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Se ha sabido desde hace macho que diversos indi­

viduos, por contacte, y particularmente inhalación, de c i­

ta ?  p a rtícu las o sustancias orgánicas que existen  en l a  

naturaleza y s in té t ic a s , desarro llan  reacciones a lé rg icas 

c a ra c te r ís t ic a s  ta le s  como estornudos, activación  de glán­

dulas mucosas, edema lo c a l, erupciones en l a  p ie l, y vaso- 

d ila tac ió n . E stas reacciones son denominadas comúnmente 

"fieb re  del heno", y aunque l a  reacción no es grave por si 

misma usualmente, puede conducir a complicaciones, tanto 

f i s io ló g ic a  como sicológicamente. En un niño pequeño, l a  

presencia constante de un estado alérgico  causa a menudo 

deformaciones permanentes en el cuerpo, y particularmente 

en l a  estructura fa c ia l ,  por no mencionar lo s  efectos s i ­

cológicos de un m alestar siempre presente. Los estados as­

máticos están  también íntimamente relacionados con la s  reqc 

clones a lé rg ica s , y también pueden causar complicaciones 

más graves. La c ien cia  módica reconoce ahr-rs. a . l a  enferme 

dad fieb re  del heno como un estado serio  que ba de tr a ta r ­

se con cuidado y concienzudamente.

Respecte a e llo , también se ha sabido durantr 

algún tiempo que* lo s  extractos de l a s  sustancias a l orgáni­

ca o antagónicamente activas antes indicada?, cuando son 

inyectados subcutáneamente, a liv ian  e sta ?  reacciones a lér­

g ic a s . El mecanismo fis io ló g ic o  exacto dp este.tratam ientc 

conocido en l a  técn ica come h iposen sib ilisación , no ha sid 

aún explicado completa y satisfactoriam ente. Sin embargo, 

se han avanzado d iversas teo ría?  que intentan exp licarlo . 

Una de ta lco  teo ría s  supone l a  formación de lo s  llamado^ 

anticuerpos de bloqueo o neutralizadores, causada por l a  

inyección del extracto, mientras que otra teo ría  postula

T  K  ^  ^  ^
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que tul tratamiento fomenta la formación de una unión en­
tre el antí.gcno (o alóygouo) y el anticuerpo, en la oir en 
laclen libre más que en el 'tejido de choque.

ln la preparación de tales extractos alcrgénico
ha. Sido pi ' , 4* * - - -  ̂  ̂L"2 C C Ot T.1'1 ol pas alo' sim

cas tañe n. a orgánica ofensor a, que causa

ca, con ur flu ido  á0 oxtrs cción acuoso,

acóptab i f' -,.0, ta l  como una soluciór colina

l in a l i amento, al calin a. Tras separar

fin ido do oxtracció -< *{** <r̂ soluc ion que

oipios activeg ea ootorilisada y simplemente uc^da corno 
tal, desde luego tro? .hacer la dilución en serie apropiada 
lo la misma. En tal mótelo de extracción., el fluido de 
extracción fisiológicamente aceptable se elige y destina 
a proteger la integridad estructural de la molécula anta­
gónica.

un método que produce un extracto alergénico más completo 
y eficaz. Hete procedimiento está descrito en las paten­
tes Y2.UU. nB 3.148.121 y 3.243.122, y comprendo brevemen­
te tratar una sustancia alorgánica entera, sin quitar la 
grasa, con un fluido extractor contituido por una amina 
terciaria heterocíclica acuosa, separar del residuo la fa-

!
I se líquida que contiene los principios activos, despreciar
el residuo y, para eliminar do loe principios activos la ¡¡
amina terciaria heterocíclica, añadir anua y una solución¡

"* ¡
de alumbre al extracto, para precipitar del mismo los prin­
cipios activos, luego se lava el precipitado varias vecesj
con agua, nara eliminar toda la amina terciaria het̂ rocí-¡

. '  ̂ ) clica y el exceso de alumbre, y finalmente os suspendido ¡
T  *?  FT 4̂  !
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de nueve en un vehículo fisiológicam ente aceptable, t a l  

como, por ejemplo, una solución tampón de fo sfa to .

Se cre ía  inicialm ente que l a  inclusión de l a  am:. 

na te r c ia r ia  h e te rcc íc lica  en el procedimiento producía 

simplemente un extracte alergénico más completo, dado que 

en el extracto estaban incluidos lo s  constituyentes solu­

b les en l a  amina, a s i  como la s  fracciones proteicas y de 

carbohidrato so lubles en agua. Sin embargo, ahora se cree 

que l a  naturaleza química reactiva  de l a  amina te rc ia r ia  

h ete ro c íc lica  puede causar- una modificación estru ctu ral 

de l a  molécula antagónica, lo  que produce un extracto pa­

ra  tratamiento alorgánico que es e ficaz  y e stá  re la tiv a ­

mente exento de reacciones secundarias constitucionales.

