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Este invento se refiere & la produccidn de alérge-
nos tratados don formaldehido adecuados para la inmunoterg
pia (desensibilizacidn) de individuos que sufren alergia
del tipo inmediato. Estos materiales que contilenen alér-
genos formalinizados también son dtiles pare inducir la
formacidn de anticuerpos en mami{feros que reaccioman cru-
zadamente con los materisles que contienen alérgenos na~
tivos.

Los pacientes que sufren alergias del tipo inme~
diato (atopfas) poseen la capacidad de sintetizar tipos
especiales de anticuerpos alérgicos (reaginas) cuando son
expuestos & ciertas sustancias (alérgenos) hacia las que'
son sensibles. las reaginas se unen intensamente a cler-
tos tejidos, especialmente los del epitelio. A continua-
cidn de una ekposicién al materiel alergénico sensibili-
zante, se produce una combinacidn fisice entre el alérge—
no o alérgenos y sus reaginas homélogaes, produciéndose ma-
nifestacionesAalérgicas en los puntos de la combinacion
reagina-alérgeno. Los individuos alérgicos también pueden
producir los llamados "anticuerpes de bloqueo" de tipo
no reagina que son capaces de combinarse con el alérgeno
inactivdndolo, generalmente sin ninguna reaccidn secunda-
ria indeseable., Ia actividad reaginica ha sido etribufda
a la Inmunoglobulina E (IgE) y la actividad de "bloqueo"

principalmente a la IgG en el suero y la IgA en las secre-

El término "alérgico" en el sentido utilizado
aqui se limitard a 1la definicidn de las alergias dél tipo
inmediato (atopico).

Desde hace mucho tiempo la prdetice clinica ha
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consistido en inyectar a un paciente alérgico con dosis
gradualmente crecientes de extractos acuosos que contienen|-
el material o materiales alergénicos frente a los que es
gsengible el paciente. La razdn de este tratamiento es fun-
damentalmente acumular la concentracidn de anticuerpo de
bloqueo proteétor en el suero (y en otros humores corpora-
les) & un nivel en el que pueda competir eficazmente con
la reagina fijada en el tejido para reaccionar con el,alér;
geno que entra en el organismo, inhibiendo con ello las
reacciones alérgicas. En ciertos casos, se ha encontrado
también que esta terapia suprime la produccicn de reagi-
nag y reduce la capacidad celular de respueste hacia los
alérgenos inyectados. Ias dosis inmunizantes del extracto
alergénico deben ser aumentedas muy gradualmente durante
el curso del tratamiento con objeto de reducir al nfnimo
ei riesgo de una respuesta alérgica general (anafildctica)
en el paciente.

Los inconvenientes principales de esta inmunote-
rapia son: (i) se requieren inyecciones repetidas durante
muchas semanas, (ii) el tratamiento raras veces es comple-
tamente efectivo para aliviar el sindrome alérgico y (iii)
el fiesgo de reaceidn anafildctica general se encuentra
siempre presente en cada etapa del tratamiento.

Por lo tanto, la terapia original he sido modificg
da con objeto de superar estos inconvenientes. Ias formas
mis recientes de tratamiento incluyen la inmunizacién del
paéiente con una emulsion de agua en aceite del extracto
alergénico o incluyendo un suxiliar de liberacidn ienta,
tal como un alginato, con un extracto del material alergé-

nico. Estos métodos no han resultado totalmente satisfac—
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torios debido & la aparicidn de algunas reacciones anafi-
1dcticas y algunas reacciones tdxicas en el paciente o &

que estas preparaciones no han conseguldo ser totalmente

efectivas desde el punto de vista clinico.

Varios investigadores han tratado fisica o quimi-
camente los materiales alergénicos en un intento para re-
ducir considerablemente sus propiedades alergénicas, pero
mantener su capacidad de proteccicn de un individuo alér-
gico contra el alérgeno nativo. la inmunoterapie de los
individuos alérgicos que utilizen estos aldrgenos modifi-
cados retendria, segin se esperabes, las propiedades inmu-
nizantes deseadas del alérgeno netivo, fundamentalmente
en el sentido de que el anticﬁerpo de blogqueo contra el
alérgeno nativo seria producido en cantidad notable. Ade-
mis, la alergenicidad reducida de estos productos modifi-
cados permitiria el uso de dosis considerablemente aurente
das de meterisl inmunizante y, por lo tanto, sumentaris
congiderablemente la cantidad de anticuerpo de blogueo
protector producida,

Ahore se ha encontrado que, mediante un nuevo pfo~
cedimiento en el que se emplea upa solucidén de formeldehi~

do, la gran mayoria de las sustancias que contienen alér-

inconvenientes de los alérgenos nativos en lo que se re—
fiere & su uso en inmunoterapia. En todo lo que sigue,
cualquier sustancia que contenga un alérgeno sers denomi-
nada simplemente alérgeno, aunque se admite que no‘todos
los componentes de la sustancia que contiens el alérgeno
son necesariamente alergenicos. Al referirnos al nuevo

tratamiento con formaldehido, los términos "formalinizado"
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y "formalinizacidn" estarsn limitedos a la descripeidn del

tratamiento de los materiales alergénicos que contienen
grupos amino con formeldehido en ios gue tiene lugar una
reaceidn quimica definida entre los grupos amino y el
formaldehido, que implica el establecimiento de un puente
de etileno intermolecular o intramolecular entre o dentro
de las moléculas de alérgeno o entre el aldrgeno y otras
moléculas reactivas preséntes en la mezcle de reaccidn.

