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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente 2 la solicitud de concesién de una

PATENTE DE INVENCION

RESIDENCIA: Beecham House, Great West Road, .

Brentford, Middlesex, Inglaterra.

ENUNCIADO-UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE

UN PREPAIADO FARMACEUTICO A BASE DE UN

MATERTAL ALERGENICO MODIFICADO.

Prioridad: Patente britanica n°%9289/69 del 6.4 8.69
" britinica v 23621 . " 15.5.70
" brit nica 2%853 " 16.5.70
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en su organismo, estimulada ror el extracto administrzdo.

Este invento se refiere a agenfes desensibilizantes
o inmunizantes en el tratamiento de los estados hipersensi«
bles o alérgicos y & un nétodo pare =u preperaciéne.

Eg sabido que algwos individuos son alérgicos o
hipersensibles & ciertos materisles elergénicos como pdle-
nes, polvo doméstico, piecles de gato, cereales y hudspedes
de otras sustenciss comunes. Estos individuos pueden expe~
rimentar molestias agudas coﬁo resultado de sus condicionesd
alérgicas que pueden nanifestarse en enfermsdades iales co-
no asme, fiebre del heno, eczeme, dermatitig ¥ jaquece. En
consecuencia, se continde trabajando para encontrar itrata~
nientog edscuados que aelivien el'sufrimianto del paciente
elérgico. ' |

Una tdenica que ha sido_utilizada en el pasado sn
el tratamiento de las condiciones alérgicaa €s la llanadea
torapia de "desensmibilizacién", El paciente sometido a es-
ta ferapia recibe repetidas veces dosis graduslmente cre—
cientes de un extracto del material o materisles alergéni-
cos particuleres a los cuales es sensible. Al finel do un
curso de tratamiento, la registenciz hatural del paciente
al alérgenp en general ha cumentado considereblemente, po-

siblemente como resultado de la acumulacidn de anticuerpos

Como se observard esta terepia de desengibilizecidn
adolece de ciertos incomvenientes, &e los cuales no el ndg
pequelio reside en las posibilidades de gus pueda serradmiu
nistfa&a inadvertidamente wna dosis peligrosanente elevada
de alérgeno, dendo luger a una reaceidn enafildctica gene—
ral en el paciente. Se ha sugerido que este problema so re-

solveria si fuera posible modificaer el material elergénico
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“deidag.

" no, tal como polen, por extraccidm de 1a sugteancis que con

, tiene el alérgeno con un disolvente adecuado, generalmente

~hidrato de carbono libre. El extracto alergénico general-

de tal forma Que au alergenicidad se_fedujéra con relacidn
a sus propiedades de degensibilizacibn y/o inmunizocidne
En otras palabras, si pudlera hacerse inofensivo ol mate-
rial alergénico, o'por lo menos menos perjudiciel para el
paciente sensible, conservando al mismo tlempo su capaci~
dad para estimular la produccidén de anticuerpos, podria
eliminarse uno de los inconvenientes principales de la to-
rapia de desensibilizacidne

)

De acuerdo con el presente invento, proporciongmos
un procedimiento pera la preparacidn de un material alergt-
nlco modificado, cuyo procedimiento comprende la reaccibn
de un material alergépico con un polialdehido, una police-
tona, una cerbo~di-imide, una epihalohidrina o un cianato
inorgénico, con la condicidén de que cuando .se emplea un '

cianato inorgdnico la reaccién se efectiia on condicicnes

El materilal de partida alergénico que es wodifilcedo
de acuerdo con el procedmmlento de epte invento puede sex

obtenmdo o partir de uns sustancia que contenga el alérge-

acuoso, por un método conocido. El extracto alergénico ob~
%enido de esta forms egtd constituldo principalments por

proteina o glicoproteina, habitualmente contaminada con

mente es pufificado después separando algunos d¢ los conbe
minantes, V.ge por didlisis, precipitacién o filtracién de
gel, y el ma%erial alergénico purificado resultante puede

ser tratado a continuacién de acuerdo con el procedimiento

del invento. Une descripcibn més complets de algunes de las

e,
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t4onlcas existentes puede encontrarse en un erticulo por

J+Ne Newell en Journal of'Allergy, Vol. 13, 13942, pégs.
175—203, egpecialmente pag. 18;. En otro procedimiento de
extraceién §til, el material que contiene el alérgeno o
un extrecto acuoso del mismo &8 tratg con fenol acucso ¥y
el extracto alergénico se recupera de la fase fenblica.

Los reactivos polialdehido y policetona compréndi-
dos dentro de los 1{mites de este invento son los dialde-
nidos y dicetonas, asi como los aldehidos & cetonas supe-
riores. En general, entre las policetonasg y los poliéldé—
hidos que pueden ser utilizados preferimos emplear los
dialdehfdos, por ejemplo Los que contienen de 2 & 24 dtomo
de carbono aproximedemente en la molécula. El dialdehido
puede ser slifftico, cicloalifdtico, hetervciclico o aro-
nético.y puede tener'una estructura de cadena lineal o ra-
mﬁmm,mggnwa,nyw@mmmLiAwmmme
gluteraldehido y ;fﬁ—ﬂialdehidos conteniendo de 14 a 24
étomos de carbono en la moléoula. Un dialdehido especial-
nente preferido es el'glutaraldehido{

Bl término "carbo~di-imida" en el sentido wfilize-

.do en egte memorla o refiere. a compuestos de Férmule (I)

y sales de los mismos:

R=-N=0C=N~R o (1)
donde R y R' son iguales o diferentes y cada uno de ellos
repregenta un radical alifédtico, aromdtico o heterocicli~
co. Lag carbo-di-imidas preferidas para uso en el presen—

te invento son las solubles en egus, Vg neto-p-toluocn-

sulfonato de l~ciclohexil~3~(2-morfolinoetil)carbo~-di~imidd

En ol sentido whilizedo gqui, el término “"epihalo-

hidrina" se refiere a compuestios de Pérmula (II):