Con todo lo  e ficaces y ventajosos que h^n resu l­

tado ser estos extractos alergénicos extraídos con amina 

te r c ia r ia  h ete ro c íc lica  y precipitados con alumbre (llama­

dos en lo  sucesivo extractos 3PPA, ya que l a  p irid in a  es 

l a  amina te r c ia r ia  h etero c íc lica  preferib le  usada en ta l  

procedimiento), han aparecido en e l curso de lo s  afíos va­

r ia s  lim itacion es. Respecto a e llo , se halló  que este  t i ­

po de extracto no podía ser usado para fin es de ensayos 

en l a  p ie l , situación  que lo s expertos en a le rg ia  c lín ica  

desean usualmente ev itar , dado que prefieren  usar e l mis­

mo extracto cara diagnosis y tratam iento. Con.tal método 

usando el mismo extracto se asegura que el tratamiento im­

p lic a  exactamente e l antígeno que haya resultado ser causa 

de l a  reacción a lé rg ica  de la. p ie l . Se cree que l a  anterjo-r 

lim itación  de lo s  extractos EPPA es debida a l a  in solubil: 

dad del precipitado y/o a l a  formación de un complejo entre 

e l antígono extraído con amina te r c ia r ia  h etero c íc lica  y

4 -29 .12 .69
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e l alumbro usado en l a  precip itación  del antígcno a p a rt ir  

dol flu ido  de extracción.

Además, loe parámetros dé procedimiento para pro 

parar entíbenos EPPA usando lo s  métodos de l a  técn ica snt 

r ic r  son bastante largo s, y e l rendimiento deja mucho que 

desear, en decir, e? del orden de aproximadamente 50 % de 

la s  UNP (unidades do nitrógeno proteico) originalmente ex­

tra íd a s .

Además de la s  anteriores desventajas, también 

se han señalado algunas situaciones en la s  que ha sido 

e ficaz  un extracto del tipo acuoso, mientras que el extrac- 

i to  BPPA ha sido relativamente in e ficaz , y viceversa.

Por tanto, un objeto de l a  presente invención 

es proporcionar un extracto, alergenico más v e r sá t il  y e f i ­

caz que el producido por los métodos acuoso y EP?A de l a  

técnica anterior.

Otro objeto es proporcionar un procedimiento me­

jorado para proparar extractos para ensayos alergónicos, t  

extractos para tratamiento de la rg a  acción, usando un mé­

todo común de extracción de antigeno.

Aun otro objeto es proporcionar un método de ex­

tracción acuosa y con disolvente orgánico combinados, con 

el que se recupera en su tratamiento sustancialmente todo 

el m aterial antígeno.

Estos y otros objetes que serán evidentes per l a  

siguiente descripción y l a s  reivindicaciones adjuntas, se 

consiguen: (1) extrayendo l a  su stan cia  alergénioamcnte ac­

tiv a  con un flu ido  de extracción acuoso; (2) separar el 

flu id o  de extracción acuoso, que contiene lo s  prin cip ios 

activos solubles en agua, del-., m aterial insoluble en 'é l

3 / ^ 2
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contenido; (3) someter e l m aterial insoluble a extracción 

con un disolvente orgánico como flu id o  de extracción; (4) 

separar e l disolvente orgánico, flu ido  de extracción, del 

m aterial insoluole en e l contenido; (5) separar del d i­

solvente orgánico loo princip ios activos contenidos en el 

d isolvente orgánico"; y preferiblemente ( 6) combinar lo s  

prin cip ios activos solubles en agua con lo s  princip ios ac 

tivos solubles en disolvente orgánico.

E l procedimiento según l a  presente invención 

es ap licab le  a todas l a s  sustancias alerrénicamente a c t i­

vas, tanto de origen natural como preparadas sintéticamenL 

te . Entre ta le s  sustancia? se incluyen lo s  polvos, t a l  co 

mo el polvo ordinario que se h a lla  en lo s  hogares y se 

recoge con asp iradoras, y e l polvo que se h a lla  en in sta­

lacion es de manufactura, t a l  como serrín , e p ite l ia le s , 

ta le s  como caspa de gato, perro, caballo y conejo; p lu ­

mas . ta le s  como la s  de ganso y pollo ; sem illas, ta le s  co­

mo l a  sem illa  de algodón y capoc; in sectos y emanaciones 

de in sectos, ta le s  como abejas, crabrones y mosquitos; 

polen de árboles, hierbas y mal-as hierbas, ta le s  como am­

brosía , d a c t i l i s ,  arce, álamo; mohos ta le s  como Aspergil3 Ü.2

niger y A lternarla; productos químico? s in té tico s comple 

jo s , ta le s  como an tib ió tico s, y sim ilares.

