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El preseate invento se refiere a agentes desensibi-
lizantes o inmunizantes que son Gtiles en el tratamiento
de los estados hipersensibles o alérgicos y a un método
para su preparacion.

Es sabido que algunos individuos son aldrgicos o
hipersensibles a ciertos materiales alergénicos, como pd-
lenea, polvo doméstico, piel de gato, cereales y huéspe-
des de otras sustancians comunes. Estos individuos pueden
sufrir molestias agudas como resultado de sus condieio-
nes alérgicas que se pueden manifestar eﬁ enfermedades ta~
les como asma, fiebre del heno, eczema, dermatitis y ja-
queca, BEn consecuencin, se continia trabajando para encog
trar tratamientos adecuados que alivien el sufrimiento
del paciente alérgico. 7

Una tdenice que ha sido utilizeda en el pasado en
el tratamiento de los estados aldérgicos es la llamada te-
rapia de "desensibilizacidn". El paciente que sufre dicha
terapia recibe dosis gradualmente aumentadas y administre
das repetidamente de un extracto del material o wateria-
les alergénicos particulares a los que es sensible. AL fi
nal de un curso de tratamiento, la resistencia natural
del paciente al alérgeno normelmente ha aumentado mucho;
posiblemente como resultado de la acumulacidén de anticuer-
pos en su orgenismo, estimulada por el extracto adminis~
trado.

Como ge observara, esta terapis de desensibilizacidn
adolece de ciertos inconvenientes, de los cuales no es
el menor la posibilidad de que pueda ser administrada inad
vertidamente una dosis peligrosamente elevada del alérge-

no, produciendo una reaccion ansfildctica general en el
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paciente. Sv'ha gugerido que este problema se solucio-
naria si fuera posible modificar el materisl alergeni-
co de tal forme que su alerginicidad se redujera con
respacto a8 sus propiedades desensibilizentes y/o inmu-
nizantes. En otras palabras, si un material alergenico
pudiera hacerse inofensivo o por lo menos bastante me-
nog perjudiéial pera el paciente sensible, reteniendo
al mismo tiempo su capacided de estimular la produccidn
de anticuerpos, entonces podrie eliminarse uno de los
muchos inconvenientes de la terapia de desensibiliza-
cidn.

De acuerdo con el presente invento, se proporcio-
ne un procedimiento para le preparacidn de un material
alergénico modificado, que consiste en tratar el maté-
rial alergénico con un haloformiato de férmula XCOOR,
donde X es fiﬁor, cloro, bromo o yodo y R es un grupo
alifético, aromitico, arilalifdtico o heteroofclico
que puede llevar o no sustituyentes, a un pH ocomprendi-
do entre 1 y 7 y recuperar el material alergénico modi-
ficado resultante.

Por el término "material alergénico" entendemos
cualquiar producto que dé lugar a una reaccion alérgica
en un paciente que sea sensible a dicho material. Como
ejemplos de materiales alergenicos comunes se encuen=
tran 1os polsnes, como los presentes en la alfalfa,
vallico y pie de gallo, polvo domestico, moho, pelo ani-
mal o pleles y tejidos, pero son conocidos otros muchos
ejemploé.

En una realizacidn preferida del invento, la frac-

¢idén proteinica de un extracto, generalmente acuoso, del
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material alergenico es tratade con el haloformiato al pH

especificado y después el producto es recuperado.

De preferencia, el haloformicto es un clorofor-
niato y wis especialmente un cloroformiato de hidrocar-
bilo, tal como cloroformicato de alguilo, arilo o aralqui-
lo.

Como ejemplos de haloformiatos de alguilo adecua-
dog pueden mencidnarse los haloformiatos de alguilo de 1
a 8 dtomos de carbono en la cadenas alquilica, pudiendo
esta Ultima ser lineal o ramificada, v.g. metilo, etilo,
n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutild ¥y terc-butilo.

El término "alquilo" comprende los grupos ociclo-
alquilo y un haloformiato de cicloalguilo adecuado es un
haloformiate de ciclohexilo, particularmente el ocloro-
forminto de ciclohexilo.

