidén salina o de |
Even tamponada, disolucidén de Coca que comprende bicar-?

bonato de sodio, cloruro de sodio y fenol, disolucién
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glicerosalina o de Stier, disolucién de dextrosa o de
Ungar, disoluciones tamponadas de fosfatos, y similares.
Estas disoluciones tlenen usualmente un pH de alrededcr
de 7, y puede llegar hasta 7,5,

Un segundo método de tratar después el
extracto en polvo seco puede comprender la reconstitu-
cién del mismo con una disolucién acuosa, y la adicidén
subsiguiente de un compuesto de aluminio, tal como el ‘
alumbre potdsico o el hidréxido de aluminio, para inso-
lubilizar el antigeno y preparar una forma de dosifiéé%
cibén terapdutica con propiedades de liberacién lenta. *
A este respecto se ha comprobado inesperadamente que el
precipitado insolubilizado, o producto de adsorcién em-
pleando el extracto tratado con disolvéﬁte orgénico y
reconstituido por disolucidn acuosa de la presente in-
vencién, es muy superior a los antigenos precipitedos
con alumbre de la técnica anterior, procedentes de di-
solucliones de los mismos desgrasadas y sometidas a ex-
traceidn estrictamente acuosa. Mientras que tales pre-
paraciones de la técnica enterior son de naturaleza ge-
latinosa y farmacéuticamente inaceptables, las prepara-
ciones de la presente invencidén son suspensiones homo-
géneas, en perticulas, y son de aspecto farmacdutica-
mente atractivo.

Ha de indicarse agqui que también se ha
comprobado inesperadamente que el rendimiento de preci-
pitado a partir del extracto reconstituido empleando un
compuesto de aluminio para insolubilizar el antigeno,
es espectacularmente mayor que el obtenido empleando el

procedimiento PEAP de la técnica aenterior., Se obtienen,
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i
por ejemplo de aproximadamente 40-50% empleando el pro-{

cedimiento PEAP de la técnica anterior, mientras que 'en’

el procedimiento de la presenite invencién se obtiene uhﬁ

rendimiento de aproximadamente 80-90%, Este rendimiento
es calculado con respecto a nitrbégeno proteinico en el s
fldido de extraccidn, en comparacién con el nitrégencj_¥
proteinico en el precipitado insolubilizado o productb i
de adsoreidn, T
En este procedimiento de insolubilize-
cidn, puede afiadirse una cantidad estequiométrica de
aluminio, y la suspensién puede ser simplemente dilufda .
hasta la potencia adecuada con fldido acuoso adicioné1;§
o puede afiadirse compuesto de aluminio en exceso, y el
precipitado o producto de adsoreidn ser separado del ?
1{quido que sobrenada, lavado, y puesto de nuevo en sus-
pensidén en un f£ldido acuoso fisioldgicamente aceptable.;
' Para asegurarse de que el extracto aler-
génico es ewtéril, la prdctica usual es hacer pasar una
digolucidén que contiene el extracto de antigeno termo-
18bil a travéds de un filtro de bacterias, llamado més '
cominmente un filtro de Seitz, de microporos, MILLIPO-
RE, o de membrana, Tales procedimientos son muy conoci-
dos en la téenica y se describen en varios textos refe-
rentes a los mismos., En la presente invencidn, ial es-
terilizacidén puede realizarse en cualquier fase liqui-
da, siempre que el antigeno esté en disolucién., Por
ejemplo, o bien el extracto inicial acuoso-disolvente
orgénico, o el extracto reconstituido con disolucién
acuosa pueden ser esterilizados por filtracidn. Natural-

mente, se observard que una téenica de secado por pulve-
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rizacién puede efectuar una esterilizacidén del produc— _
to seco resultante, y hacer innecesarig la operacidn
de filtracidén de las bacterias, e E
Haciendo ahora referencia a la forma de{
empleo de la preparacién de la presente invencién, es-
tas téenicas son tembién muy conocidas en la téenica -
y pueden dividirse en dos categorfas, es decir, (1) ex-
tractos de ensayo sobre la piel o de diagndstico, y (2)
extractos de tratamiento o terapéuticos. Los extractos
de ensayo o diagndéstico son fundamentalmente de natura-
leza acuosa, y se utilizan colocando una gota del ex-'
tracto especifico sobre la piel del individuo o animal
que se somete a ensayo, y raspando-o escariando la su-
perficie de la piel situada bajo el extracto. ' Si pasa-
do un periodo de tiempo mds bien corto aparece una erup-
cién o roncha, ello indica claramente que el individuo
es alérgico al antigeno particular empleado en el ensa-
y0. Otro método de ensayo comprende la inyeccién intra~
cutdnea del extracto y la subsiguiente observacién de
la formacién de una roncha o mancha eruptiva. Tambidn
pueden emplearse ensayos sobre tejido conjuntivo, de
olor y de inhalacidén, con el polvo seco resultante de
la extraccién inicial, y se opina que estos ensayos son
més reveladores y precisos que el ensayo sobre la piel.
La segunda categoria de extractos, los
de tratamiento o terapéuticos, puede comprender los ex-