Inioialmente, l a  sustancia alergénicamente a c t i­

va es extraída con un flu ido  de extracción estrictamente 

acuoso. Este método in ic ia l  de extracción es e l mismo que 

?e usa para preparar lo s  extractos alergénieos acuosos de 

l a  técn ica anterior, ? im plica simplemente poner en con­

tacto  l a  su stancia alergénicamente activa  con agua o un 

flu id o  de extracción acuoso tamponisado o isotónico. Entr

-  6 -
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t a le s  fin id os do extracción se incluyen l a  solución s a l i ­

na temporizada o de Evan: solución de Coca, que compren­

de bicarbonato sódico, cloruro sódico y fenol; solución 

g lice ro sa lin a  o de S t ie r ; dextrosa o solución de Ungar; 

soluciones tamponlsadas con fo sfa to ; solución sa lin a  f i ­

sio ló g ica ; solución de hidróxido sódico 0,11?; solución 

sa lin a  alcohólica; solución sa lin a  de dextrosa; e tc . Ta- 

le s  soluciones son bien conocidas por lo s  expertos.- en la  

técnica de tra ta r  pacientes a lérg ico s, y en cualquier tex 

to elemental sobre a le rg ia  se puede h a lla r  una formulacíóp: 

más completa, incluyendo l a  concentración de lo s  ingre­

dientes. E stas soluciones constituyen, todas, métodos sua 

ves de extracción, y están destinadas a proteger l a  inte 

grtdad estructural de l a  molécula de alérgeno o antígeno 

ofensor. E stas soluciones acuosas de extracción tienen 

usualmente un pH ajustado de aproximadamente 6,5 a 8, 0.

En l a  preparación de este  extracto acuoso in i­

c ia l  del alérgeno, l a  sustancia natural, tra s  elim inar 

contaminante" f í s ic o s  y pulverizar o gubdividir, de forma 

apropiada, s i  es necesario, es puesta en contacto con ol 

flu id o  de extracci ór. durante un periodo de aproximadamen­

te 1 hora a 3 d ías o más, con ag itación  ocasional. Prefe­

riblemente, l a  extracción se hace con agitación  continua 

durante un periodo de 4 horas. También se puede quitar l a  

-rasa  del alérgeno antes de ponerle en contacto con e l 

flu ido  acuoso do extracción; sin.embargo, en c ie rto s caso 

esto , o e-s innecesario, o se cree que elimina material, 

ontígeno valio so  .

Tras l a  extracción in ic ia l  con el flu id o  acuoso

-  7 -
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e l m aterial insoluble o residuo contenido en el flu ido  de 

extracción es separado del flu ido  acuoso por un procedi­

miento ta l  como centrifugación o f i lt ra c ió n , y es lavado 

v aria s veces con agua o con flu ido  de extracción adicio­

n al.

E l m aterial insoluble o residuo que queda de 

l a  extracción in ic ia l  con el flu ido  acuoso es sometido 

luego a extracción y tratado con un disolvente orgánico, 

para eliminar del mismo lo s  princip ios activos insolubles 

en agua. Aunque se puede usar un disolvente orgánico no 

acuoso, e l flu id o  p referib le  para ser usado en e sta  extr; 

ción comprende una mezcla de una fa se  acuosa y una fa se  

de disolvente orgánico m iscible. E ste ultimo constituyen­

te de este  flu ido  de extracción puede comprender cualquier^ 

de numerosos d isolventes orgánicos, ta le s  como dioxano, 

2-propanol, sulfóxido de dim etilo, etílendiamina, hidrazi 

n-a, N-metilacetamida, piperidina, formamida, N, N-dimetil- 

formamida, N,N-dimetilacotamida, y otras sustancias orgá­

n icas sim ilares conocidas como disolventes de la s  sustan­

c ia s  p ro te icas. Preferiblemente, e l disolvente orgánico - 

es una sustancia'que contiene nitrógeno básico, t a l  como 

una-amina, y aún más preferiblemente es una amina te rc ia ­

r i a  h etero c íc lica , t a l  como, por ejemplo, p írid in a, deri­

vados de p ír id in a  ta le s  como lu tid in a , quinolina, cc lid in  

p icc lin a  y sim ilares* El sistem a disolvente orgánico pue­

de comprender también una mezcla de d iso lventes, a s í  como 

contener una fa se  acuosa.

Aunque e l efecto químico exacto de c ie rto s de 

l e s  disolventes orgánicos, ta l  como l a  p írid in a, sobre l a  

molécula, de antigeno o l a  estructura de l a  misma,^no se
K 9
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conoce con ninguna certeza, se cree que l a  naturaleza m-.y 

polar o "básica de estos disolventes hace que reaccionen 

con los: antigenos in solubles en agua, formando un ccmpucs 

to* con e llo s , o que se s ita re  de alguna asnera l a  comple- 

¿a estructura molecular de l a  proteína, carbohidrato, l i -  

poproteíha o polipóptido que forma l a  base de l a  natura­

le z a  alergéníca de l a  sustancia ofensora.