El téramino "alquilo" incluye los grupos alquilo
no saturados asi como los saturados y un ejemplo de un
naloformiato no saturado adecuado es el CHy=CHO-CO-Cl.

Como ejemplos de heloformiatos de arilo adecua-
dos que pusden ger utilizados en el procedimiento del
presente invento mencionaremos los haloformiatos de feni-
lo y el haloformiato de naftilo.

Como ejemplos de haloformintos de aralquilo ade-
cuados pueden mencionarse los haloformiatos de aralqui-
lo que contienen de 1 a 8 dtomos de carbono en la cade=
ne elquilica, especialmente los haloformiatos de bencilo
v en particular el cloroformiaté de bencilo.

Un articulo titulado "The Chemistry of Chlorofor-
mates" por Matyner, Kurkjy y Cotter en Chemical Reviews,

1964, 64, contiene uns lista conveniente de la mayorfa
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de los clororormiatos que han sido registrados en la bi-
bliografia.

Como regla general, las proteinas alergénicaes son
bastante resistentes a la desnaturalizacidn y normalmen-
te pusden ser calentadas a temperaturas relativamente
elevadas sin que tenga lugar la desnaturalizacidn. Por
lo tanto, el proceudimiento de este invento puede tener
lugar en una amplia gama de temperaturas, aunque en la
préctica generalmente no sera necesario o conveniente
pasar de une temperatura de unos 100°C., En la prdctica,
preferimos efectuﬁr la reaccidn a la temperatura ambien-
te, es decir a unos 20°C,

E1l pH al cuml debe realizarse el procedimiento de
este invento estd comprendido entre 1 y 7 como se ha in-
dicado anteriormente, aunque preferimos emplear un pH
de 4 a 6 y preferiblemente alrededor de 5.

A un pH inferior a 4 aproximadamente, la reaceidn
transcurre en apariencia con gran dificultad, mientras
que a un pH superior a 6 la reaceidn transcurre de forma
completamente éatisfactoria solamente si el pH se redu-
ce a un valor inferior a 6 poco después de iniciarse la
reaccién. Como se ha indicedo anteriormente, preferimos
tratar la fraccidn proteinice de un extracto alergénico
acuoso con el reactivo haloformiato con objeto de produ=
cir el material alergénico modificado deseado, La frac-’
cidén proteinica del extracto alergénico es obtenida nor-
malmente extrayendo el material alergénico con un disol-
vante adecuado, generalmente acuoso, aunque pueden utili-
zarge extrayentes oleosos en algunos casos, en forma co-

noéida, separando después el material no proteinico, por
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ejemplo por didlisis, precipitacidn o filtracidn de gel.

Una descripeidén mds detallada de algunas de las técni-
ces exigtentes puede encontrarse en un articulo de J.M.
Hewell en Journal of Allergy, Volumen 13, 1942, pdg. 177=
203, especialmente pdg. 187. Es habitusl purificar el
extracto a fondo, por ejemplo mediante un tratamiento
exhaustivo de didlisis,

Cuando se emplea un extracto acuoso de alérgeno,
el ualofnrmiato se agrega en general directamente al ex-
tracto acuoso y la mezcle de reaccidn se agita fuertemen-
te durnrnte un cierto periodo de tiempo, en general alrew
dedor de 15 minutos. Despuds la mezcle de reaccldn se
deja en reposo mientras se deposite el precipitado ingo-
luble de material alergénico modificedo. El producto eley
sénico modificado puede ser recogldo entonces por centri-
fugacién. Bs conveniente lavar el precipitado para sepa=—
ray las impurezas y esto puede realizarse lavando con
ung solucidén de uren, seguido de lavado con una solucién
de clornro sddico.

Los materiales alergénicos modificedos que son
producidds por el procedimiento de este invento son casi
invariablenente insolubles, slempre que el material de
partida haya sido purlificado adecuadamente para ssparar
los contaminantes solubilizantes. Aungque este invento
no deve ser limitado por ninguns teorfs pariicular de la
renceidn producida, creemos que el haloformiato forma
enlaces transversales o puentes entre grupos reactivos
de moldeculas de proteina del alérgeno distintas y tam-
bidn entre grupos reactivos de le misma molécula, es de-

eir, la reticulacidn es inte rmolecular e intramolscular,
H
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E1 hecho de que los materiales alergénicos modificados
sean principalmente insolubles puede ser atribuido a la
formacidn de estos enlaces transversales y posiblemente
al grado al que es purificada la proteina alergénica an-
tes del tratamiento. Pueden producirse materisles aler—
génicos modificados solubles en condicioneé egpeciales,
aunque preferimos emplear le variedad insoluble en el
tratamiento de los pacientes alérgicos.

