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"ra, producir una. composicidn inyactable, adecuada para uao

»alergeno.

describe ¥ reivindica uns inyeooidn de composicién terapéu—

-incorporada fisicamente a 1a estructura de. dichas mlcropar—

S El procedimiento descrito en dicha ‘memoria consiste en di~-
'solver la sustancia metabolizable en agua calienxe 0 .801u~.

Vciones sallnas neutras calientesz aﬁaﬁir la droga activa y

. como 1as descritas en dicha memorla son especialmente uti—

% . v L4 '_2.‘

Esta invencion se refiere & un procedimiento para la
preparacion de microparticulae finamente divididas de tiro-
aina eon alergeno dispersado en ellas. Las microparticulas

preparadas de acuerdo con la invencion pueden estar euspenp

didas &n un veh:(culo l:fquido fisiologlcamente aceptable pa—- .

en la desensibilizacidn de individuos que aon aensibles el
En 1a memoris de le patenme inglesa ne 1,155, 036, se

tica que’ comprende micropartioulas solidas finamente divi—

dides de una sustancia metabolizabla eon una droge activa

;ticulas, estando suspendidas las oitadaﬂ mlcroparticulas en 3

un vehiculo liquido fisiologicamente aceptable ¢ no tdxico.

aislar el precipitado formado al enfriar, Las composiciones '

les cuando la drOga activa es un alergeno, ya que en estos 1

casos la composiclon inyectable puede ser utilizada en la

:terapia desenaibiliaante con manos riesgo de reaccionss som|

oundarias adversas. Para este fin, una sustancia metaboli-‘

' zable especialmente ﬁtil os la tirosina, pero hemos encontra’

do que_con le t1r031na ¥y ‘los alergenos activos, el procedi—
hiento descrito en'la memoria de la patente ingleéa‘ '

nﬂ 1.155.,036 dista mucho de ser satlsfactorio. En primer

'lugar, como la tirosina solamente es soluble en agua calienh*

|l te en un grado my pequefio (0,244 g/1Q0 ml a 7590), dos
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-proceso. En segundo lugar, con "ol procedimiento eonocido,

”destinadas & la inyeecién, es evidente que es’ inaceptable
1a presencia de -inelugo un solo cristal grande de tirogine,

en el precipitado mlcrofino, ya que la aguja—hipodermica

vcion.

b procedimiento mediante el cual ge superan sustanoialmente

‘fcedimiento para la preparacion de mloroparticulas finamente

"divididas ‘de tirosina, con un alergeno dispersado en ellas,

-con ello las micropartlculaa finamente div1dldas deseadas

-deja que el pH del medlo de reacclon pase de un valor supe-
~rior a7 durante un periodo de tiempo sustanoial durante el

_proceso de esta invencion, ye que el grado de combinaoion

4@%74@8

grandes y engorrosos volumenes de material hacen dificil ol

el oontrol del tamaﬂo de las mioroparticulas precipitadaﬂ |

es muy dificil, implioando entre otraa cosas un grado con= |

_trolado de aobreenfriamiento..Como las microparticulas estan"i

puede ser bloqueada durante la administracion de la inyee—
Esta invencion se basa en el descubrimiento de un

egtos inconvenientes del procedlmlento conocido.

De acuerdo con esta 1nvancion, se proporciona un pro-

cuyo procedimiento oonsiste en mezclar una solucion de teru ‘
sina en un &01d0 fusrte acuoeo econ ung solucion acuosa o
miscible’.con agua del alergepo.dgseado-y.simu;taneg o suce~

éi?amenté neutralizaf'la sdlucién:resuiténte, brecibitando

de tirosing, conteniendo el alergeno. Preferiblemente no se

del alergeno por la tlrosina disminuye si la precipitaoion
Be produoe a valores de pH mas altos.

En el aentido utilizado en. la memoria, por "neutra—
lizacidn" debe entenderse_el ajuste del pH & un. valor com-

prendido entre 4 y 7 aproximsdamente,
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bltualmente un gecido inorgenico. Se preflere el écido clor-
hidrico ya que normelmente se encuentra e 1o humores bio~
1dgicos, pero también pueden utilizarse los decides nitrico

y-sulfurico. Aunque el dcido fosférico puede ser utilizado,

da. Ta cantidad molar de deido requeridaAyaria con su Con
- centracidén. Por ejemplo, con HCl & un intervalo de concen=
traciones de 3,0 a 3,5 N,:son‘sufiqientes alrededbr de
0,00924 moles para disolver.1 g de tirosina, pero.a concen=
traciones mds bajas son neceéarias cantidades'@ayores;_Péra
determinar la cantidad requerida de cualquier dcido parti-
cular,.generalmente es suficiente seggir un procesq-normair
de prueba y error. 7 , '
La soluclon de alergeno, que es aﬁadida a la solu01on
i de tlrosina, puede encontrarse en un medioc ‘totalmente acuo—
so 0 en un medio que contenge uno o nés disolventes misoi-'
”bles con agua, por ejemplo glicerol. '