E l segundo constituyente, opcional, del presen­

te flu ido  de extracción, e s 'd ec ir , í a  fase  acuosa, puede 

comprender simplemente agua d estilad a , o preferiblemente 

una solución acuosa sa lin a  y/o a lca lin a . Respecto a e llo  

se puede emplear bicarbonato sódico, cloruro sódico, h i- 

dróxido sódico, tampones de fo sfa to , y sim ilares. Cuando 

so usan en el flu id o  de extracción sustancia? que tienen 

naturaleza a lca lin a , tal. como una amina te ro ia r ia  hatero- 

c íc lic a , este segundo constituyente acuoso puede consis­

t i r  también en un tampón que a ju ste  e l pH en un valor más 

neutro. E l pH resu ltan te  del flu id o  de extracción f in a l , 

preparado mezclando l a  fa se  amina orgánica disolvente y 

l a  fa se  acuosa, puede ser de aproximadamente 7,5 a 12,0 y 

preferiblemente se f i j a  en un. in tervalo  de pH más e stre ­

cho, de aproximadamente 9,0 a 12,0. Dado que ha resultado 

ser adaptable a l presente procedimiento una amplia varié-, 

dad do sustancias alergcnicas, e l pH del flu ido  de extract- 

ción, y l a  composición del mismo, pueden v aria r  ccr?idera¡- 

blomente. Por ejemplo, se sabe que el pelen de ambrosía 

tiene a lto  contenido toxico de grasa  o lip id o s , del que 

se ha sugerido que contribuye mucho a l a  naturaleza a le r-  

génica de e sta  sustancia. Al extraer este  polen de mala 

hierba se'puede desear aumentar l a  relación  entre fa se

*gy 'y? y-
.? "'j*. 1/ íi ') y
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disolvente orgánico y fa se  acuosa, para asegurar l a  solu­

b ilid ad  de todo e l m aterial líp id o . Sin embargo, se ha 

hallado que aproximadamente partes igu ales de fa se  d iso l­

vente orgánica y fa se  acuosa producen un flu ido  de extrae 

ción que tiene amplia ap iicah ilidad .

E sta  segunda etapa de extracción comprende 

usualmente mezclar e l  m aterial insoluble con e l flu ido  de 

extracción, y d e jar que l a  mezcla permanezca a uno. tempe­

ratu ra  de aproximadamente 20 a 253 C durante hasta aproxi­

madamente 11 d ia s , con o s in  agitación . Luego se separa 

e l residuo de l a  fa se  líq u id a , que en este  momento con­

tienen lo s  prin cip ios alorgánicos activos insolubles en 

agua o solubles en disolvente orgánico, tratados y solubi- 

lisa d o s , dejando que sedimente e l residuo' insoluble, cen­

trifugando l a  mezcla, o por un procedimiento de f i l t r a ­

ción ta l  come f i l t r a c ió n  con vacio. Luego se desprecia e l 

segundo residuo.

En e sta  etapa dol presente procedimiento, lo s 

p rin cip ios activos insolubles en agua, solubles en d iso l­

vente orgánico, han de ser separados del disolvente orgá­

nico o segundo flu id o  de extracción, queusualmente es f i ­

siológicamente inaceptable. E ste procedimiento de separa­

ción puede comprender l a  adición de un agente de precip i­

tación  ta l  como su lfa to  de aluminio y potasio , con lo  que 

lo s  princip ios activos son in so lu b ilizad os, o"eliminar 

e l disolvente por un procedimiento f í s ic o .  El primer pro­

cedimiento es conocido, en l a  técnica, y 'está d escrito  en 

la s  patentesEE.UU. ns 3.148.121 y 3.148.122-, antes mencio­

nadas. Sin embargo, e l procedimiento preferib le  e-s elim i­

nar físicamente, e l disolvente orgánico de lo s  principios

Etaa
1 o29.12.69



activos contenidos en é l .  neto se puede conseguir usando 

cualquiera de lo s  métodos conocidos para separar un s i s ­

tema disolvente do une sustancia d isu e lta  en é l .  f i ltre  t  

lo s  método^ so incluyen, entro otros, ol socado por l i c -  

í i l iz a c ió n  socado por pulverización, secado por vacio, el 

uso de aparatos secadores ro tato rio s de vacío, y sim ila­

re s . Las temperaturas empleadas en e sta  etapa, de secado p 

den ser desde l a  mínima requerida para v o la t i l iz a r  e l li- 

quido do extracción, a l a  presión usada, hasta aproxima­

damente 858C; siendo opta última l a  temperatura usada en 

un método de secado por pulverización en el que e l antige 

no term elábil solo es sometido momentáneamente a t a l  tem­

peratura extrema. La presión empleada en e l sistem a de 

v o la tiliz ac ió n  depende análogamente del método e sp e c if i­

co usado, y puede v aria r  desde l a  presión atm osférica, o 

ligeramente mayor, hasta aproximadamente 30 mm Hg, t a l  

como se emplearía en una técnica de secado por l i o f i l i z a -

r no­

ción.

Se ha hallado también* que para eliminar lo s  ú l­

timos v e stig io s  del disolvente orgánico acuoso usado como 

flu id o  de extracción, es p re ferib le  dejar que e l antigeno 

en p artícu las, sustancialmanta seco, resu ltan te de l a  e t a ­

pa de v o la tilizac ió n , permanezca en un desecador de vacio 

durante aproximadamente 24 horas. E sta  etapa se puede efep- 

tuar a. temperatura ambiente o h asta  aproxiniadamente 45-C.