tractos acuosos, precipitados con aluminio, log reposi-

 forios y similares., El empleo de estos extractos de tra-

tamiento comprende la inyeceidn subcuténea de una di-

solucibn extremedamente diluida del antigeno, seguida
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de inyecciones dierias o semanales de concentracién gra#
dualmente creciente, A causa de la gama enormemente alfie
plia de sensibilidades de los varios individuos, y de é
las diferentes caracteristicas de liberacién de las va;%
rias formas terapéuticas del antigeno, el régimen de ‘
tratamiento es decidido por el médico en cada caso in- }
dividual. |
Con respecto a la dosificacién o poten—
cia del extracto, los productos de la presente invencién
pueden ser concentrados o diluidos, segin la concentra~
c¢idn bésica del extracto inicial y de la potencia deséaJ
da en el extracto final. Bl medio mds comin, awnque no |
enteramente satisfactorio para normalizar el extracto, %
es el andlisis de la disolucién para determinar las UNP,%
o waidades de nitrdgeno proteinico, La deficiencia de
este método es, obviamente, que no todas las fracciones ;
antigdnicas del extracto son necesariamente proteinicas;
sino que pﬁeaen ser moléculas de hidratos de carbono,
de lipidos, u otras gue no contienen nitrdégeno. Con res-
pecto a la potencia del extracto, 1a préctica usual es
normalizar extractos de tratamiento a desde aproximada- f
mente 10 a aproximadamente 5.000 UNP, segin la correla-
cién entre la antigenicidad y el nitrdgeno proteinico.
Los extractos de tratamiento se establecen usualmente '
en desde aproximadamente 10 UNP a aproximadamente 20.000i
UNP, siendo empleados los extractos de menor potencia ;
en las fases iniciales de la terapia de hiposensibiliza—l
c¢idn, y los extractos de potencia superior como dosis
de sostenimiento o mantenimiento a intervalos mayores
de tiempo.
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' La presmnte invencién es ilustrada por
medio de los ejemplos sigulentes, pero no se pretends li-
mitar a ellos el objeto del procedimiento de la invencidn.

EJEMPIO 1

PREPARACION DE EXTRACTO EN POLVO SECO

Pué preparado un fldéido de extraccién
que comprendia una mezcla de 250 ml. de piridina y 250

. ml, de hidréxido de sodio 0,1 N, y se afiadié al mismo

la cantidad de 50 gramos de una mezgla de polen alto y

~ bajo de ambrosia., La mezcla se dejé reposar durante 5

dies. a temperatura ambiente, con agitacidén ocasional.

La fase liquida transparente que sobrenadaba, que con~

. tenia los principios activos del polen de ambrosia, fud

decantada, y el residuo fué desechado.

Bl 1iquido que sobrenadaba fué colocado

~ después en un evaporador giratorio a vacio (evaporador
; instantdneo), equipado con una unidad de condensacién,

y calentado hasta 5000, hasta que hubo sido separada la
fase liquida. Bl resultado era un polvo parduzco sustan-—

* cialmente seco. El polvo fué colocado después en un dese-

cador a vacfo, y se dejé permanecer en el mismo durante

toda la noche bajo vacio. Bl resultado fué un polvo de

~fdcil fluencia sin traza alguna de disolvente.