El presente invento tambien proporciona une pre=-
paracidén farmecdutica que comprende un material alergéni-
co modificado preparado de acuerdo con el procedimiento
de este invento antes dsscrito, en mezecla con un vehicu-
lo parenteralmente aceptable. Los vehiculos adecuados son
1as soluciones salinas isotdmicas o reguladoras, vehicu-
los oleosos y .otras sustancias conocidas en la téenica.
De preferencis el material alergenico modificado es in=
goluble en agua.

El material alergénico modificado es administra-
do generaluente por inyeccidn subcuténea., Las dosis va-
riardn de acuerdo con el estado alergenico del paciente.

En le administracidn parentersal a los animales del
material alergeénico modificado de este invento, se ha en
contrado que se formen niveles espreciables de anticuer-
pos circulantes, siendo el anticuerpo especifico para el
material alergénico modificado. Los materinles modifica-
dos ensayados no produjeron ningune reaccidn anafildctica
en un elevado porcentaje de estos animales.

El invento serd ilustrado eshora mediante los si-

auientes ejemplos:
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EJEIPLO 1
Se extrae un polen completo de alfalfa con 10
voldimenes de solucidn 0,001 M de bicarbonato aménico a
pH 8, comenzando a 4°C, durante 2 dias. El extracto fil-
trado es dializado exhaustivamente frente al mismo di-
solvente y la solucidn retenide se seca por congelacidn.
Una porcidn de 300 mg de este material se disuelve en
10 al de solucidn reguladora 0,2 M de acetato sddico a
pH 7,0, manteniéndose el pH en este valor mediante le
adicidn de solucidn de hidrdxido sédico. Una pequeils can-
tidad de mmteris insoluble se separa por centrifugacidn.
Se agregan 0,3 ml de cloroformiato de stilo y la mezcla
se agita fuertemente durante 15 minutos a la teuperatura
ambiente y después se deja en reposo durante la noche. El
precipitado se recoge por eentrifugacién, se lava cuatro
veces en 15 ml de solucion 8 M de urea y tres veces en

15 ml de solucién al 0,9 % de cloruro sédico y finalmen-

miento caleulado (a partir del peso seco de una parte
alicuota) es de 100 mg. Cuando se inyecta en cobayas, og-
te producto no libera ningin material antigénico, como

se demuestre en el siguiente experimento.

Se sensibilizan pasivamente unoé cobayas inyec-
tando diluciones de antisuero de conejo de egpecificidad
para el polen de alfalfa en la piel, como en un enseyo
de anafilaxis cuténea pasiva.

Después de un periodo latente de 18 horas, se
inyectan unas dosis del producto del polen de alfalfa traﬂ
tado por via subcutdnea y se administra intravenosamente

un colorante azul de formae que si el antigeno de la alfale
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fa rescciona con el anticuerpo en la plel, la reaccidn
ge observari{a como un cardenal szul. Dos regultados es=-

tén tabulados en la Tabla I,

TABTA I
Alérgeno inyectado en co Dilucidn de antisuero de conejo
bayas por via subcu- Medides de los didmetros del
ténea 70 lc:algdenfﬁ :

2,5 ng
alfalfa 1,25 mé
tratada 250 mg

125 'mg Negativo
producto 32 mg
alérgeno 10 mg

500 mg >30 > 30 > 30 28

100 mg >3 >30 28 25

alfalfa 50 mg 18 + - -
alérgeno 10 mg 18 - - -

Puede observarse que no ée produce ninguna reac-
cidn en los cobayas inyectados con el producto de polen
tratado, mientras que los inyectados con 10 microgramos
solamente del alérgeno de polen de alfalfa sin trater
dan une reaccidn positiva.