E l resultado del método anterior es una sustan­

c ia  alergénica o antagónicamente activa , seca, en partícu  

la s ,  que ha sido tratado con el flu id o  de extracción muy 

reactivc , contiene guatancialmente todos lo s  princip ios 

activos in solubles en a?ua de l a  su stancia ofensora o ri-

7 ^  9  ñ  2" i¿¡n ^  «¡¡i*
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g in al, y como se verá más adelante, es un extracto anti­

geni c o extremadamente v e r sá t il  desde e l punto de v is t a  de 

uso f in a l .

Otro medio de separar lo s  principios activos in 

so lubles en agua, del sistema disolvente orgánico, com­

prende e l uso de d i á l i s i s .  Cuando se usa p irid in a  acuosa 

como flu id o  de extracción, se ha hallado que es una ope­

ración  relativamente f á c i l  l a  eliminación de l a  p irid in a  

del extracto usando este método.

Para recap itu lar  el procedimiento de l a  presen­

te  invención h asta  este  punto: se han preparado dos extrac­

tos separados, comprendiendo e l primer extracto (1) un 

i sistem a disolvente acuoso que contiene lo s  princip ios ac­

tiv o s solubles en agua, y e l segundo extracto (2) lo s  

p rin cip ios activos solubles en disolvente orgánico, tr a ­

tados, en cualquiera de varias formas, es decir, un a lér­

geno insoluble en p artícu las, t a l  como e l obtenido por 

precip itación  con alumbre, una solución acuosa del a lé rg e ­

no, ta l  como l a  obtenida por d i á l i s i s ,  o un polvo seco, t¡al 

como el obtenido per v o la tiliz a c ió n  del sistema disolven­

te  orgánico.

Aunque lo s  dos extractos separados podrían usar­

se individualmente, es p re ferib le  y más conveniente reoom- 

binar lo s  dos ex tracto s. Esto produce un extracto único 

que tiene v aria s ventajas importantes, como sd. exp licará 

de forma completa más adelante. La recombinación v ariará  

según l a  forma f í s i c a  del antígeno soluble en disolvente 

orgánico, tra s  eliminar del mismo e l disolvente orgánico. 

Cuando el disolvente haya sido eliminado por d iá l i s i s ,  es 

simplemente cuestión de an alizar l a  solución restante, par

12
^ n
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determinar su actividad y simplemente mezclar l a s  porcio­

nes apropiadas de primer y segundo extractos. Tal como se 

usa en 'lo  sucesivo, e l extracto acuoso se denominará p r i ­

mer extracto, y lo s  princip ios activos extraidos por e l 

.d isolvente orgánico so denominarán segundo extracto.

Cuando e l sistema, disolvente orgánico ha sido 

eliminado por un procedimiento de v o la tiliz ac ió n , y lo s  

princip ios activos del'segundo extracto están en forma de 

polvo seco, el método más simple para combinar lo s  extrae! 

tos primero y segunde es por simple reconstitución del

polvo seco con e l primer extracto. El extracto acuoso 

transparente resu ltan te  puede ser después e ste r iliz ad o  y 

normalizado, como se d escrib irá  más adelante.

Otra variación  de l a  presente invención compren­

de combinar e l primer extracto con el precipitado de alu­

minio in solubilizado del segundo extracto, preparado como

se describe en la s  patentes BE.UU, nS -3.148.121 y 3.148.1^2. 

E l resu ltado es una combinación de primer extracto acuoso

y un segundo extracto precipitado con alumbre, de la rg a  

acción.

Se apreciará que l a  recombinación do lo s  extraed 

tos primero y segundo puede efectuarse en amplio in tervalo  

de relacion es, dependiendo del alérgeno concreto que se 

esté  extrayendo, a s i  como de l a  sen sib ilid ad  del in d iv i­

duo a lo s  diversos antigenos de l a  sustancia ofensora.

En esto  momento se apreciará que el extracto com­

binado puede ser tratado más, para proporcionar un

extracto alergánico en una forma e legida entre varias co­

nocidas en l a  técn ica de usar extractos alargándoos*. Así

l a  combinación puede ser simplemente d ilu id a  con un sisten .a
sry r?-:

F  Fá ? '
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disolvente acuoso fisiológicam ente aceptable, y ser usada 

como extracto para ensayo en p ie l para diagnóstico y como 

extracto para tratamiento de h iposen sib ilización . Entre 

ta le s  flu id o s fisiológicam ente aceptables se incluyan Is 

so lu ción "sa lin a o de 3van, l a  solución de Coca que compren­

de bicarbonato sódico, cloruro sódico y fenol, l a  solució 1 

g lio o ro sa lin a  o de S t ie r , l a  solución de dextrosa o de Un- 

gar, soluciones tamponizadas con fo sfa to , y sim ilares.