BIBHMPIO 2

PREPARACION DI UN EXTRACTO PARA DIAGNOSTICO

2607069 Lad 17 -
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Fué preparada una disolucién de antige- |
no de polen de ambrosia que contenia 10,000 UNP/ml, afia= :
diendo 393,2 mg. del polvo seco preparado en el Ejemplo
1 a 100 ul. de sgue destilada a 50°C. EL pH de la diso-
lucién resultante era de 7,4, Ia disolucién se hizo pa-
sar después a través de un filtro de miliporos para con-
seguir su esterilidad, El filtrado fué analizado, y se

comprobé que contenia 9,100 UNP/ml. de antigeno de ambrd{
sia, |

La disolucién anterior fué diluida des- °
puds con ague destilada, bajo condiciones estériles,'hééé
ta 1000 UNP/ml., y se efectuaron ensayos de aplicaciérn: §
intradérmica (intracuténea) con cuatro individuos cono- |
cidos como clinicamente sensibles al polen de ambrosia. g
Fué preparada una segunda disolucién de 5000 UNP/ml., é
y se efectuaron ensayos por via intradérmica con la mis-
ma sobre’ dos individios normales y no aldrgicos con res-
pecto al polen de ambrosia. Los resultados se indican
a continuacién en la Tabla 1. En esta table, los pacien- !
tes l-4 eran conocidos como sensibles al polen de ambro-f
sfa, y los pacientes 5-6 eran conocidos como no sensi- |
bles a este polen.
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TABLA 1
Sensibilidad® a
Paciente 1000 UNP/ml. 5000 UNP/ml,
1 24
2 24 .
3 34+
4 24
5 0
6

%0 - reaccién negative - ninguna roncha

1+
24

3+

44

ligera reaccibén - roncha de 5 mm. con eritems

reaccién moderada - roncha de 10 mm. con eri-
tema

reaccidén marcada -~ roncha de 15 mm, con erite-
ma y posible seudopodia y comezén.

reaccién marcada - roncha de 20 mm., con erite-
ma, seudopodia, comezén y dolor.

EJENPIO 3

Fué seguido el procedimiento del Ejemplo

1 para preparar un extracto de polvo seco de polen de

ambrosfa., Una vez reconstituido con agua destilada bajo

condiciones estériles, y diluido a la potencia requerida,

este extracto es Util en terapbédutica de hiposensibiliza-

cién para individuos alérgicos al polen de ambrosia, o

para la diagnosis de alergias por medio de ensayos en la

piel.

26.7.69
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EJEMPIOS 4-8

Fueron repetidos los Ejemplos 1-3, pero
el polen de ambrosia fué sustituido por polvo doméstico,
caspa de caballo, plumas de pollo, insectos con aguijén,
alfalfa y polen de abedul. Estos extractos son empleados ;'
para la diagnosis de reacciones alérgicas por ensayos so—}i
bre la piel, o para terapdutica de hiposensibilizacidn.
Los polvos secos son Gbiles también para la diagnosis
de reacciones aldrgicas por métodos de ensayo en la con-

juntiva o por olfateo.
BJEIPIO 9

A aproximadamente 100 ml. del extracto
reconstituido del Ejemplo 3, con un pH ajustado a apro-

ximadamente 6,2 con feido sulfdrico diluido, se afiadieron

lentamente, con agitacién continua, aproximadamente 50

t
.

ml, de una disolucién estéril, al 2% en peso, de sulfa-
to de potasio y aluminio. Bl precipitado obtenido fué
separado del liguido que sobrenadaba por centrifugacién,
lavado con disolucidn salina en agua destilada, y pues-
t0 de nuevo en suspensién en un tampén de fosfato de un
pH de aproximademente 7,0. El rendimiento obtenido era

de aproximadamente 80%. Esta suspensién alergénicamente
activa es Util como extracto para tratamiento de hiposen-
sibilizacibén de liberacién lenta,
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REIVINDICACIONES

| Los puntos de invencién propia y nueva
; que se presentan para que sean objeto de esta solicitud
f de Patente de Invencidén en Bspafia, por VEINTE afios, son 7
% los siguientes: 7
| l.~ Un procedimiento para preparar un
_ extracto de una sustancia capaz de provocar una respues-
ta alergénica y que contiene principios fisioldgicamen-
;te activos, cuyo procedimiento comprende’mezclér una sus-
" tancia con un £ldido de extraccién que comprende agua y
“un disolvente orgdnico que contiene nitrdégeno bésico,
separar el fluido de extraccién de todo material insolu-
“ble en 61, desechar el material insoluble y volatilizar
el fldido de extraccidén para aislar los principios acti-
“vos de dicha sustancie como un polvo seco, estable, aler-
| génicamente ametivo.
2.~ Un procedimiento segin la reivindica-
eién 1, en el cual el disolvente orgénico es una amina
. terciaria heterociclica,
| 3.~ Un procedimiento segin la reivindica-
cién 2, en el cval la amina terciaria heterociclica tiene
un punto de ebullicidén menor que 120%.
4.~ Un procedimiento segin la reivindica-
écién 2, en el cual la amina terciaria heterociclica es