L7
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plean dialdehidos, se prefiere operar a una temperatura

0 , :

\ .
Cil, - CHy-CHy-X : | (11)
donde X es un dtomo de haldgeno, especislmente bromo o
cloro. Hemos encontrado gue se obtienen buenos resultados
con la epiclorohidrina.

| Como ejemplos de resctivos 1én cianato inorgdnico

se pueden mencioner log cianatos de metales alcalinos, es-
pecialmente el cianato po%ésico ¥ los cianatos de metales
sl calino-~térreos. '

Como regla general, las proteinas alergénicas son
basiante resistentes a la desnaturalizacién y habitual-
mente pueden ser calentadas a temperaturas relativamente
altas sin que tenga lugar dicha desnaturalizacién. Por lo
tanto, el procedinmiento de este invento puede tenexr luger
déntro de une emplia gena de temperatufas; gungue en la
préctica generalmente no meréd necesaric o conveniente gLzt

sar de una temperaturs del orden de 1009C. Cuando se em=

inferior a 37°C y en la préctice preferimos efectuar la
reaccibn a le temperatura asmblente en cada caso, por ejem-
plo alrededor de 20-25°C. Cuando 8o emplean dialdehidos,
deben evitarse lass condiciones de reaccidn extreémas con
objeto de reducir los subproductos indesgeables como los
formados por autocondensacién de los aldehidos.

.En el casgo de los polisldehidos y policetonas, el
pH 81 que debe realizarse el procedimiento de este inven-
0 no eg critico. Un intervalo de pH adecuado estd come
prendido entre 4 y 8 aproximadamente, prefiriéndose un pH

alrededor de 5. Deben eviﬁaﬁse’los valoresg nuy bajos de pi
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con obijeto de reducir le posible autocondensacibn ds los
eldebfdose ' ' .
Antlogemente, en el caso de la epihalohidrina y
de lasg carbo-di-imidas, la reaccidn puedo efectuarss & cusele
guieir pH convenilente, aunguse preferimos evitar los extromos
de pHo Fn el capo de la epihalohidrina, la reaccidn transcu.
rre suavemente & veloras alcalinos deka, adecvadamente al-
rededor de 8. En el camo ﬁe la cerbo-di-imide, la reaccidn
pe cfectin preferiblemente a voloros dcidos de pl, adeéuaaam
zente elrededor de 5. ' ' '

~ Ia reaceibn de la proteina alergéniéa con un clange
to inorgdnico reactive en el procedimiento de esto invento
debe efectuarée a valores 4cidos de pH; preferiblémenﬁe 8]~
rededor 46 5. . SN _ .

Log reechivos utilizados en 61 prqcedimiwnto ae e

‘48  invento 2 cree que actian como mggntes reticulantes del
meterisl alergénice, formando enlaces intermoleculsres y/o
intremcleculares. Asi, eunque los materiales de partida elen
génilcos gon solubleg en agna,y log produétos alergéniccé 130w
éificados del presente invento habituaiﬁenﬁe golo gon egom-

szuente solubles. Lo solubilidad de los materiales alewgénie

3

cos nmodificados parece depénder del -grado de retiéﬁlacién,
que & su veg pﬁede vafiar de acuardo con factores como la
naturaleze y la centidad de reactivo utilizedo y lag condi-
ciones de reacciéne. Ko conocemos ningtin método empirico pa-
ra le determinacidn previa de lag caractordsticas de solubie

"

idad de los productos alergénicos modificados y, por conw

T

sigulente, las variables de recceibén necesariaa para ohtenc:
un producto con le solubilided degeada dehen ser detormina-

das por ¢l método de prueba y crror.. Sin embargo, ©6 ftrata
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"do por absorcién sobre la alimina y las ceracteristicas bp-

de una cuestibén rutinaria y debé pregentar pocas dificulita-
des a los expertos en 1a técnics. | '

En otra resligascién de egte invento, se proporeip .
ne uns preperacién farmacéutica que comprende el material
alergénico modificado preparado por el procedimiento antes
descrito y un vehiculo perenteralmente aceptable. Los vehicy
los adecuados gon las soluciones salinas o reguladoras 1so-
ténicag, vehiculos oleosos y olras sustancias conocidas en.
la técnica. Si se desea,‘puede incluirse un coadyuvente co-
mo tirosina, aidmina, hidrdéxido de aluminio o fosfato de
aluminio.r

El material slergénico modifica@o se adninisztra
géneralmente por inyeccidn sqbouténea. La posologia variard
de acuerdo con ol estado elérgico del paciente.

En general, en la preparacibn de las composiciones
farﬁacéuticas de acuerdo con easte invento, el material aler-
génico modifioado debe tener uné.solubilidad reducida con
respecto al meterial de partida,pd-o debe éerauﬁcié.nte}nente SO~
luble. in vivo éara proporcioner las caracteristicas de li-
‘beracibn desquas. Encontramos que wna forma de conseguirle
eg utilizar un alérgenoAmodifioado egcaganente soluble ab-
sorbido sobre slimins y materiales andlogos. El grado de

solubilidad del material alergénico reticulado es modifice-

times de liberacidn in vivo pueden ger conseguidas por ex-
pormientaciéﬁ rutinerie.

7 Por administracién.parenteral a animeles de los-
materisles alergénicos modificados de este invento, se he
encontrado que sé.formanrniveles apreciables de anticuefpos

circulantes, teniendo los anticuerpos egpecificidad cruzada|




10

15

20

25

30

pare el meteriel alérgénico normodifiéado. lios materieles
nodificados provados no producen ninguna reéccién anefilédc-
tice en log animales hipersensiblesa

ETEMPLO 1

Preparacidn de derivado elérgeno ingoluble con glutaral-

dehido

Un ‘extracto parcialmente purificado de polen de
pate de gallo, conteniendo 10 mg de proteina/ml en une so-
lucién reguladora de acetato sédico Oy1 My DPH 5,3 (5 nl),
se frete con 5 ml de solucibn &l 0,5 % de gluteraldehido y
se sglte a la temperature smbiente durante 30 minubos. EL
precipiﬁado que se forme se separs por centrifugacién y'se
lave con agua Gestilede para eliminar el material soluble
residunl. Pinalmente se suspende en fenol-solucién salina
pers au conservaci.bn.