Un segundo método para seguir tratando e l extra}: 

to  combinado, cuando e stá  en forma completamente soluble, 

puede comprender l a  adición de un* compuesto de aluminio 

t a l  como alumbre potásico o hidróxido de aluminio, para 

in so lu b iliz a r  e l antígeno y proparar una forma de dosis 

terapéutica que tenga propiedades de desprendimiento len­

to . Respecto a esto , se ha hallado inesperadamente que el 

precipitado in so lu b ilisado  o producto de adsorción, usan­

do e l extracto combinado tratado con disolvente acuoso y 

orgánico, de l a  presente invención, es muy superior a lo s 

antígonos precipitados con alumbre, de l a  técn ica anterior, 

a p a r t ir  de soluciones de lo s  mismos por extracción e s t r i  

tamente acuosa, de l a s  que se ha eliminado la .g ra sa . Mien­

tr a s  que ta le s  preparaciones de l a  técn ica anterior son 

de naturaleza gelatin osa, y farmacéuticamente- inaceptables 

l a s  presentes preparaciones están en forma de p artícu las 

y suspensiones homogéneas, y tienen un aspecto farm acéuti­

camente elegante.

Se debe observar aquí que también se ha hallado 

inesperadamente que e l rendimiento de precipitado a  p artíi 

del extracto reconstitu ido , usando un compuesto de alumi­

nio ra ra  in so lu b iliz ar  e l antígeno, es teatralmente mayox

-  14 -
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cite el obtenido usando el procedió.i-nto EP"'A 3o l a  t-ócnic 

an terior. Por ejemplo, so consiguen rendimientop do arrox'

madamentc 40 a 50 % usando o- procedimiento "¡A d  ̂ l a  t á ­

nica anterior, mientras que en el presente procedimiento 

a? obtiene un rendimiento do aproximadamente 7C a 90 ;í. 

Este rendimiento <33 óslen la tornando como base el nitróganó 

proteico del flu ido  de extracción, en comparación con el 

nitrógeno proteico del precipitado ineolübilizado c del 

producto de adsorción.

En este  método de im o lu b ilizac ió n  puede aSadir^- 

i na una cantidad o^tequionótrica de aluminio, y simplemente 

} extenderse l a  solución basta  l a  potencie, apropiada, cor. 

flu ido  acuoso adicional; o bien so puedo añadir un exceso 

de compuesto de aluminio, y r e t ir a r  el precipitado o pro­

ducto de adsorción do l a  parte que sobrenada, lavándole y 

suspendiéndolo de nuevo en un flu id o  acuoso f i s io ló g ic a ­

mente aceptable.

Para asejp.irc-r que 31 extracte alergénico sea 

e s t é r i l ,  ce p ráctica  usual pasar una solución que conten­

ga e l extracto antígano term alábll a través de un f i l t r o  

bacteriano, llamado más comúnmente f i l t r o  Se itz , de adero- 

poros, 333.11 ipore (marca reg istrad a) o do membrana. Tales 

métodos son bien conocidos en la .té c n ic a , y están d escri­

ta s  en diversos textos re la tiv o s a e l la .  En l a  presente 

invención, t a l  e ste r iliz a c ió n  puede ser efectuada en. cual­

quier face líq u id a , siempre que e l antíganc esté en solu­

ción. Por ejemplo, se puedo e s t e r i l iz a r  tanto el primer 

como el segundo extracto, o se puedo e s te r i l iz a r  e l oxtr 

to combinado f in a l , por f i lt ra c ió n . Desde luego, se apre­

c ia rá  que una técnica de socado por pulverización puede
"? **"3
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efectuar l a  e ste r iliz a c ió n  del producto seco resu ltan te , 

cuando se u sa e s ta  técn ica para preparar e l segundo extra' 

to , v hacer in necesaria tal. operación de f i lt r a c ió n  bactej ía

Haciendo referen cia  ahora a l a  forma de use de 

l a  presente preparación, ta lo s técnica? son también bien 

conocidas en l a  técnica, y se pueden desglosar en dos ca­

teg o ría s , es decir: (1) extractos para ensayo en l a  p ie l 

o diagnóstico, y (2 ) extractos de tratamiento o terapóuti 

eos. Los extractos para ensayo c diagnostico son de natura 

lo za  primordialmente acuosa, y se usan poniendo una gcta 

del extracto esp ecífico  sobre l a  p ie l del individuo o ani­

mal que se e stá  sometiendo a ensayo, y raspando l a  superfi­

cie de p ie l bajo e l extracte. Si después- de un periodo de 

tiempo más bien corto aparece una erupción o ronchas, es 

fu erte  indicación de que e l individuo es alérgico a l an tí 

geno concreto usado en e l ensayo. Otro método de ensayo 

comprende l a  inyección intracutánee. del extracto, y une- 

observación subsiguiente de la  formación do ronchas.

La segunda categoría de extractos, extractos de 

tratamiento o terapéutico?, puede comprender lo s  extractos 

acuosos, precipitados con aluminio, de depósito y sim ila­

re s . S I  uso de ta le s  extractos de tratamiento comprende la  

inyección subcutánea do una solución extremadamente d ilu i­

da del antígeno, seguida por subsiguientes inyecciones disu­

r ia s  o semanales de concentración gradualmente on aumento. 