El producto es cepaz de inducir le formacidn de
anticuerpos del suero que reaccionan contre el extracto
completo de polen de alfalfa, como se demuestira en el si-
guiente experimento. _

Se inyectan seis cobayas con 2,5 mg del polime=
ro del polen de alfalfa por via subcuténea.

Al cabo de tres semenas, se realizae el sigulen-
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te ensayou pnrua demogtrar ques . ,
1. El producto de polen tratado ha estimuledo la forme-

cién de anticuerpos en los cobayas ¥y _
2. Los anticuerpos son easpecificos del polen de alfal-

fa.

| Se inyectan unas diluciones de alergeno de po-
len de alfalfa por via intredérmice en la plel de la
espalda de los cobayas e inmedietamente despuds se admi~
nistre intravenosamente un colorante azul._Se encuentra'
que una inyeccién-de solamente 0,016 pg de alérgeno del
polen de alfelfa de esta forma produce una reaccidén con
formacidn de cardenal en la piel de 12 mm de didmetro.
Esto demuestra que el polimero he estimuledo anticuerpos
en los cobayas.
EJEMPLO 2

Preparacidn de un derivedo ingoluble de 8lérgeno con ¢

roformiato de etilo
Se digsuelven 50 mg de un extracto de polen de

pie de gallo parcialuente purificado en 5 ml de solucidn

reguladora 0,2 M de acetato sédico a pH 5,3. Se afinden
5 ml de cloroformiato de etilo &l 20 % en cloroformo ¥
la nezcle se agita & la temperatura ambiente durante é
horas. El precipitado se recoge por centrifugacién, se
lave tres veces con alcohol absoluto (15 ml) y tres vece
con solucidn reguledora al 0,5 % de borato (15 ml) a
pH 8,85 y finalmente se suspende en fenol/solucidon seli-
na.
Prusbe de alergenicidad

La suspensidn de polen insolubilizado, & une

concentracién de 1 mg/ml, se introduce por puncidn en
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la piel de pacientes alérgicos sensibles a la hierba. Al

mismo tiempo se pincha respectivamente otras zonas de 1la
piel de los mismos pacientes con el materisl de partida
y la mezcla de fenol/solucién saline respectivamente. Al
cabo de 10 minutos se miden las superficies de los car-
denales y se expresan en ls Tablalen mn®. Puede obser-
varge que el material insalubilizado e veinte veces la
concentracién del wmaterial de partide posee menos del 1 #
de su alergenicidad; la alergenicidad retenida es por lo
tanto despreciable cuando se compare con la del material

de partida.

Prueba de inmunogenicidad
El material insolubilizado y el material de par

tide respectivamente son emulsionados en auxiliar comple-
to de Freud pare dar unas concentracionés de 1 mg/ml.
Unos grupos de cobayas son inyectados subcuténeamente con

uns u otra de- las emulsiones (0,5 ml). Al cabo de 22 dias

se pela el pelo de los animales en los flancos y se realis

za una serie de inyecciones intradérmicas (0,5 ml) de una
dilucidn en serie de extractos de polen de pie de gallo

purificado, en les zonas afeltadas, Inmedlatamente se in-

yecta por vie intrevenosa una solucidén al 5 % de azul cle+

1o Pontamine (0,4 ml). Al cabo de 20 minutos se miden los
didmetros de los cardenales y se registran en la Tabla II|
Puede observarse que el material tratado con cloroformia-

to de etilo produce anticuerpos que reaccilonan con el ma-

terial de partida.
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TABLA I

Extrecto de pie

| Pacien de pie %g galéoig de-gallodpurifi Feno%{sol.
te golu zado cado salina
n 1 gg}ml 50 pe/ml
1 1 20 0
2 4 46 0
3 1 T 1
4 3 42 2
Total 9 115
TABLA II
Material Didmetro del cardenal (mm) para les canti-
inmuni - dades de extracto de polen de pie de gallo
Cobg (gante ) % ecta? tr? ermica g 4
a
ya 0 08 pe pe 11618 »1 pg 0,01 pg 0,001 pg
1 Extracto 14 12 10 8 - -
de polen .
2 de pie 15 14 12 10 7 7
de gallo
3 purifi- 12 11 10 7 6 -
cado '
4 14 12 10 10 8 -
5 Extracto 14 12 9 7 - -
de polen
6 de pie 14 12 8 - - -
de gallo
7 insolu~ 14 12 10 8 - -
bilizaw~ - :