Enseyo de. alergenicidad

Ia suspensién de polen insolubilizado e una con-

centraclén de 10 ng/ml se 1nyecta por puncidn en la p:eJ

de pacientes alérgicos sengibles a la hierba. Al mlsmo tiem

po, se realize wna puncibn con el materlal de partide y con

- la mezcla de fenol-solucidn salina respectivamente en ohras

zonag de la plel de los mismos paclentes. las dreas del car

denal se miden al cabo de 10 minutos y se expresan en la

Teble I en mmz. Puede observerse que el materiasl insolubiw-

1izado & 200 veces la concentracién del materiasl de pertida

presents escasamente la déelma parte de su alergenicldads:

por lo tento, la alergenicidad retenida es despreciable

- cuendo se compars con la del materiel de partida.

Ensayo de inmunogenicidad

El material insolubilizadb y el material de par~,
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tida respectivemente se emulsionan eﬁ coadyuvante comple-
to de Freund para der unas concentraciones de 1 mg/mle
Unos grupos de cobayas se inyectan subcutdneamente con una
u otra de las emulsiones (0,5 ml). Después de 22 dlas, se
esquilén los apimeles para quitar el pelo de los flancos

¥y e reslize una serie de inyecciocnes intradérmices (0,1 ml

de una dilucibdn seriada - de extracto de polen de pata de

gallo purificado en las zonas esquiladag. Inmediatemente
80 inyécta por via intrevenosa una solucibn al 5 % de
azul cielo Pontamine (0,4 ml). Transcurridos 20 minutos se
miden los didmetros del cardenal y se registran en la Ta;
bla IT. -

‘Puede observarse gue el materiel tratado con glu-

taraldelido no solamente proGuce anticuerpos que reacciow

.nan con el materisl de partide sino que es un inmunizente

méds eficlente que dicho material de partidea.
TABLA T
Extracto de polen  Extracto de

. de pate de gallo pata de gallo
Pacien dinsolubilizado, purificado, Fenol—~

te no 10 mg/ml : Sijg/ml Saling
1 21 84 12
2 . 16 32 -9
3 13 57 23
4 15 51 4
Total 65 224 . 48
Total me- '
nes la de
fenol-s2 ' :
lina o - 116 -

=
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DABTA TI

Didmetro del cardenal (um) para ceda

' . e intradérnicane
daterial ipmuni-
zante, (0,5 me) 100 ug 10 pg 1 pg
1 Extracto de polen 15 .0 . 0
de pata de gallo .
2 purificado - 16 0 0
3 17 0 o]
4 16 (¢] 0
5 - Extracto de polen | 14 0 0
de pata de gallo : ) :
6 tratado con glu=- 12 10 9
- taraldehido : ) i)
T 14 . 13 _ 12
8 16 14 12
9 12 10 - 0
10 12 9 0
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TABLA II

Didmetro del cardenal (mm) para ceda cantidad de extracto de polen inyectado
intradérmicamente

100 hg 10 ng 1ng 0,1 pg 0, 01 ug O 001 ng

15 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0.
17 0 0 o 0 0
16 0 0 0 .0 0
14 0 o 0 0 0
12 10 9 . 0 0 0
14 13 o1 12 10 8
16 14 12 11 10 8
12 10 0 0 0 0

o-

12 9 o 0 0
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-de pacientes alérgicos sensibles a la hierba. lag éreas del

cardenal se miden sl cgbo de 10 minutose

tran en Jla Taeblae 1II:

EJENPLO 2

Preperacidn de aldérgeno tratedo con corbo~di-inida

En 5 ml de solucidn reguladore de borato 0,5 M, pl
8,85, se disuelven 50 mg de material que he side extraldo
de pblenes de verias hierbas ¥ que ha sido parcialmente pu=-
rificado por tratamiento con fenol acuoso y posterior preci-
pitacién de la protefna de le fase fendlica, con objeto de
separar gran parte del hidrato de carbono y del material de
bejo peso molecular. Se éﬁéden lentamente 5 ml de una solu-
cibn al 2 % de meto-p-toluenéulfonato de f=ciclohexil~3w(2~
morfblinoetil)carbo«dinimida y la solucién se agita a la
temperatura ambiente durante la noche. El precipitado que
se forms se separa después por centrifugacidn, se lava tres
veces con solucidn reguladora de bhorato y se supende en fe-

nolesalina.

Ensayo de alergenicidad
Una suspensibn del material de enseyo y una solucidén
del material de partida, ambeg en fenolw-salina y el propio

médio, se inyectan respectivamente por puncidn en la piel

Ios resultados del ensayo de alergenicldad se encuen

TABLA IIT
Extracto de polen

Extracto de polen
Pacien de hierbas mezcla %gugii§ga§d€“ggﬁa TFenol=

te n® dasg, 50 ug/ml carbo~di-imidea Salina
12
3
8
12
15 -

&

Total 112

[o) YA ; %= U TN L BN
\nkaoo o NN O
O!OOO~OOO
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Tas cifras indicen las dreas de los cardenales Qé&é).

J

o, :‘.‘ .
[N

Ensayo de inmunogenicidad

Unos cobayas duplicados son inmunizados por inyeccid
subcuténes de una emulsidén gue contiene el materiel de onse
yo en coadyuvante éompleto de Freund. Una gserie similer de
cobayas se inmunize con el materdal de partida no modifica-
do, con el mismo coadyuvente,, Después de 21-8 dias se esqui-
lan los snimeley para guiterles el pelo de losg flancos y en
la zona esquilada-se gplice una serie de inyecciones intre-
dérmicas (0,1 ml) de unz dilucién seriade de material de
partida terminando con solucidn selina normal.