' seleccionada del grupo que consiste en piridina, quinoli-
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na, lutindina, colidina y picolina, ,
5.- Un procedimiento segin la reivindica-
cién 1, en el cual el fldido de extraccidn tiene un pH
de 7,5 a 12,0 "aproximadamente.
6.~ Un procedimiento segin la reivindica-
cién 1, en el cual el fliido de extraccién comprende un ;-

*

sistema disolvente alcalino-piridina,

T.- Un procedimiento segin la reivindiea—{'.
cion 1, en el cual la volatilizacién del fldido de ex~ -
traceidn es realizada por calentamiento a una temperatu- Ef
ra de 50 a 8500, eproximadamente., i

8.~ Un procedimiento segin la reivindica-;_
cidn 1, en el cual la volatilizacién del fldido de ex-
traccidn es realizada colocando el mismo bajo presién
reducida, _

9.~ Un procedimiento segin la reivindi- E
cacién 1; en el cual la volatilizacién del fléido de ex-
traceidn es pealizada colocando la mezcla bajo presidn :
reducida y calentando la mezela a una temperatura de has-}
ta wnos 85°C, |

10.~ Un procedimiento segin la reivindi~
cacidén 1, en el cual la volatilizacidn es realizada por |
secado por pulverizacién.

11.- Un procedimiento segin la reivindi-
cacién 10, en el cual el secado por pulverizacién es rea—i
lizado a una temperatura superior al punto de ebullicidn E
del fldido de extraccién. !

12,- Un procedimiento segin la reivindi-
cacién 1, en el cual la sustancia capaz de provocar una
respuesta alerzénica es un inhalante.

26-7069 -— 22 had
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13.= Un procedimiento segin la reivindicacién
12y en el cual el inhalante es seleccionado del grupo de
alergenos que consiste en polen, polvo oasero, epitelio,
mohos, materiales de insecto, semillas y plumas.

14.~ Un procedimiento segin la reivindicacién
1, en el cual el fliido de extraccién es esterilizado des
pués de la separacidén del mismo de dichos materiales ingo
lubles y antes de la volatilizacidén del mismo.

15.~ Un procedimiento segin la reivindicacién
14, en el cual la esterilizacién es realizade haciendo pa
sar el fliido de extraccién a través de un filtro de bac-
terias.

16+~ Un procedimiento segin la reivindicecién
1, en el cual el polvo, sustancialmente seco, eas secado
ademds en un secador de vacio, & una temperatura de 20 a
452C gproximadamente, y bajo una presién inferior a la
atmosférica.

1%.- Un procedimiento segin la reivindicacién
1, en el oual el polvo seco es recongtituido por disolu-
cibén en un sistema disolvente acuoso, fisioldgicamente =
aceptable.

18+~ Un procedimiento segin la reivindicacién
17, en el cual el f£liido recongtituido es esterilizado
haciéndolo paeser a través de un filtro de bacterias.

19.- Un procedimiento para preparar un extrac-
to de una sustancia capaz de provocar uns respuesta aler-
génica de tratamiento de larga acciém, y que contiene =
principios fisiolégicamente activos, cuyo procedimiento
comprende mezclar la sustancia con un fluido de exiraccién

que comprende agua y un disolvente orgdnico que contiene
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nitrégeno bdsico, separar el fluido de extraccién de to-
do meterial ingoluble en &1, desechar el material insolu
ble, volatilizer el fliido de extraccidén para sislar los
principios activos de dicha sustancia como un polvo sgeco,
5 reconstituir el extracto con un disolvente gacuos=o y afia-
dir un compuesto de aluminio al extracto acuoso reconsti
tuldo, con lo cual se insolubilizen los principios acti-
vos. A
20.~ Un procedimiento segin la reivindicacién
10 19, en el cual el compuesto de aluminio es sulfato de alu~
minio y potesio.
21.~- Un procedimiento segin la reivindicecién
19, en el cual los principios activos insolubilizados son
aislaedos, lavados y suspendidos en un fldido acuoso fisio-
15 1légicamenhte aceptable.
22,~- Un procedimiento para preparar un extracto
de una sustancia capaz de provocar una respuesta slergé-
nica y que ‘contiene principlos fisiolégicamente activos.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que
20 antecede y con log fines que se han especificedo.
Esta Memoria consta de venticuatro hojas es-
critas a méquina por una soles cara. 27 FEB‘ST

£aCerio ap
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