EJEMPLO 3

Preparacidn de derivado insoluble de alerseno con clorow~

formiato de metilo

Se disuelven 50 mg de un extracto de polen de

pie do gallo parcielmente purificado en 5 ml de solucién

reguladora 0,2 M de acetato sédico & pH 5,3. Se afiaden

5 ml de cloroformiato de metilo al 20 % y la uezcla se

agite a la temperatura ambiente durante 2 horas, El preci-
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pitaedo se recoge por centrifugacidn, se lava tres veces
en alcohol absolute (15 ml) y tres veces en solucién re-
guladora al 0,5 % de borato (15 ml) a pH 8,85 y finalmen—

te se suspende en fenol/solucidn salina.

Pruebe de slergenicidad

La suspension de polen ingolubilizado & una
concentracién de 1 mg/ml se pincha en la piel de pacienp'
tes alérgicos sensibles a le hierba. Al mismo tiempo se
pinchén en otras zonas de 1la piel de los mismos paclen—
tes el material de partide y 1a mezcla de fenol/solucién
salina respectivamente, La superficie de los cardenales
se mide al cabo de 10 minutés ¥y se exnresan en la Tabla
IIT en mm®, Puede observarse que el material insolubili-
zado a una concentracidén de 20 veces la del material de
pertida presenta menos del 1 % de su elergenicidad; la
alergenicidad retenida es por lo tanto despreciable cuan
do se compara con la del materisl de partida.

TABLA III

Extracto de polen BExtracto de pie

Pacien de pie de galloin de gallo purifi
te solubilizado cado Fenol/sol.
—n 1 mg/m1 50 ug/ml —salina
1 4 14 0
2 3 3 0
3 1 12 1
4 1 12 1
Total 9 69

Prueba de inmunogenicided

Se realiza como en el Ejemplo 2, & excepcidn
de que el materieal insolubilizado y el material de parti-

da son emulsionados haste una concentracidn de 10 mg/ml.
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"Los resultados se encuentran en la Table IV. Puede 0b-

servarse que el material insolubilizado retiene la es—

pecificidad inmunizante del material de partida.

TABLA IV

Meterial Didmetro del cardenal (mm) pera las cantie

Cobg inmuni -~ dades de extracto de polen de pie de gallo

ye zante actado intrevenosament

e (5 ma) 3 __133‘ T ._;_4as ..;__*EL

1  Extrecto 14 13 10 -
de polen - ,

2 de pie 17 15 12 11 10 -
ds gallo

3 purifi- 16 15 12 12 12 9
cado

4 16 15 10 10 10 -

5 Extracto 14 12 8 - - -
de polen

6 de pie 14 11 9 7 - -
de gallo

T insolu- 12 11 8 - - -
biliza- _ '

8 do 12 10 1 - - -

' EJELMPLO 4
Preperacidn de derivado ingoluble de alér con_cloro-

formiato de benzoilo

Se disuelver 50 mg de un extracto de polen de
ple de gallo parcialmente purificado en 5 nl de solucidn
reguladora 0,2 M de acetato sédico a pH 5,3. Se afiaden
5 ml de cloroformiato de benzoilo al 20 % en clorofdrmo
y 1@ mezcla se agita a la temperatura ambiente durante
2 hores. El precipitado se recoge por centrifugacidn, se
lava tres veces en alcohol absoluto (15 ml) y tres veces
en solucibn reguladora al 0,5 % de borato (15 ml) a pH

8,85 y finalmente se suspende en fenol/solucidn salina.
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Prueba de gleruxenicidad