Inmediatamente se inyecta por via intravenosa C,4 ml
de une solucién al 5 % de azul cielo Pontamine. Transcurri-
dos 20 minutos, se forman cardenales de color azul en algu—
nog de los puntos de'ihyeocién intradéfmica, indicando la
preéencia.de antipuerpos con especificidad para el material
de partide. Los didmetros de los cardenales ge miden ¥y se
registran.

Log resultados e los ensayos de inmunogenicidad se

‘encuentran en la Tabla IV

~

[
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N2 del
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382486

Material inmuni-
zente, 5 mg

L =Tl v P~ WD

' Extracto de polen de

hierbasg mezcladas

Extracto de polen de
hierbas mezcladas tra-
tado con carbe-di-imida

~13 -

TABLA IV

Didmetro del carderal (mm) para

bas mezcladasg

100 pg
14

14

16
14,
14
12
12

10 ug

12
13
14
13
12
10
10

1vg

rg

10
10

12

10
10

- 9




13 -

X3

TABTA IV

Difmetro del cardenal (mm) para cada cantidad de extracto de polen de hier
bas mezcladag inyvectado 1.4,

100 pg 10 ng 1pg 0,1 ng 0,01 pg 0,001 pg
14 12 10 9 8 8
14 13 S0 9 8 -
6 1w 12 10 9 9
14 13 .. 10 - - -
14 12 - 10 10 9 -
12 10 - - - -

12 10 .9 g g -

- - e L) - )
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Puede observarse en los resultados mostrados en
lag Teblag III y IV que se producen niveles,més altos.de
anticuerpos por inmunizacidn con el alérgeno modificado con
carbo-di~imida pero-que la alergenicidad del material es deg
preciable,

EJENMPLO 3

En 5 ml de solucibn reguledora de fosfato 0,01 M,
se dlsuelven 50 mg de material que ba gido extraldo de po-
lenes de hierbas mezclades y que ha sido parcislmente puri-
fleado para separsr gran parte del hidrato de carbono 'y dei
material de hajo peso molecular. Se afiade lentemente 1 ml
de 1=clorc-2,3~epoxipropanoc y la mezcla se agita durante la
noche & la temperaturas ambiente. El precipitado que s¢ for-
ma se sepera por centrifugacién, se lava con solucldén regu-
ladorz de fosfato y se suspende en fenol-salina.

Ensayo de alergenicidad

del cardensl ge miden al cabo de 10 minutos. Los resultedos

Una suspensidén del meterial de enssyo y wna solu-
¢ibn del material de partida, embas en fenol-salina y el
pfopio medio, ge lnyecten por puncidn resgpectivamente cn la

piel de pzcientes alérgicos sensibles a la hierba. Iag dreas

de los ensayos de alergenicidad se encuentran en la Tabla Vi
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TABLA v

' Extracto de poien de
- Bxtracto de polen hierbeag megzclades tra
Pacien  de hierbas mezclg +tado con epiclorhidri  Fenol-

te n®  des, 50 pe/ml na (1 me/ml) Salina
1 62 0 © 0
2 15 1 0
3 12 0 0
4 ' 8 ' 2 0
5 3 0 0
6 o2 9 0
Potal 112 .3 0

Tas cifras indican las &dress del cardensl (mm®).

Ensavo_de inmunogenicidad

TUnos -cobayas duplicados s6 inmunizan por inyeccidn
subcutdnea de una emulsidén que contiene el material de en-

sayo on coadyuvante completo de Freund. Una gerie similar

_de cobayas es inmunizada con el material de partida no mo-

dificado utilizando'el mismo coadyuvante. Jegpués de 21-8
dfss, los animoles se esgullen para guitarles el pelo de
los flancos y. se realizan en la zona eéquiiada una serie
de inyecciones intradé}mioas (0,1 ml) de una dilucién se-
rieda de meterial de partide terminando con solucidn sali-

na normal.

Immediatamente se inyectan por via intravenoss 0,4 n

de una solucidn al 5 % de azul cielo Pontamine. Transcurri-

dos 20 minutos, se formen cardenales de color azul en algu
nos de los puntos de inyeccibn intradérmice, indicando la
pregencia de anticuefpos.con;especificidad para el material
de partida, Se miden y registren los didmetros del carde-

nal. Los resultados del ensayo de immunogenicidad se encuen

tran en le Tabla VI:

T
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TABTA VI

Dlémeuro del cardenal (mm) para cantid
cladas inyectado i.d.

Material
inmuaigante 1C0 ne
Extracto de po 14
len de hierbas
mezcladasg (5 mg) 16
14
14
Extraoto de po 12
len de hierbas
mezcladas tra- 10
tado con epi~
clorhidrina(5 mg) -
10
Extracto de polen 12
de hierbas mezcla
das (0,5 mg) 14
12
14
Extracto de polen 10
de hierbas mezcla
dag tratado con -
eplclorhidrina .
(0,5 mg 10

10 ng
13

14
13
12

- 10

9
12
11
12
8
5

kg LS
10

12
10
10
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TABTA VI

dmetro del cardensl (mm) para cantided de exbtracto de polen de hierbas mez-
cladas 3.*1vectado ieGe
oug 10 ng 1 ng 0.1 ng 0,01 pg 0,001 vz
4 13 10 - - -
6 14 12 10 9. 9
4 13 10 9 8 -
4 12 10 9 8 8
2 10 - - - -
0. s - - - -
0 - - - - -
‘2 9 - - - -
4 12 9 - - -
2 11 9 - - -
4 12 9 - - -
0 8 - - - -
i0 8’ - - - -
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Puede observarse en los resultados anteriores que se
producen niveles detectebles de anticuerpos por inmunizacidn
con alérgenos tratados con epiclorhidrina mientras que la
alergenicidad se reduce & un nivel despreciable.