Los nuevos alérgenocs formalinizados de este inven-
to se producen permitiendo que los alérgenos, disueltos en
une solucion acuoss no fendlica, resccionen quimicamente,
en condiciones suaves, con formaldehido dilufdo o con una
sustancia que libere formaldehido, como metenamina, tam~
bién presente en la solucion. Los alérgenos asi tratados
pueden ser sxtractos altamente purificados o crudos. En
el sentido utilizedo aquf, el término "no fendlicos" sig-
nifica que como méximo sdélo se encuéntran presentes canti-
dades traza de compuestos fendlicos afiadidos en el ambien-
te de la reaccidn de formalinizacion, Sin embargo, este
término no excluye la presencia de grupos hidroxilo fend-
licos en los alérgenos propiamente dichos, ya que se sabe
que, en-algunos casos, contienen naturalmente estos gru-
pos como parte de la compleja estructura proteinica.

Hemos encontrado que el procedimiento de este in—~

vento conduce & alérgenos formelinizedos con las propie-

dades inmunizantes deseadas, siendo adecuados estos alérge

nos fomalinizados pare la inmunoterapis de seres humanos

alérgicos. Bstos derivados tambidn son (tiles para la inmu
nizacidn de otros maniferos para producir anticuerpos in-

tensamente reactivos con el alergeno nativo.
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Aunque no deseamos quedar ligados por ninguna teo-

ria, creemos que una importante razén por la que los alér-
genos formalinizados son superioées,a los alérgenos frate-
dos con formaldehido previaménte preparados reside en la
ausencia de fenol de la solucidn de reaccidén. El fenol
presente en las soluciones de reaccidén de otros investige-
dores habia sido incorporado preferentemente a los produc-
tos resultantes debido & la reaccion quimica entre los
grupos eminometilol de los -alérgenos que contienen grupos
amino (intermediarios del tipo 4 en la ecuacidn dade mds
adelante) y el fenol. Bsta sustitucidn quinmica de los gru-

pos fenblicos en las moléculas que contienen grupos amino

conduce a derivados cuyas propiedades inmunizaptés predo-

minantes reflejan en un grado muy importante los determi—
nantes fendlicos mis que otras regiones de la molécula.

Asi, los alérgenos tratados con formaldehido que incorpo-

ran fenol no poseen las propiedades de inmunizecidn desea-

das antes definidas, ya que la inmunoterapia con estoé iV =
teriales conduciris a anticuerpos dirigidos principalumente
contra los grupos fendlicos recién incorporados méé que
contra las partes originales del alérgeno contra el cual
debén ser producidos los anticuerpos en cantidades>impor—
tantes, si se desea obtener propiedades inmunizantes.

En contraste con el trabajo anterior, la inmuni~
zacién con los alérgenos formalinizados de este invento
conduce & la produeoién extensiva de anticuerpos contra
algunas paftes netives de las moléculas de alédrgeno; una
gran proporcidn de este anticuerpo es capaz de ejercer un
efecto de blogueo sobre las moléculas de alérgeno nativo.

Cuando se utilizen aldrgenos crudos, es preferi-
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ble, aunque no necesario, haber eliminado antes de la for-
malinizacidn las sustancias grasas y los materiales no
alergénicos de bajo beso molecular contenidos en las sus~
tancias nativas. Le reaceidn entre los materiales alergé-
nicos crudos o altamente purificadoé y el formaldehido
puede llevarse & cabo en presencia de un aditivo de bajo
peso molecular. Los aditivos adecuados, conteniendo gene-
relmente menos de unos 8 dtomos de carbono ademds de cuald
quier grupo funcional presente, son: disminas elifdticas;
guenidines; amidas de dcidos alifdticos; dcidos carboxili
cos alifdticos conteniendo grupos amino, incluidos.los
aminodcidos alifdticos (dcidos moncamino-monocarboxilicos,
dcidos moncaminodicarboxilicos y deidos diaminomonocarbo-
xilicos), hidroxiaminodcidos alifdticos y deidos diamino—
dicarvox{licos elifdticos; y compuestos alifdticos que )
contienen combinaciones y permutaciones de uno a mﬁs gru=
pos amino, guanidino y amido. Ademds, puede encontrarse
presente un nimero limitado de grupos hidroxilo en cual-
guiera de los tipos enteriores de compuestos. Ias especies
particulares son el 1,4-dlaminobutano, lisina, oritinina,
un deido 1,5-diaminopimélico, arginina, adipamida, decido
aspértiéo, serina y alanina. El aditivo es’ tal que se com~
bina quimicamente con los componentes del polen dufante

el proceso de formalinizacion. Cuando se comparan con los
alérgenos formalinizados preparados por tratamiento con
formaldehido solo, algunos de los alérgenos formalinizados
préparados en combinacidn con un aditivoprovocan en mayor
grado las deseadas propiedades inmunizantes antes descri-
tas.

Aungue no deseamos ser limitados por ninguna teo-
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rie, se cree que en lag condiciones de reaccidn utiliza-

das en este invento, el formaldehido reaccione reversible-
mente con los grupos amino libres de las proteinas, pépti-
dos y aminodecidos y también con los grupos amino de los
aminoazlcares presentes en le mezcla de reaccidn. Utili-
zando los simbolos R, RI, etc. para representar los grupos
proteina, peptido, aminodecido, glicoproteina y otros posi-
bles restos que pueden estar unidos quimicamente a los
agrupanientos reactivos indicados més adelante, se oree

que se produce la siguiente serie de reacciones:

El grupo aminometilol inestablé, intermediario

(A), que puede encontrarse presénte en las propias molé-
culas de alérgeno o en los aditivos u otras sustancias no
elergénicas que se encuentran con el alérgenq, puede reac-
cionar después con ciertos grupos reactivos para fdrmar
las estructuras mds estables con un puente de metileno,
de la siguiente forma:
(a) Con grupos guanidino de la arginina (sobre proteinas,

péptidos o cualquier a2ditivo que contengs un grupo o

-grupos guanidino - v.g. arginina):

AN 1 =Hy0 H I
R-NHCH,OH + C-N-R R-NHCHN —C-1-R" B
S H a0 7 & -
HN NH

(b) Con amidas de dcido (sobre proteinas, péptidos y adi~
tivos que contengan grupo o grupos amide de decido -

v.g. adipamida):

~Hp0 H '
R-NHCH,O0H + Ham-g R 2 R-NHOH,N-0-RT c
0

+H20
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(¢) Con ciertos grupos aromiticos (sobre proteinas, etc. -

t
g

v.g. restos de tirosilo en protelnas) III
CH,~C R;II
-l _
2
\RIV R-NHCH
R—NHCHon + —=g,0"
OH

- .

Ia egtabilidad de los derivados es generalmente
del siguiente orden: D > C ~>ZB.

Por lo tanto, cualguier determinante alergénico
gque contenge un grupo amino, un grupo guanidino, una ami-

da de deido o un resto aromdtico reactive (v.g. tirosina,

mente, puede ser convertido en no alergénico por trata-
miento con formeldehido. Ademis, un determinante alergé-
nico no comprendido en los grupos anteriores puede ser
modificado y convertido en no alergénico mediante reaccio-
nes que se producen en regiones adyacentes (o incluso re—
lativamente remotas) sobre la molécula de alergeno, siem—
pre que se produzca une alteracidn estérica subsiguiente
en el determinante alergénicorde forma que ya no sea re-—
conocido como tal por la reagina homdloga.

Ademds debe observarse que cuando se encuentra
presente un exceso relativamente grande de un aditivo,
tomard parte preferentamente en aguellas reacciones que
afecten a sus grupos reactivos y al formeldehido, en lu~-
gar de producirse unas reacciones similares que impliquen
a unos grupos reactivos anflogos de la molécula de alérge-
no con formaldehido. Por ejemplo, cuando se encuentre pre-

sente un aditivo como le lisina, el resultado neto sers
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que la mayor parte de los restos guanidino, amida de dei~

do y restos aromiticos reactivos de una molécula de alér-
geno serdn combinados mediante puentes de metileno con
el aditivo lisina en lugar de con los restos de lisina
que se encuentran en la propia moléoula de alérgenoc.-
Diverses especies de plantas y animeles estrecha=-
mente relacionadas producen muchos materiales que con fre-
cuencla son similares tanto antigénicamente como alergé-
nicamente. Por ejemplo, casi todos los pdlenes gfasos (esH
pecialmente los que son de importancié fundamental en la
fiebre del heno) contienen tres grupos imporiantes pero

distintos de alérgenos que inmuwnoquimicamente estdn estre-

pos I, II y IIT,de los cuales el Grupo I es el de mayor
im%ortancia a;ergénicamente. Asi, un alérgeno del Grupo I
de un polen herbdceo puede ser utilizado para preparar un de-
rivado formalinizado que posea las deseadas.propiedades
inmunizantes con respécto al_Grupo I nativo de muchas'es-

pecies de polen herbdceo. Por Lo tanto pueden obtenerse una

con las deseadas propiedades inmunizantes, a partir de
un extracto de una mezcla de un nimero relativemente pé= |
quefio de diferentes pblenes herbdeos(v.g. a partir quizd
de 4 a 6 especies diferentes, seleccionadas de forms que
contengan une gama representativa de los diversos grupos
alergénicos inmunoquimicos del polen hervdcsoque son agen-
tes causantes de la fiebre del heno), _

las preparaciones alergénicas crudas que son es—
pecialmente adecvadas para 1a forualinizacion pueden obte-{

nerse eliminando las grasas de los materiales que contie-
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¥y extrayendo los materiales exentos de grasa con una solu-
cidn acuose regulada a un pH de 6-8 aproximedamente (v.g.
NH,HCO3 0,125 M). Ias sustancias no alergénicas de bajo

peso molecular, caso de encontrarse presentes, pueden ser
separadas despuds del extracto por didlisis a través de

wne membrans semipermeable (v.g. tubo de Visking), aunque
pusde wtilizarse la filtracidn de gel o un proceso similar
conocido por los eipertos en 1a.técnica para obtener un

resultado andlogo; alternativamente, los materiales de ele
vado peso molecular pueden ser precipitedos sin que ge pro

duzea une desnaturalizacidn irreversible significativa del

extracto completo mediante un proceso de precipitacidn con ’

una sal o un disolvente y estos materiales‘de elevado peso
molecular pueden ser reconstitu{dos a partir de 1os;produc
tos precipitados en forma de soluecidn acuosa. las sugtan-
cias alergenicas purificadas o parcialmente purificadas
pueden ser preparadas por cualquiera de los procedimientos
cominmente utilizados para la purificacidén de mecromolécu-
las a partir de mezclas complejas. En la bibliografia se
han descrito procedimientos adecuadog de purificacidn para
los alérgenos del‘pescado, polen de ambrosis y polen de
vallico, aunque éstos no son los unicos procedimieﬁtos ni
los Unicos materiales aiergénicos que pueden ger ufiliza—'
dos en el proceso de formalinizacidn,

| El presente invento no esté limitado a ningin na-
terial o extrac¢to que contenga cualquier alérgeno parti-
cular, No obstante, los materiales que ‘contienen alérgenos
del polen de las plantas, especialmente de las hierbas,