Ia suspensidn de polen insolubilizado & una cop

centracién de 1 mg/ml se pincha en la piel de pacientes
alérgicos sensibles a la hierba. Al mismo tiempo, se'pig
chan en otras zonas de la plel de los mismos pacientes
ol material de partide y la mezcla de fenol/solucidn sa-
lina respectivanmente, La superficie de los cardenéleglse
mide al cabo de 10 minutos y se expresa en la Tablae f‘\
en mm®. Puede observarse que el material insolubilizado
a ung concentracidén de diez veces la del material de par-
tida presenta menos del 1 % de su alergenicidad; la aler-
genicidad retenide es por lo tento despreciamble cuando
ge compara con la del material de paftida;

TABIA V

Extracto de polen Extracto de pie
Pacien de pie de galloin de gallo purifi

§g so%ubi izado =~ 100 cago Feng%{sol.
1 2 30 2

2 0 20 0

3 0 21 0

4 0 23 0
Total 2 94

Prueba de inmunogenicidad

Se realiza como en el Ejemplo 3; los resultados
se encuentran en la Tabla VI. Puede observarse que el
material insolubilizado retiene la egpecificidad inmuni-

zante del materiaml) de partida.
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TABLA VI

Material Didmetro del cardensl (mm) para las canti-
Coba inmuni - dades de extracto de polen de pie de gallo

zante ‘T‘—W&%'
nt (5mg) 100 pz 0 pe Ipz 0.1 pg 0,07 ug 0,007ng

1 Extracto 14 14 10 10 9 17
de polen

2 de piede 14 12 8 T 6 -
gallo pu-

3- rificado 12 11 10 9 -
Extracto 13 10 10 8 - -
de polen
de piede - - - - - -
gallo in :

6 solubili 11 10 7 @ = - -
zado

. En resumen, la Patente de Invencién que se soli-

cite deberd receer sobre las siguientes:
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 XCOOR, donde X es flior, cloro, bromo o yodo y R es un

.grupo alifdtico, aroﬁético, arilalifdtico o heterocicli-

—.3“/ 843

REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la preparacién de un mg

terigl alergénico modificado, caracterizado por tratar

el material alergénico con un haloformiato de férmula

co que puede 1levar o no sustituyentes, & un pH compren~
dido entre 1 7 y recuperar después el material aler-
génico modificedo resultante.

2. Un procedimiento segin le Reivindicacién 1,
caracterizedo por tratar con el haloformiato la fraceidn
protefnica de un extracto acuoso del material alergénico.

3. Un procedimiento segin las Reivindiceciones 1
6 2, caracterizado porque el haloformiato es un cloro-
formiato.

4. Un procedimiento segin cuslquiera de las pre-
cedentes rei&indicaciones, caracterizado porque el halo-
formiato es un haloformiato de alquilo, arilo o aralqui-
lo.

5. Un procedimiento segin las Reivindicaciones 1
8 2, caracterizado porque el haloformiato es cloroformia—
to de metilo, cloroformiato de etilo, cloroformiato de
propilo, cloroformiato de butilo, cloroformiato de ciclo~
hexilo, cloroiormiato de fenilo o cloroformieto de ben-
cllo.

6. Un procedimiento segin cualquiera de 1las pre-
cedentes reivindicaciones, caracterizado porque el tra-
tamiento con haloformiato se realiza a un pH comprendido
entre 4 y 6.

7. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 6,
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caracterizado porgue el pH empleado es alrededor de 5.

8. Un procedimiento segin cualquiere de las
precedentes reivindicaciones, caracterizado porgue la
temperatura empleads es alrededor de 20°¢,

9. Un procedimiento segin la Reivindicecidn 1,
caracterizado por preperar un material alergénico modifi-
cado insoluble en agua por tratamiento de la fraccidnm

proteinica de un extracto acuoso de alérgeno con un clo-

~ roformiato de hidrocarbilo, por ejemplo un cloroformiato

de alquilo, arilo o aralquilo, & un pH comprendido entre
1y 7 y recuperar el material insoluble en agua.

10. Se reivindica por d4ltimo, como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se soli-
cita: "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN MATE~
RIAL ALERGENICO MODIFICADO",.

Todo conforme queda descrito y reivindicado
en la presente Mamorla descriptiva, que consta de dieclo=-

cho péginas mecanografiadas,

Maedrid, 24 Octubre 1969
BERNARDO UNGRIA
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