BIESPLO 4

Se disuelven 50 mg de material que ha sido extraido

de polen de pata de gallo en 10 ml de solucién 0,01 I, pH

8, 0. Se afiade lentamente 1 ml de 1-bromo-2,3-epoxipropanc

¥ la mezcla se aglts durante la noche a la temperatura

ambilente. EL precipitado que se forma se separa por centri-
fugacibn, se lava con solucién reguledora de fosfato y me
sugperde en fenol-salina. ‘

Tos resultados de los ensayof bioldgicos se'encuen—

-

tran en lag TablasIll y IV. Los procedimientos de ensayo

son idénticos a.los del Ejemplo 3. Se producen nivelesg de=

tectables de anticuerpos por immunizacidén, mientras que lz

elergenicidad es reducida a niveleg despreciables.
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PARTA VII

Tnmanogenicided del alérgeno itratado con

Didmetro del cardenal (ma) pare
ta de galle iny

i N2 gel
cobayea Haterial inmunizante - 100 nz 10 nz 1 nz
1 Extracto de polen de 16 10 -
pate de gallo (0,5 mg)
2 16 10 _ -
3 16 10 -
4 Ezxtracto de pata de ga - 14 - 10 -
llo tratado con enlbro .
5 mohidrina (0,5 mg) : 14 10 -
6 15 10 - -
, TABLA VITI
Alergenicidad del alérgeno tratado con
Paciente Extracto de pata de Extracto de polen de vata
n? gallo 100 .Jr m tratado con epibromohidiin
1 9 0
2 18 0
3 22 0
4 21 ! 0
Total " 70 0

.
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TARLA VII

aogendcidad del slérgeno tratado con epnibromohidrina

Didmetro del cardenal (mm) paras cada cantidad de extrecto de polen de pa~
18 de gallo invectado i.d.

100 pg 10 ng 1 pg 0,1 p& 0,01 pg 0, 001 g

16 10 - -

6 10 - - - -

16 10 - - - -

1 10 - = - -

14 10 - - - -

15 10 L - - -

_ TABLA VIII

‘rgenicidad-del alérgeno tratedo con epibromohidrina

Extracto de polen de nata de gallo .- Fenol~
tratado con epibromonidiing, 1001ug/b1 . : Salina

ol o o o o
ol o o o o
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(égrostis, codeso, pata de gallo, cola de perro, avena fal-

'sibles-a la hierba. Se miden las dreag del cerdengl al cebo

382486

EJEUPLO 5

Preparacién de alérgeno medificado con cisneto

Un extracto acuoso de pdlenes de hierbas mezcladas

sa, cafiuela, cole de zorro, centeno de las praderas, alfal-
fa;rvernal ¥y heno blanco) se purifica percialmente por tre-
tamisnto con fenol acnoso seguido de pieéipitacién de la
proteina de la fame fenblice para separar la mayor parte
del hidrato de carbono y de los materiales de bajo peso mo-
lecular. Se disuelven 50 mg de la proteina alergénica par-
cialmente purificada resultente en 5 nl de agua y el pH se
ajuste a 8 mediante la adicidn de solucidn de hidréxido gb-
dicoe EL pH se ajusta de nueve a 5,0 con dcido acébico, se
agregan 0,2 g do cianato potdsico y la mezcla se agite a
la tenperatura ambiente durapta la noche. El precipitado
que e forma se lava repetidas veces con solucién regulado- 7

ra do fosfato a pH 8y después se suspende en fenol-galina,

Engayo de aleréenicidad

‘ Una éuspensién del alérgeno modificado con cianato
preparado antefiormente, una susPensiéﬁ del extracto de aléy
geno parcialmenfe purificado no modificado (ambas en fenol-
salina) y el propio modio fenol-salina se inyectan por pun-

cidn respectivamente en la piel de pacientés alérgicos sen-

de 10 minutos y se expresan en la Tebla IX en mmz. Puede ob-
servarse que el alérgeno modificado con cianato pregenta
una alergenicidad despreciable frente al material no modifi-

cadoe
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| para eliminar el pelo de los flancos y se aeplica en la zona

de una solucién el 5 % de azul cieclo Pontemlne. Transcurri-

- 20. —

382488

DABTA TX

Extracto de polen
Extracto de polen  de hierbas mezcla

Paciente de hierbas mezecla  das tratado con Fenol-~
n? dag, SO;mg/ml - cianato, 1 me/ml - Salina
1 12 4 0
2 3 2 0
3 8 6 0
4 . 12 3 0
5 15 5 0
6 52 24 .9
Total 112 44 0

Ensayo de inmunogenicidad -

Unos cobayas duplicados se immunizen por inyeceidn
subcuténea defuna emulsidn que contiene el alérgeno modifi-
cado con cianato en céadyuvante conpleto de. Freund. Ura se~
rie similar de cobayas es inmunizeds con el nateriesl de par-
tide no modificado utilizando el mismo coadyuvante. Ai ca

bo de 21-28 dias, ambas series de animales son esquilados

esquilada una serie de inyecciones intradérmicas (0,1 ml)
de una solucidn seriada del material de partida terminando

con solucidn salina normal.