édrboles y malas hierbas, importantes en alergia, pueden ser
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extraidos y tratados con éxito con formaldehido de BcCUer-—
do con este invento. Son ejemplog de polenes de lo fami=-

lia de las herbdceas (Graminese) dtiles en le practica

de este invento la cafiuela de las praderas (Festucs ela-

tior), espiguilla de cafla lisa (Poa pratensis) y pie de

gallo (Dactylis glomerata) del género Festucems, vallico

comfin (Lolium perenne) y vallico italiano (Lolium multi-

florum) del género Hordeas, alfalfs (FPhelum pratense) y

heno fino (Azrostis pelustri) del género Agrostidese ¥y

grama de olor (Anthoxanthum odoratum) del género Fhalari-
dese. Son ejemplos comparables de tres pbélenes las diver—

sas especies de nogales, como Juglang californica, de

abedul (v.g. Betuls alba), de encinas (v.g. Quercus alba)

y de olmo (v.g. Ulmus parvifolia}. Los pélenes dtiles de

malas hierbes son el de ambrosia de pequefio porte (Ambro-
afa elatior), ambrosfa de gran porte (Ambrosia trifida),

cardo ruso (Salsola pestifer), salvia comin (Artemisia

tridentata) y llantén de hoja estrecha (Plantaso lanceols

4a). Otros materiales alergénicos que pueden ser trata-
dos son: extractos que contengan cuerpos completos;y/o
excreciones y secreciones de dcaros del polve doméstico

del género Dermatophggoides ¥y généros afines, incluyendo

estos extractos los extractos crudos del polvo doméstico;
soluciones de alérgenos de los alimentos tales.como ovo-
albimina, extraida de los huevos de gallina; extractos de

mohos (v.g. Alternaria, Penicillium, Aspergsillus, Helmin-

thosporium, etc.); extractos de semillas y fibras de pland

tas (v.ge. alrodon castor, etcd); ¥ extractos de insectos

picadores (v.g. abejas y avispas).

Los alérgenos altamente purificados o purifi-
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cados parcialmente también pueden ser formalinizados, por
ejemplo, los.alérgenos del polen de herbdceas del grupo
I, Antigeno_E-del polen de la ambrosia y los extractos de
dcaros del polvo casero parcialmente purificado.

Ias concentraciones de alérgeno, formaldehido y
cualquier aditivo presentes en la mezola de reaccifn y la
temperatura, pH y periodo de incubacion de la mezcla de
reaccidn que dan lugar é las condiciones Gptimes de forma-
linizacidn dependen unas de otras hasta cierto punto. Se
prefieren las siguientes condiciones, cada una de ellas
obligada a mantener otras condiciones dentro de los limi-
tes epropiados con objeto de conéeguir el alérgeno forme=
linizado deseado. Puede agrégarsé un preservativo como el
o—(etil—mercuritio)bénzoatc;"éédioo ("Merthiolate") a la
solucidn de reaccidén (1:10.000).

Ia concentracidn final de los materianles alergeni-
cos utilizados pare la reaccidén con formaldehido debe ser
preferiblemente (i) tal que todos los componenﬁeé sean com
pletamente solubles, (ii) no %an alta que se produzca une
reticulacion intermolecular extensiva entre los componens-
tes alergénicos durante la reaccidn y (iii) sea compatible
con la concentracidén de formaldehido y de cual@uier adi-
tivo utilizado. Las,soldciones deben ser preparadas en un
regulador acuoso, preferiblemente & un pH alrededor de 7,5
de una molaridad adecuade para centener este pH en + 1,0 '
apfoximadamente durante el transcurso de la reaccidn con
objéto de que la produceidn de las reacciones deseadas con
formaldehido sea 4ptima. Unas concentraciones hasta de
wnos 4 nmg de materiales elergénicos por ml de solucién re-

guladora de fosfato sbédico 0,1 M a pH 7,5 cumplen normal-

'
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mente los requisitos antes mencionados,

Ia concentracidn de formaldehmdo en la nezcla de
reaccmon (el formaldehido se encuenjra en solucidn acuo-
sa parcialmente como polimeros hidratados e hldratos de
formaldehido) no debe ser tan alia que influya adversa-
mente soovre las propiedades inmunizadoras deseadas del
alérgeno formalinizado resultante, pero debe ser suficien-
te para producir la destruccidn virtualmente completa de
la alergenicidad del alérgeno nativo. Ademds de los fac-
tores antes mencionados, los intervalos de concentracidén
preferidos de formaldehido varien de acuerdo con la esta-
bilidad y la pureza del alérgeﬁo que este siendo tratado.

En el caso de los alérgenos crudos relativamente
estables de los que se han separado los materiales no alen
génicos de bajo peso molecular (v.g. extractos de polen dg
herbdceas dializados), se han ubilizado con éxito unas cox
centraciones de formaldehido comprendidgs'eﬁtre 0,24 M
¥y 0,50 M, pero preferiblemente alrededor de 0,36 M, con
concentraciones de sdélidos del polen dgializado de 2 nz/ml,
no encontrdndose presente ningﬁn‘édiﬁivo. En estos casos,
se encuentra que unas.concentraciones muacho mds bajas de

formaldehido (v.g. 0,06 1) conducen & derivados bastante

altas (v.g. 5 M) conducen a una desnaturalizacidn excesi-
va, precipitacidn parcial o completa de los alérgenos y
pérdida de las propiedades inmunizantes deseadas.