Debido a l extremadamente amplio in tervalo  'de sen sib ilid a­

des de lo s  diverso? individuos, y a l a s  d iferentes caracte 

r i s t i c a s  de desprendimiento de la s  d iversas formas terapen 

t ic a s  del antígeno, el régimen de tratamiento es decidido
T  y  K
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por e l c lín ico  según lo s  caros individúalos.

Respecto a l a  d osificac ión  o potencia del extrae

to, lo s  productos 

trados o d ilu idos

de l a  

según

presente invención pueden ser 

l a  concentración básica del e

concen­

to in ic ia l  y l a  potencia deseada para el extracto f in a l .

SI medio más común, aunque no enteramente sa t is fa c to r io , 

para normalizar e l extracto, es el a n á lis is  de 3a solución 

para determinar l a s  UN? o unidades de nitrógeno proteico, 

fa d efic ien cia  do este  método, evidentemente, es que no

todas l a s  fracción ? auti, -o ni cas del extracto son necesa­

riamente proteicas, sino que pueden-ser de carbohidratos,

Hipidos u otras moléculas no nitrogenadas. Respecto a l a
¡
¡potencia del extracto, l a  p ractica  usual es normalizar ex­

tracto s de tratamiento a desde aproximadamente 1 0 a aproxi­

madamente 5000 UKP, según l a  correlación entre e l carácter 

antigénico y e l nitrógeno proteico. Los extractos de t r a t a ­

miento se f i ja n  usualmente a desde aproximadamente 10 UNP 

hasta aproximadamente 20.000 UN?, usándose lo s  extractos 

de menor potencia en l a s  fa se s  in ic ia le s  de l a  terap ia  de 

h iposensibilización , y lo s  extractos de mayor potencia co­

mo d osis de sostén o mantenimiento, a mayores in tervalos 

3c tiempo.

l a  presente invención es ilu strad a  por lo s  s i ­

guiente? ejemplos, pero no hay intención de lim itar  a e llo s  

el ámbito del presente procedimiento o producto.

Ejemplo 1

Se eliminó l a  grasa de 50 g de polen de ambrosía 

corta  (Ambrosia A rtem isifo lía), cinco veces, con porciones 

de 250 mi de éter e t í l ic o .  En cada operación de elim in ad

17
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de grasa , ol éter fué eliminado por decantación, t r a s  dejar 

que sedimentara e l residuo de pc-len. E l éter que contenia 

l a  fracción  l íp id a  del polen fué despreciado, y e l polen 

desengrasado fué secado bajo presión reducida. El polen de 

sengrasado secado fué sometido luego a extracción ccn 350 

]hl de agua d estilad a , a 252 C, durante 5 horas, con ag ita­

ción constante. E l flu id o  de extracción fué f i lt r a d o  luego 

a través de un embudo Buchner, y e l m aterial de polen inso 

luble en agua, que estaba sobre e l f i l t r o ,  fué lavado varijas 

veces con agua ad icion al. El f i lt ra d o  y lo s  lavados fueron 

combinados luego, y analizados para determinar l a s  UN?. Se 

halló  que se extra jo  con el flu ido  acuoso aproximadamente 

e l 25 % del peso orig in al del polen, o 122.800 UNP. Una 

nueva extracción ccn agua no consiguió eliminar del r e s i­

duo de polen nada de principio activo adicional.

E l residuo de polen insoluble en agua, de l a  

primera extracción acuosa, fué luego sometido de nuevo a 

extracción con 350 mi de una solución 1 : 1 (vol : vol) de 

p irid in a  y una solución de hidróxido sódico 0, 1N, durante 

3 d ia s , a temperatura ambiente. El recip iente de extracción 

fué agitado ocasionalmente durante este  intervalo de 3 d ía s . 

Este segundo flu ido  de extracción fué f i lt ra d o  luego a tra  

vés de un embudo Buchner, fué d ializado  frente a agua des­

t i la d a , usando una membrana ce lu ló sica , para eliminar l a  

p irid in a , y fué centrifugado durante 15 min a 37.000 RC?.

El liqu id e  transparente que sobrenadaba, denominado según 

do extracto, contenía 312.000 UKP y se determinó su conten 

do de m aterial Antigeno E o del tipo de Antígeno B, mediar 

te l a  técn ica de Uuchterlony, usando antisuero de conejo 

para e l Antígeno E. Se observaron la s  lín eas de p recip itin a
p=¡ C-.
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que indicaban l a  presencie do m aterial tipo Antigeno *3.

Se considera que esto.constituyente especifico  del polen c 

Ambrosía es l a  causa prim aria de l a s  reacciones alergón j- 

cas en lo s  individuos sen sib les a l a  ambrosía.

Luego se combinaron lo s  extractos primero y se­

gundo en-relación 1 :1 . E l extracto combinado s<g útil, en 

e l diagnostico y tratamiento (h iposensib ilisaoión) de in­

dividuos a lérgicos e l rolen de ambrosía.