Inmedi2 tamente se inyecte por vie intravenosa 0,4 =}

dos 20 minutos, se forman cardensles de colox azu; en algu~
no de los puntos de inyeccidn intradérmica, indicando la
pfesencia de anticuerpos.con especificidad para el material
de partida. De nuevo se miden los didmetros de los cardens~
les y se regisiran en la Tabla Z. Puede observarse que el

elérgeno modificado con cianato retiene la especificidad

¥
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inmunizente del meteriel de partlda. .
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b

N2 gel
1 cobaya Meterial inmunizante
1 Extracto de polen de hier-
, bas mezcladas (5 ng)
- s
4
5 Ex{racto de polen de hier-
bas mezcladas tratado con
6 cianato (5 mg)
7 .
8
9 Extracto de polen de hier-
‘0 bas mezeladas (0,5 mg)
11
12 °

332486

—"22 -

TABLA X

Didmetro del cerdenal (mm) para ¢

bag mezcladas

100 ug
14

1
16
14
12
12
10
12
14

12

14

T 12

13

10 pg 1 ps
12 10
13 10
14 12
10-
; _
9
12 9
11 9
12 9
9 -
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TABTA X

Didmetro del cardenal (mm) para cade cantidad de extracto de polen de hier-
beg mezcledes invectads i.de )

100 ng 10 ua 1 ne 0,1 vz 0,01 ng 0,001 ng
. g

. 14 12 10 9 8
%13 10 g 8 -
16 14 12 10 9 :
14 13 10° - - -
12 . g 7 - | - -
12 g 7 - - -
10 - - - - -
12 - - - - : -
14 12 . 9 - - -

12 1 9 - - -
14 12 9 - - -

T 12 9
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BTENPLO 6

Con objeto ée ohtener 1o confirmecién de log resul-

$ados de los ocnsayos bioldgicos, se repite el procedimien~
to del Ejemplo 5. Los resultados del ensayo de slergenici-
ded del alérgeno modificado se encuentran en la Teble XI ¥
los resultedos de los enéayos de inmunogenicildad del alér-

geno modificado con cianato estén en la Tebla XIL.

TABIA XI
Extracto de po Extracto de polen
len de hierbas de hierbas mezclao- ,
Paciente mezclsdas, das tratado con Fenol=-
n? 100 ue/ml, cianato, 2 meg/ml Salina
1 23 1 ' 1
2 6 ' o 0
3. 2 0 0
4 19 0 2
Total 50 1 1

Las cifras indican lag dress de los cardenales (mmz).
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Ne del
cobaya  Haterial inmunizente
1 Extracto de polen de
hierbas mezcladag
2 (5 ng)
3
4
5 Extracto de polen de
hierbas mepcladas: tréta
6 do con cianato (5 mg)
7
8
9 Extracto de polen da
10 hierbas mezcladas (0,5 ng)
11
12 ‘
13 Extracto de polen de hisp
bas mezeladas tratado con
14 cienato (0,5 mng)
15
16

- 24 —

TABTA XIT

Diémetro del cardenal (mm) para

hag mezecledas i

100 pg
12

12

12

12

12
12
14
14
14
12
10
12
12

10

10 ng

10
10

10

10

10

9

12 ;
10

10

11

9

-~

11

1 pe
9
%

8
9

oy
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TABTA XIT

Didmetro del cardenal (mm) para cada cantidad de extracto de polen de hier
bas mercledas inyectado i.de

100 ng 10 pg 1 ng | 0,1 ng 0,01}ug Q,Oo1iug
10 .

12 g 8 - -
12 10 7 - - .
12 10 8 - - -
12 1o 9 - - -
12 10 - - . -
12 9 - - - -
14 12 .9 - - -
14 10 - - - -
14 10 - : - - -
12 11 9 - - - -
10 9 - - - -
12 11 . 8 . - - | -
12 - - - - -
10 Y- - - D -
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EJEMPLO:Z .
Iratamiento de extracto de polen con fenilglioxal

Método

e
&

Una solucibn al 3 % de hidrato de fenilglioxal di-
guelto en solucidén reguladora de fosfato 0,01 M, pH 8, se
agrega gobre un volumen iguel de 50 mg de material que he
sido extraifdo del polen de la pata de gallo y que, después
de purificecidén por tratamiento con fenol, se ha disuelto
en la misma solacién regﬁladpra. Le reaccibn se efectda a
le temperatura embiente durente 24 hores. EL precipitado

que se forme se lava repetidamente con solucién reguladora

| ée fosfato a pH 8 y despuds se suspende en fenol-salina.

Engayo de slergenicidad

Una sugpenslién del material modificédo con fenil-
glioxal preparado anter;ormente, une suspensidn del extrao-
to de pata de gallo tratado con fenol sin modificar (axbos
en fenol~galina) y el propio medio fenol-selina se inyectan
regpectivamente por punclén en la piel de pacientes alérgl—
cos sensibles a la hierba. Se miden las dreas del cqrdenal

al cabo de 10 minutos y se expresan en 1a Tebla XIII en mm2

TABLA XITI
. Extracto de polen Extracto tratado

Pacien de pata de gallo, con fenilglioxel, TFenolw
46 no" 50 ng/ml : 1 ma/ml Salina
o .35 0 0

2 27 4 0
3 "9 2 1
Total - a1 6 1

Ensayo de inmunogenicidad

Unos cobayes duplicados se inwmunizen por inyeccidn

subcutdnea de una emulsibén que contiene ol meterial modifi-

Yv(' ‘/

+

4
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cado con fenilglioxal en coadyuvante éompleto de Freund.
Ung serie similar de coﬁayam se irmuniza con el materiel de
partida sin modificar empleando el mismo coadyuvante. 41 ceo
bo de 28 dfasm, se esquiian varias series de animales para
eliminar el pelo de los flancos y en la zone esquilads se
aplice unga serie de inyecciones intredérmicas (0,1 nl) de
wne solucién seriade- Gel material de partida verminendo
con'solucién salina normel. Inmedigtemente se inyecta por
via intravenosa 0,4 ml de una soluciéﬁ al 5 % de azul cielo
Pontemine. Al cabo de 20 minutos, se forman caerdenales de
color ezul en algunos de los puntos de inyeccidn intradérzi-
ca, indicando le presencia de anticuerpos.con especifisided
para el materiel de pertida. Se miden las dreas de los car;

denales y se¢ registran en la Tabla.XIV.
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TABLA XIV

Didmetro del cardensl (mm) para caia ca
gallo invectado 1.4,

§2 del
covaye  Eaterisl inmunizante 100‘yg 10 pg 1 pg 0,1
1 Extracto de polen do 14 14 10 1¢(
pata de gallo (5 M°) -
2 14 12 8 , 1
3 12 11 10 S
4 12 i1 9 ¢
1 Extracto de polen de 12 ° 11 .- -
pata de gallo irate~ .
2 do con fen11§1loyal 13 10 D - : -
3 %> 12 - - -
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824886