Cuandq se han de wtilizar extractos crudos nati-
vos que todavia contienen cantidades imporitantes de aate-
riales de bajo peso molecular (v,g. extractos de poien

de herbdceas, nativos, que contienen hasta el 85 % en peso
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aproximadamente de compuestos no alergénicos de peso molet

cular inferior a unos 5000), depen ger utilizadas concen=
traciones de formaldéhido apreciablenente superiores a
0,36 M cuando los extractos contienen el equivalente de
unos 2 mg/ml de sélidos no dializables. En estos casos,
las sustancias de bajo peso molecular representan esen-.
cialmente "editivos" indeseables en las soluciones; por
lo tanto, de preferencia no preparamos alérgenos formali-
nizados & pérfir de estos. extractos crudos nativos.

| Con los alérgencs relativamente estables, muy pu-
rificados, éomo los alérgenos del polen de herbdceas del
Grupo I, se prefieren umnas concentraciones de formaldehi-
do comprendidas entre 0,025 M y 0,12 M aproximadamente, -
con corcentraciones de alérgeno alrededor de 1 mg/ml.

En el caso de los aldrgenos extraordinariamente
inestables, especialmente el Antf{geno E de la ambrosia,
no son aplipables necesariamente los intervalos antes ci-
tados. En estos casos, se prefieren unas.temperatﬁras de
incubaoién wds bajas y periodos de incubacidn cortos y

la concentracidn de forzaldehido debe ser ajustada para

que la pérdida de alergenicidad y la retencion de las pro-
pie’dades' inmunizantes deseadas sean 6pbj.mas.

Cuando se encuentra presente un aditivo de bajo
peso molecular, debe ser preferiblemente una amina o dia-
mina alifdtica sin grupos funcionales adicionales capaces
de reaccionar con el forualdehido o con un grupo amino-
metilol (intermediario A discutido anteriormente). Alter-
nativamente, el aditivo puede ser un compuesto alifdtico
conteniendo un grupo o grupos amido de dcido carboiilico

o grupos amino y emido de dcido carboxilico. Los compues—
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tos guanidinicos, como la arginina, también pueden ser uti
lizados. Como ejemplos de aditivos que son especialmente
eficaces para comunicar las proéiedades deséadas g los
alérgenos formalinizados resultantes citaremos lasg x,UJ-
diaminas alifdticas y ciertos derivados de las mismas, pre
feriblemente con una longitud de la cadena hidrocarbonada
parafinica lineal de G4 0 C5 (veg. lisina) o dcidos di-
carboxilicos como la adipamida. También pueden utilizarse
mezelas de aditivos. Lo concentracidn total del aditivo
debe ser compatible con la concentracidon de formaldehido
utilizada; un intervalo de trabajo preferido para el adi-
tivo es alrededor de 0,02 IM a 0,2 M, preferiblemente de
0,05 M con los alérgenos purifiocados (1 mg/ml) tratados

con formaldehido 0,06 M y 0,1 M con extractos alergénicos

crudos dializados (2 uwg/ml).

Pare los alérgenos que son relativaments esta—
bles en solucidn, una temperatura de incubacidn preferi-
da es la de 329C (s 2°C). Una temperatura demasiado ele-
vada puede producir la formacidn de productos formaliniza-
dos indeseables. Por ejemplo, & témperaturas elevadas pue-
de producirse una reticulacién y wna desnaturalizacién im-
portante. En el caso de lds alérgenos relativamente esta—
bles, como los alérgenos del polen de herbdceas del Gru-
po I, el tiempo de incubacidén es generalmente alrededor

de cuatro semanas. Estos alérgenos incubados a 32°C

(+ 2°C) durante periodos de incubacién mds cortos de unas

dos semanas 0 menos son mAs alergénicos que los tratados

. durante cuatro semanas en las mismas condiciones. Pueden

utilizarse periodos de incubacidn mds prolongados a tem-

peraturas de 32°C o mds bajas, limitados fundamentalmente
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por consideraciones de economie y eficiencia. Con respec-

to a los aldrgenos termoldbiles, como el Antigeno E de
ambrosia; se prefieren las températuras del'orden de 15°C
o menos, En tales casos, el periodo de incubacion debe
ser reducido generalmente para que la perdide de alergenis
cidad y la retencidn de las propiedades inmunizantes de—
éeadas sea $ptima.

EL aditivo de bajo peso molecular puede ger agre-
gado en cualquier momento durante la incubacion, con tal
de que haya'tiempo suficiente para la reaccidn entre el
alérgeno y el aditivo. Si la mezcla es todavia apreciable-
mente alergénica a 1a terminacidn del periodo de incuba-
cidn, pueden agregarse cantidades adicionales de solucidn

de formaldehido, con o sin aditivo y el periodo de incu-

cle no alergénica estable con las propiedades inmunizan-
tes deseadas.

Ias preperaciones de alérgenos formalinizados
acuosos asi obtenidas contienen sustancias inmunizantes
que pueden liberarse del formaldehido y del aditivo que
no hayan reaccionado por didlisis, filtracidn de gel o
por precipitacion a partir de la solucidn del material
que contiene el aldrgeno, mediante una sal o un disolven—
te precipitante apropiados. En ciertos casos, las concen=
traciones de formaldehido libre pueden ser tan bajas que
esta operacidn sea innmecesaria. las preparaciones de alérd
geno formalinizado pueden almecenarse en solucidn a unos
49C en condiciones estériles o pueden ser congeladas; al-
ternativamente pueden ser secadas por 00ngelaci6n y 8lma-

cenades en seco en los casos en los que el proceso normal
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de secado por congelacidn no afecte & lag propiedades in-

munizantes degeadas de la prepa?acién de alérgenos formae-
linizados.