EjAmule 2

2 volúmenes de lo s  extractos primero y segundo,

preparados como en el ejemplo 1, y combinados en relación

¡1: 1, fueron tratador con 1,1 volúmenes de su lfa to  de alu- 
!
¡minio y potasio a l 2%, en H^SO. 0,25N. El precipitado ene¡ ¿ *t-
¡se formó (rendimiento 72p) fu s lavado ccn agua d estilad a
!
jy suspendido de "nuevo en tampón de fo s fa to . E sta  suopensic'n

¡es ú t i l  como extracto alergeaico de desprendimiento len to ,
!
en el tratamiento de individuos su scep tib les al polen de 

ambrosía.

Ejemplos 3 a 7 '

Se re p itió  e l ejemplo 1, salvo en que se su s t i­

tuyó e l pelón de ambrosía por polvo casero, pelón de timo- 

tea , pluma? de pollo  y polen de abedul. Los extractos com- 

¡binados son ú t i le s  para dia-cnaosis de reacciones a ló rv jcas
l " ' - '
por ensayo en p ie l, o para terap ia  por h ip osen sib iü za- 

ción.

La presente so lic itu d  que corresponde a l a  pre­

sentada en lo s  Estados Unidos de América el 24 de Enero de 

1.969, con el número 793.911, se acoge a lo s  ben eficios del
*B-s
¿7 th*- 6 i.- ^3 ¿  O
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rí u T A

Los puntos de invención propia y nueva que se 

presentan para que sean objeto de e sta  so lic itu d  de Paten­

te de Invención en España por VEINTE años, son lo s  siguíen 

te s :  .

13.- Procedimiento para preparar un extracto de 

una sustancie, ac tiv a  capaz de producir una respuesta a ler— 

genica y que contiene princip ios fisiológicam ente activos, 

e l  cual procedimiento comprende: A) extraer l a  sustancia 

ac tiv a  con un flu id o  acuoso de extracción; B) separar e l 

flu id o  acuoso de extracción, que contiene lo s  principios 

activos solubles en agua, 3el m aterial insoluble contenido 

en ól: 3) someter a extracción el m aterial insoluble con 

un disolvente orgánico como flu ido  de extracción; D) sepa­

rar  e l disolvente orgánico usado como flu ido  de extracción 

que contiene lo s .p r in c ip io s  activos solubles en disolven­

te  orgánico, del m aterial dnsoluble contenido en ól; y E) 

separar del disolvente orgánico lo s  prin cip ios tactivos con 

tenidos en e l d isolvente orgánico.

23 .- Procedimiento según l a  reivindicación  1, 

donde lo s  p rin cip ies activos solubles en agua son recombi 

nados con lo s  p rin cip ios actives solubles en disolvente 

orgánico.
ñ  Q^  F  ̂ T'. ¡í yf
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38.-  Procedimiento según l a  reivindicación  1, 

donde el disolvente organíce es una amina te rc ia r ia  hete- 

ro c ic lie a .

48.- Procedimiento según l a  reivindicación  3, 

donde l a  amina terc iaria , h cterocíclics, so e l 3ge dol grupo 

que consta de p irid in a , quinclina, lu tid in a , colid ina y 

yi colina.

- 53.- Procedimiento según l a  reivindicación i ,

donde le. amina te r c ia r ia  hetorocíclics. ce p irid in a .

68.- Procedimiento según l a  reivindicación  1, 

donde el disolvente orgánico es una combinación de agua y 

una amina te rc ia r ía  orgánica.

78 .- Procedimiento según l a  reivindicación  1, 

donde e l disolvente orgánico es una combinación de solu- 

oión d ilu id a  de hídroxide sódico y p ir id in a .

8 s .-  Procedimiento según l a  reivindicación  1, 

donde l a  separación de lo s  princip ios activos y e l d iso l­

vente orgánico se efectúa mediante d iá l i s i s .

$ 5 Procedimiento según l a  reivindicación 1, 

donde l a  sustancia capas de producir una respuesta alorgá­

n ica  es un inhalante. .

1 0 8 .--Procedimiento según l a  reivindicación  9, 

donde l a  sustancia Inhalante se e lig e  del grupo do alérge­

nos que consta de pólenes, polvo casero, e p ite lio , mohos, 

m ateriales de in sectos, sem illas y plumas.

118.-  Procedimiento según l a s  reivindicaciones 

1 y 2, donde se anado un compuesto de aluminio a lo s  prin­

cip ios activos en solución, insolubilisando a s í dichos pri 

c ip io s activos. -

128.- Procedimiento según l a  reivindicación. 11,

3 7 5 2 0 2-  21
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donde e l compuesto de aluminio es su lfa to  de potasio  y alu­

minio.

13-.-  Procedimiento para preparar un extracto de 

una sustancia  ac tiv a  capaz de producir una respuesta a lc r-  

¿enica y que contiene princip ios f is io ló g ic o s  activos.

Tal y como se ha descrito  en l a  Memoria que ante­

cede y para lo s  fin os que so han especificado.

E sta  Memoria consta de veintidós hojas e sc r ita s  

¿ máquina por una so la  cara.

Madrid, 7 EME. ÍSF¡̂ /

P. A.
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