TABLA XIV

o

metro del cardensl (mm) para cada cantided de extracto de polen de pata de
gallo inyectado i.d. .

 ng 10 pg 1 Olpg 0,01 _pg 0,001 pg

14 10 10 9 7

12 8 . 1 6 -
. 11 10 9 7 i,
- 1 9 9 8 -
S - - - - -
} 10 - : - - C -
> - - . - - -
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Tratamiento de extracto de polen con nitroindenodiona

Bétodo

Se agrega 1 ml de una solucién al 0,5 %.de 2=nitroin
dano-1,3=dione en sgua a 9 ml de extracto de polen de pata
de gallé que ha sgido purificado por tratamiento con fenol
y 86 ha disuelto en solucidn reguledora de Posfato 0,01 K,
pH 8. La mezcla se agita & 1a'temperatura_ambiente.durante
le. noche. EL precipitado que;se forma se lava repetidamente
con solucidn reguladora- de fosfato a pHrg N2 aespués se sus-—
pende en fenol-galina. i

Engayo de slergenicidad

Una suspensilén del material modificado con pitroindar
nodiona preparado anteriormente, una suspensién del extraoc-
to no modificado (ambos en ferol-saline) y el propio medio
fenol-salino se inyectan respectivamente por puncién on la
piel de pacientes sensibles & la hierba. Al cgbo de 10 mi-
nutos se miden las éreas'de los cardenales y e exprestn en

lg Table XV en mmz.'

TABLA XV

. Extracto de polen Extracto tratado
Paciente de pata de gallo, con nitroindano— Fenol-

n2 : 50}gy@ﬂ. diona ‘1 mg/ml Salina

1 . 3 -0 0

2 11 o 1

3 - 8 2 0

4 5. il 9
Total 2% 5 1

Ensayo de irmuncgenicidad

Unos cobeyas duplicedos se immunizen por inyeccidn

gubcuténea de una emulsidn que contiene el material modifi-
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oo 3

cado con nitroindancdiona en cosdyuvente completo de Freund

Una gerie similer de cobeyas se inmunlze con el material de
partida no modificado empleando el mismo coadyuvanie. Al
cabo de 28 dfas, ambas serieg de animales ge egqullan para

eliminar el belo de losg flencos y en la zona esquileda se

‘realiza una serle de inyecciones intradérmicas (0,1 ml) de

une solucibn seriada del materiel de partide terminendo con
solaciéﬁ salina normal. Immediatamente se inyecta por via
intraveonoss 0,4 ml- de una solucidén al 5 % de azul cielo Pon
tamino. Al caborde 20 minutos se miden los cardenales‘y'se

regigtran en la Tabla XVI;
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Didmetro del cardenal (mm) para cade
ga2llo inyectado 1.¢.

TABLA XVI

cobaya Iaterial inmunizante 100 ne 10 ng 1 pg {
1 Extracto do polen de 13 13 9
pata de gallo (0,5 mg) -
2 13 13 5
3 2 - 11, . 10
4 12N 9
1 Extracto de polen de 10 - -
vete de gallo tratado : :
-2 con nifroindanodiona 14 11 -
(0,5 mg) '
3 14 11 -
4 9 - -
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TABLA XVI

Yidmetro del cardenal (mm) para cade cantided de extracto de polen de pata de

allo inyectado 1.Ge

100 pg 10 pg 1 pg 01 pg

13 13 9 9
13 13 5 4
12 4. .10 9
12 1 g 9
10 . - -
14 - -
14 11 - -
9 - - -

0,01 pg

oo Njiw

0,001 nmg
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por puncién en la piel de pacientes alérgicos sensibles a
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Trateniento de extracto de poleh con glutaraldehido ¥ pos-

EJENPLO 9

torior ebsorcidn en hidrdxide de aluminio

Se afiede 1 ml de golucién de gluteraldehido al 5 % =
9 ml de un extracto acuoso de polen de alfalfa conteniendo
1 mg/ml & pH 5,3. Ta mezcla se agita a la temperatura ambiey
te durente 3 dfas. Se afiaden 6 ml de solucién ée.hidrdxido
aluminico g1 2 % y la me;cla.se agita durante 1 hora, Deg=
puds de centrifuger, el precipitado se lave dos veces en
golucibn reguladora de fosfato 0,01 M, pH 8, y tres veces
en agua destilada y finalmente'se suspende de nuevo hasta
une concentracién de 1 mg/ml de polen en fenol~salina{ Bl
procedimiento se'repité gin la adiciénrdel glutaraldehido,
girviendo la suspensidn £inal como control en el ensayo de
egpocificidad inmunizante. '

Ensayo de alergenicidad

Una suspensidn del material anterior,'una golucidn
del extracto de polen no modificado (ambas en fenolesslina)

'y el proplo medio fenol~selinc se inyectan respectivamente

la hierbe. Se miden lag 4reas de los cardensles despuds de

10 minutos y se expresan én la Tabla XVII en mmz.
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DABTA XD

Extracto de
polen de al
falfa trats
do con glu—~
taraldehido
y ebsorbido

Extracto de
polen de al
falfa no tra
tado y abhgor

Paciente de alfalfa, en a2limina, bido en all= Fenol-
ne- 5o}ug/ml 1 me/ml ming 1 mg/ml  Salins
1 17 2 6 0
2 2 0 3 0
3 o o e s
!Total 25 2 12 . 0