El alérgeno formalinizado, preparado en la forma
antes descrita, constituye un agente inmunoterapéutico
adecuado para los mamiferos, incluidos los seres humenos
alérgicos. Puede incorporarse un auxiliar tal como un
alumbre o un elginato a 1a preparacidn inmumizedora de—
seade para sumentar la eficacia inmunogénica. El elérgeno
formalinizado también puede ser utilizado en el dizsgnds-
tico antes y durante la inmunoterapie de los seres humaw-
nos alérgicos.

Los alérgenos formalinizados de este invento pue;

den ser administrados a los mamiferos en la forma habi-

intramuscularmente. Ademds, la baje alergenicidad de es-
tos materieles permite la administracidn en forme de una
pulverizacidn de aerosol en la nariz y/o boca para con—
seguir la inmunizacidn transmucoéélmente. '

El invento es ilustrado,‘pero no limitado, por
los siguientes ejemplos:

| EJEMELO 1

Se obtiene una preparacidén de alérgeno del Gru-

po I, secada por congelacidn, a partir del polen del

vallico comin (Loliun perenne), con un alto grado de pu—

reza, por el método descrito por Johnson & Marsh (Buro-

pean Polymer J., 1, 63 [1965]). '
' En el Método 1a, se prepara una solucidn de re-

serva de este alérgeno del Grupo Iydisolviendo 100.mg

del alérgeno seco en 72,0 ml de Na HPO, 0,1 M, contenien-
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geno seco en 50 ml de Solucién A dando una segunda solu-

+ 19C durante 28~32 dfas. Terminado el periodo de incuba-
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do 1 parte de "Merthiolate" por 10.000 partes de solucién.

A una parte alicuote de este solucidn (21,6 ml) se agre-
gan 50 pl de solucidn de formaidehido al 36 % en peso/vo-
lumen, muy lentamente y con agitacion magnética constante
de le mezcla. El pH de la mezcla se ajusta a 7,50 & o,io
mediante la adicién de NeOH 0,5 N y finalmente se lleva
haste un volumen total de 24,0 ml mediante la adicidén de
una Solucidn A (solucidén reguladora 0,1 M de NaQHPO4—
NaHyPO, & pH 7,50, conteniendo una parte de "Merthiolate"
por 10,000 partes de solucidn reguladora).

En el Método 1b, se disuelven 100 mg del alér-

cién de reserve del aldrgeno. A una parte alicuota de es-
ta solucién (12,0 ml) se afiaden 6,0 ul de Solucidn A, se~
guido de 4,8 ml de solucion de formaldehido 0,3 M prepa-—
rada en la Solucidén A, manteniendo la mezcla bien agi-
tada. El pH de la mezcla se ajusta a %,50 ¥y el volumen
total se lleva a 24,0 ml en la forma descrite en el Mé-
todo 1a.

Tas mezclas finales en los Métodos 1a y 1b con-
tienen formaldehido 0,025 M y 0,06 M y unas concentracio-
nes de alérgeno de 1,25 y 1,0 mg/ml, respectivamente. En
ambos casos, las mezclas son esterilizadas por filtracién

a través de una membrena antes de la incubacidn a.32°c

cidn, lag mezclas son dializadas frente a Solucidn A para
separar el formaldehido que no ha reaccionado y se almace-
nan en estado‘congelado; alternativamente, son dializadas
frente a'NH4HCO3 0,002 M, se secan por congelacidn y se

conserven a -20°C, Estas preparaciones geren denominadas
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"glérgeno formalinizado normal" del alérgeno del.vallico
del Grupo I.
EJELIPLO é

Todos los procedimientos son iguales & los descri-
tos en el Método 1a o Iétodo 1b, a excepcidn de que en el
Método 2a, se disuelven 219 mg de monohidrocloruro de
I~lisine en una segunda parte alicuota de 21,6 ml de ls
solucidn de reserva de aldérgeno del Método 1a antes de
afiadir el foraasldehido; en el Método 2b, se agregan 6,0 ml
de solucidn 0,2 I de monohidrocloruro de L-lisina, prepa-
rade en solueidn 0,1 M de Na,HPO, confeniexndo "Merthiola-
te" (1:10.000) & una segunda parte allcuota (12,0 ml) de
la solucidn de reserva de alérgeno del Método 1b, susti-
tuyendo a 1s Solucidw 4 (6,0 ml) utilizada en esta etapa
en el Método 1b. En'ambos métodos, las mezclas de incuba-
cidn contienen lisina 0,05 M como aditivo. Estas prepara-
ciones serén denominedas "alérgeno formalinizado eon li-
gina" del alérgeno de vallico del Grupo I.

Todos los procedimientos son igﬁales a los descri-~-
tos en el Método 2b & excepcidn de que la cantidad equiva-
lente de monchidrocloruro de L-lisina utilizada en el I¥~
todo 2b es sustitufda por una tercera parte alicuota
(12,0 ml) de la solucion de reserva de aldrgeno del lé-
todo 1b, 6,0 ml de monohidrocloruro de Learginina 0,2 U
en solucidn 0,1 I de Na,HPO, conteniendo "Nerthiolate"
(1:10,000). Esta preparacién se denominard "aldrgeno for-
malinizado con arginina" del alérgeno de vallico del Gru~

po I,
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EJENPLO 4

Todos los procedimientos son iguales a los descri-

tos en el Ejemplo 1, Método 1b, & excepcidn de que se in-
yecta la solucidn estéril recién preparada (24,0 ml) a
pH 7,50, conteniendo 1,0 mg/ml de alérgeno de vallico
del Grupo I y formaldehido 0,06 M en un frasco previamen—
te esterilizado conteniendo adipamida estéril (172,8 mg,
dando el équivalente de una solucidn 0,05 H). E1 frasco
se sacude suavemente para disolver la mayor cantidad po-
gible de adipamida antes de la incubacidén a 32°C, la adi-
pamida, que &l principio es parcialqente insoluble, se
disuelve gradualmente durante el periodo de incubacidn.
La preparecién resultante serd descrita como "alérgeno
formalinizado con adipamida" del alérgeno de vallico del
Grupo I,
EJEMPLO 5
Uné mezcla de pesos iguales de los polenes secos

de cinco hierbas, vallico italiano (Lolium multiflorum),

cafinela de las praderas (Fegtuca elatior), pie de gallo

(Dactylis glomerata), alfalfe (Phleum pratense) y espiguil

1la de cafia lisa (Poa pratensis), se libera de la grasa

por extraccidn con eter seco exento de perdxido. la mez~
cla dé polen se extrae después con diez veces su peso to-
tal original de NH4HCO3 0,125 M (pH 7,8) durante 24 ho-
ras a 4°C (pH final del extracto, 7,7). El extracto se
centrifuga y se dializa extensivamente en un aparato de
didlisis Visking de 18/32 pulgadas (14,29 mm) de didmetro
contra seis caubios de NH4HCO3 0,002 ¥ y finalmente con-
tra agua destiladae. Ia solucidn en el saco de didlisis

se clarifica por centrifugacidn y se seca por congelacidn
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Se prepara una solucidn del material de polen die-
lizado seco & una concentracidn de 4 mg/ml en Solucidn A°
(véase Bjemplo 1) y se centrifugs para separar las tra-
zas de materia insoluble. El procedimiento para el trata=-
miento con formaldehido de une parte alicuote de esta so-
lucidén (12,0 ml) sigue el mismo camino gue el descrito
en el Matodo 1b (Ejemplo 1. En este caso, la concentra-
cidn total de sélidos del polen-en le mezola de incuba-
cién es de 2,0 mg/ml; la -concentracidn de formaldehido
es 0,36 M como en el Método 1b. Esta prebaracién serd des
crita como "alérgeno formalinizaedo normel" de extracto
de polen de herbdceas mixto, dializado.

BJEMPLO 6

En luger del extraéto herbidceo mixto dielizado
del Ejemplo 5 se utiliza una mezcla de materias del po-
len de herbdceas dializado conteniendo en peso 3.partes-

de pie de gallo (Dactylis glomerata), 3 partes de alfal-

fa (Phelum pratense), 2 partes de grama de olor (Anﬁhp~

xanthum odoratum), 1 parte de espiguilla de cafia liso

(Poa pratensig) y 1 parte de heno fino (Agrostis palus-

1&29. En otros aspectos, todas las condiciones de reac-—
cidn y concentraciones de sustancias reaccionantes son
iguales a las descritas en el Ejemplo 5.
BIEMPLO 7
Se obtiene una preparacidn de alérgeno formalini-

zado con lisina a partir de le solucidn de materias del

_polen de herbdceas mixto dializado descrita en el Ejeme

plo 6, por incubacién en pressncia de formaldshido.
0,36 M y I-lisina 0,1 I, utilizando un procedimiento and-

logo al deserito en el Ejemplo 2, Método 2b, La concen-

]
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tracidn de materias del polen en la mezcle de incubacidn

es de 2 mg/ml como en ol Ejemplo 6. . .

EJEMPLO 8
Se prepara un extracto dializado del polen de

nogal negro de Californis (Juglang californice) y se hace

reaccionar con formaldehido de forma andloge al extracto
de polen de herbiceas dializado del Bjemplo 5.
EJENMPLO 9
Se prepara un extracto dializado del polen de
olmo siemprevivo chino (Ulmus pervifolia) y se hace reac-
cionar con formaldehido de manera andloga al extracto de
polen de herbdceas dializado del Ejemplo 5.
BJELPLO_10
Se prepara un extracto de unma prepafacién cruda
del decaro del polvo doméstico (Dermatophasoides pheronyssi
nusg) cultivado en-escamas de piel humana y extracto de le-
ﬁadura y se dializa de forma similar a la descritaApara
el extracto de polenhde herbdceas del Ejemplo 5. Excepto
la sustitucidn del extracto de polen de herbdceas diali-

zado por extracto de dcaros dializado (2 mg/ml), todas las

condiciones . de reaccidn y las concentraciones de sustanciag

reaccionantes son_las mismas que en el Ejenplo 5.
EJEIPLO 11

EiAGrupo I del vallico de los liétodos 1b y 2D,
entes descritos, se sustituye por ovoalbimine (cristeli-
zada 3 veces, de huevos de gallina). la reaccidn con for-
maldehido se realiza en la forma antes descrita.

Se examinan las propiedades alergénicas y anti-
génicas de los alérgenos formalinizados y se comparan con

las propiedades respectivas de los alérgenos nativos de
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los cuales derivan. i _

Ias propiedades alergénicas se estudian cualita-
tivamente mediante ensayos de piel rascada en gran nimero
de seres humanos'alérgicos, seni-cuantitativanente por en—
sayo de piel intradérmico y ensayo direcio bronco-provoca-
‘thO en varios seres humsnos alerglcos y cuentitativamente
midiendo la histamina liberada de suspensiones de leucoci-
t0s humanos (alslados de unos 15 individuos alerglcos -Ai-
ferentes) después de&.tratamlento con alérgenos formalini-
zados o0 nativos.