Engeyvo de egpecificidad inmunizente

‘do, & una concentracién de polen de 1 mg/ml. Se administra

Unos cobayas duplicados se irmunizan por inyeccién
subcutdénes del materiel modificado adsorbido en aliming~glutsa
raldehido. Una serie similar de cobayas ge inmmunigze con €X-

tracto de polen de alfalfa adsorbide en alimina y no modificy

uns nueve inyeccidn 21. dies més tarde y los animales son san
grados 10 dias después. _
Iz asnafilaxis cutdnea pasiva se realiza en los sucros

por inyeccién intradérmice de diluciones seriadas en und zony

esquilada de los flancos de una serie de cobayas. Los cobayas
son después atacados intrevenosamente cén el exfracto de al~
falfa acnoso no modificado, contenlendo 0,4 wl de solucidn
de ézul cielo Pontamine, 5 hores méds tarde. Los resultados
obtenidos con diferentes concentraciones de antigeno astacar=
fe se eancuentran en la Tabla'XVIII pera el materiel modifi-
cado y en la Tables XIX paralla'suspensién de control sin

iglutaraldehido.
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TABLA XVIIT
Aveque con extracto acuo-

K2 del so de polen de alfalfa se Didmetros del cardenzl en
cobava cado por congelacidn ~ A5 1725 VAR
1 1 mg/ml l' 22 20 16
2 100 ng/ml . 20 17 13
3 10 }J.g/ml 20 : 18 R
4 5 pg/ml .4 - -
- TABIA XTX
Ne del  so de pesen g artide ce Difnotros del cerdersl on
cobaya cado vor conzelacidn - 1/5 - 1/25 1/125
5 1 mg/ml | 25 16 . -
6 100 pg/ml 20 18 16
| ; 10fgyﬁl . : o= - - -
8 5 ng/ml - . -
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TABLA XVIIX

12_;3 Didmetros del cardenal en mm a una dilucidn del suero de
_ /5 /25 1/12s 1/6525 /3125 saling

20 20 16 10 - -

20 7 13 - - -

20 - 18 e e - _ ~

14 - - - - - -

| DABIA ¥IX

-’-g'; . Dj.émetros del carderal en mm a‘una dilucién del .- suero de
- /5. - 1/25 /125 1/625  1/3125 Salina

25. 16 ., - - e -
20 18 16 - - -

"~ - - - ren o -

— Ll — - - -
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Puede observarse que el traﬁamiento:con glutaraldehi
do conducé'a una mayor formacidn de ahticuefpos cuando 90
compara con la del material no tratado, aungue la actividad
alergénica ha sido feducida. ' _

En resumen, la Patente de invencidn que se solicita

debers reczer sobre las siguientes:
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REIVINDICACIONES

‘l, Un piocedimiento para la preparacién de un pre

parado farmacéutico a base de un material alergénico modi-

ficado, cuyo procedimiento comprende la reaccibén de un mate-
rial alergénico con un polialdehido, una policetona, una
carbo-di-imida, una epihalohidrina o un cianato inorgénico,
con la condicidn de que'cuando se emplea un cianato inorgé-
nico, la reaccioén se.efectila en condiciones acidas, produ-
ciendo con ello un material alergénico modificado que es red
ticulado intermolecularmente y/o intramolecularmente y que
es sustancialmente insoluble en agua o solo ligeramente so-
luble en agua y que presenta una alergenicidad reducida con
respecto a la del material alergénico no reticulado y que
tiene la propiedad de producir anticuerpos con especificidag
cruzada para el material alergénico no reticulado, y a con-
tinuacién mezclar dicho material alergénico modificado con
un vehiculo parenteralmente aceptable que opcionalmente pue
de incluir un coadyuvante como tirosina, allmina, hidrdxido
de aluminio o fosfato de aluminio.

2. Un procedimiento seglin la Reivindicacién 1, en
el que el material alergénico se hace reaccionar con un
dialdehido.

3. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, en
el que ¢l dialdehido empleado es glutaraldehido o fenil-
glioxal.,

' 4., Un procedimiento segln la Reivindicacién 1, en
el que el_material alergénico se hace reéccionar con dice-

1

tona.

. Un procediriento segin la Reivindicacidn 4, en
P 8 ]

el que la dicetona empleada es 2-nitroindano-1,3-diona.

il ) |
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6. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, en
el que el material alergénico se hace reaééionar con una
carbo-di-imida 5]una epihalohidrina. :

7. Un procedimiento segin la Reivindicaci63‘6, eh
el que se emplea epiclorohidrina o epibromohidrina.

8. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 6, en
el que se emplea meto-p-toluensulfonato de l-ciclohexil-3-
(2-morfolinocetil )carbo-di-imida.

9. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 1, en
el que el material alergénico se hace reaccionar con un cia
nato inorganico.

10. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 9, ey
el que el cianato inorginico empleado es cianato potésico.

11. Un précedimiento segin las Reivindicaciones
9 6 10, en el que la reaccidn se efectiia a un pH de 5 apro-
ximadamente,

12. Un procedimiento segin cualquiera de las Rei-
vindicaciones 6 a 8, en el que la ?eaccaén con lg carbo-di-
imida se efectla a pH aproximadamente 5 & la reaccién con
la epihalohidrina a pH aproximadamente 8. '

13. Un procedimiento segin cualquiera de.las Rei-
vindicaciones 2 a 5, en el que la reaccidn se efectia en un
intervalo de pH comprendido entre 4 y é, preferiblemenﬁe a
un pH alrededor de 5.

14. Un procedimiento segin cualquiera de las pre-
cedentes reivindicaciones, en el que el materiél alergéni-
co es un extracto alergénico de uno o més pdlenes. ' ‘

15, Un procedimiento segin la Reivindicébién 1,
esencialmente como el descrito con anterioridad en cualquie

ra de los ejemplos especificos.

i
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16, Se reivindica por Gltimo, como objeto sobre el

que ha de recaer la patente de invencldén gque se solicita:
UN PROCEDIMIENTO PARA L4 FREPARACION DE UN PREPARADO FARIA-
CEUTICO A BASE DE UN MATERIAL ALERGENICO MODIFICADO. |
Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria descriptiva, que consta de treinta y siete

péginas mecanografiadas.

Madrid, 5 de agosto de 1.970

BERNARDO UNGRIA
PeDe

g
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