Se estudieron dos aspectos de antigenicidad cru~

zada entre alérgenos formalinizados y nativos; a saber,

(1) propiededes resctogénicas cruzadag: capacidad de un

alérgeno formalinizado para combinarse con antisueros pro-

ducidos (en conejos) frente al alérgeno nativo y (ii) pro-
gieéades inmunogénicas cruzadas: capacidad del aléfgeno
formalinizado para inducir la formacidn (en cobayas) de
anticuerpos que bloqueen la iiberacién de histawine alér~
gica inducida por alérgenos nativos por parte de los leu~
cocitos aislados de seres humanos alérgicos y que reaccio-
nen cruzadamente con los alérgenos nativos en ensayos ta-
les como anafilaxis cutédnea pasiva (ACP) en cobayes nor-
males. Con relacién a la determinacién cuantitativa de la
existencia de propiedades inmunizantes deseadas en un .
alérgeno formalinizado, el blogueo de la liberacidn de
histamina elérgice mediatizada con alérgeno por parte de
leucocitos humanos constituye un ensayo critico.
RESULTADOS

Se ha hallado que los alérgenos formalinizedos

de este invento han perdido prdcticamente las propiedades
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formalinizado de unas 200 a 1,000.000 de veces menor

" geno nativo han sido retenidas en un 60~100 %,

alergénicas, pero han retenido en alto grado las propie-

dades antigeénicas (incluidas las propiedades inmunizan—

tes deseadas) del alérgeno nativo. La pérdide de alergenit

cidad varia de acuerdo con el individuo ensayado, la pre-
sencia o ausencia de aditivos en el alérgeno formalinize-
do y el tipo de ensayo de slergenicidad empleado, con intexr-

valos que oscilan entre wm alergenicidad en el alérgeno

(cominmente de 1000 a 10.000 veces menor) que en el alér-
geno nativo. Ia antigenicidad cruzade entre el alérgeno
formalinizaedo y el alérgeno nativo es normalmente de 20
a 100 %, En muchos casos, las propiedades inmunizentes

deseadas del sldrgeno formalinizado con respecto al alér-

Por lo tanto, se ha hallado que los alérgenos
formalinizados de este invento son muy superiores a los
alérgenos nativos para uso en inmunoterapie humana alér-
gica, ya que la relacidn entre las propiedadeé innunizan-
tes deseadas y la alergenicidad ha sido aumentada muy

considerablemente.

En resumen, la Patente de Invencidén gue se soli~|

cita deberd recaer sobre las siguientes:




10

16

20

25

30

macidén de anticuerpos de bloqueo contra el alérgeno nativo

- REIVINDICACIONES -

1., Un método para la produccién de un alérgeno
formaliniiado_de baja actividad alergénica en los seres hu-
manos alérgicos y capaz de .inducir en los mamiferos la for-
macidn de anticuerpos de bloqueo contra el alérgeno nativo
en cantidades importantes, cuyo método consiste en tratar
un extracto acucso de un material gque contenga dicho alér;
geno nativo con una solucién diluida de formaldehido en un
ambiente no fendlico e incubar el mismo.

2. Un método para la produccién de un alérgeno
formalinizado de baja actividad alergénica en los seres hu~

manos alérgicos y capaz de inducir en los mamiferos la for-

en cantidades importantes, que consiste en tratar un extrac
to acuoso de un'materiai que contenga dicho alérgeno nati-
vo con una solucidén diluida de formaldehido y por 1o menos
un aditivo constituido por un compuesto alifdtico que con-
tenga como minimo un grupo funcional amino, amido o guani-
dino o combinaciones de los mismos, capaz de reaccionar
con formaldehido o con un radical aminometild e incubar él
mismo.

‘ 3. Un método para la produccidn de un alérgeno
formalinizado de baja actividad alergénica en los seres hu-
manos y capaz de inducir en los mamiferos la formacidn de
anticuerpos de blogueo contra el alérgeno nativo en canti-
dades importantes, cuyo método consiste en tratar un ex-—
tracto acuoso de un matefial que contenga dicho alérgeno
nativo, del que se han separado las sustancias no alergeni-
cas de bajo peso molecular, con una solucidén diluida de

formaldehido en un ambiente no fenolico e incubar el mismo.
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4, TUn método segln las Reivindicaciones 1, 2 6

3, en el que el material que contiene alérgeno es un ex-
tracto acuoso de una sustancia del polen de las hierbas.r

5. Un método segin las Reivindicaciones 1, 2
6 3, en el que el material que contiene aiérgéno contiene
una preparacibén de alérgeno del polen de las hierbas del
Grupo I.

6. Un método segln las Reivindicaciones 1, 2
6 3, en el que el material que contiene alérgeno eé un ex-
tracto acuoso de una sustancia de polen de‘malas hierbas.

7. Un método seglin las Reivindicaciones 1, 2
6 3, en el que el material 'que contiene alérgeno contiene
Antigeno E del polen de la ambrosia.

" 8. Un método segln las Reivindicacidbnes 1, 2
6 3, en el que el material que contiene alérgeno es un ex-—
tracto aéuoso de una susfancia del polen de los &rboles.

9. Un nétodo segfin las Reivindicaciones 1, 2
6 3, en el que el material que contiene alérgeno es un ex-
tracto acuoso que contiene Acaros del polvo doméstico o
sus residuos. |

10. Un método segin las Reivindicaciones 1, 2
o 3,'en'el que el material que contiene alérgeno es una
preparacibén de alérgeno purificada.

11. Se reivindica por (ltimo, como objeto sobre
el gque ha de recaer la Patente de Invencidn que se solici-
ta: "UN METODO PARA LA PRODUCCION DE UN ALERGENO FORMALINI-
ZADO DE BAJA ACTIVIDAD ALERGENICA".
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en

la presente lMemoria descriptiva, que consta de veintiocho

péginas mecanografiadas.

Madrid, 7'Octubre'l969

BERNARDO UNGRIA
D.D.
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