Ia base emplsada para. neutralizar la solucién de tiro
sina ¥y alérgeno es habitualmente hidréxido sédico, por ra—
zones de economia y comodldad,pero la idenmldad de 1& base

' no es critica aparentements, Mas importante que la identida
" de la base es la necesidad de asegurarse de que en nlngun

:momento, o por lo menos no durante un periodo de tiempo pro
~longado durante la neutrallzaclon, el pH de la solucion U~

be apreclablemente por encimae de 7. Esta condlcion puede

ria pare neutralizar el decido fuerte). Si se desea, pusden

El acldo fuerte Que se utiliza en este proceso es ha— _

ger cumplida agitando fuertemente la solucion y utllizando
golamente la cantidad requerida de base_(es denir,_evitan—--

do un.exceso de base gobre la cantidad tedricemente necesg=| -

es un disolvente mucho peor y, por lo tanto, no se .recomient

o~
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. incorporarse VariOB agentea reguladoree a 1a base neutralim'

_zante para faoilitar el control del pH. Hemos encontrado

_'del precipitado miorofino de tirosina conteniendo el aler-‘t

day es preferible completarlo dejando en reposo durante
-~ un periodo comprendido entre algunaa horas y un dfa o dos.

Ia finura del precipitado puede ser controlada hasta ciar-

. En general, cuanto mes rapidamente se lleve a cabo la neu—;
' tralizacion y mds 1ntensa sea la agitacion, maa fino es el

precipitado obtenido.

" lo de perro y simllares, son muy conocidos en le terapia '
1 de desensibilizaoion. Sin embargo, debe observarse que al-

: gunos alergenos sQn sensiblea a los acidos y ouando han de|.

itremas. Esto puede oonseguirse por el método ilustrado en
el Ejemplo 4 dado mas’ adelante, en el que_ la.solucidn de

‘alérgeno y una soluoidn del agente neutraiizantdqun agre=| -

que el pH final de 1a solucion neutralizada debe estar oom-
prendido preferiblemente entre 4y 6. f *
Si se cumplen las condicionee de’ pH la mayor parte

.18930 Preclpitara inmediatamente de'la solucién neutraliza-_ ol

to punto variando la velocidad de neutralizacion Yy el gra— '

do de agitacién de la solucidn.durante la neutralizacion.:

T4 solucidn de alergeno ‘que’ se mezcla con 1a solur~ 1
cidn ‘de tirosina en este procedimiento ge prepara por ms- 1

todos conocldos. "Tos extractos alergenicos de alergenos .

icompletos como polenes, polvo domestlco, piel de gato, pe-| "

ser sometidos estos’ alergenos al procedimiento de este in~|
vencion, es necesario un cuidado especial para asegurarae

de que el’ alergeno no eg sometido a- oondlciones gcidas ex-

gados independientemente ‘a la soluoién doida de tirosine

con un riguroso -control del pH.
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- El producto de este procedimiento es un precipitado _

microfino de tirosine que contiene el aleérgeno. Este preci-

pitado,puede ser separado de la solucidn por-centrifugaoidn
o filtracidén, lavado, por ejémplo con fendlfsqluci5n salins
5 ¥ finalmente suspendido ds pdevo en un vehfculo l{quido £im
sioldgicamente aceptable, como fenol-solucidn sélina; paera
producir una composicidn inyectable adecuads bara uso en la
terapia de desensibilizacidn, | '

Ios siguientes ejsmpléé ilustran esta invencidns
" BJEMPLO 1 o

Se disuelve 1 g de DI~tirosina en deido clorhidrico’
'di;uido. La caﬁtidad molar de gcido requerida varfa con su
goncentracién. Dentro del intervelo de concentracién de v
33,5 N, son suficientes 0,00924 moles de HCl, pero & con-
iS '< cenj?acipneg mas bajgs, se reqdiergn'cantidadesimﬁeres.
Despuéqﬁgg.aﬁade un extracto de'pélenes de hierbe mezcladosy
'que puedén encontrarse en un .medio totalmente acuoso o en

I ) A /
‘ un medlo ~que contiens glicerol u otros disolventes miscl—

bles con ague (por ejemplo 3,33 ml de un extracto oontenlen
20' do 60,000 unidades’ Noon/ml, que ha sido preparado por extra$4
cidn de pélenes de hierbas mezcladas. con une mezcla de '
13000 g de eloruro sédico, 295 ml de fenol llcuado (Farmacc-
"pea briténica), 24 litros de agua destilada y 23. 11troa de
.glicerina (Farmacopea ‘briténica)). -Antes de la.adicién de
ol 1a solucién'de tirosina, el extracto'dé'polen séAdiluye
® con egua suficiente para dar un volumen totel de 10,76 nl
cuando se afiade a la soluclon de tirosina. Inmedlatamente
después se aﬁaﬁen lo maa-?apidamgnte posibley enfrigndo y
"agitando fuertemente, NaOH 1 N'(equivalente al HC1 qrigi;

nalmente empleado: v.g. 9,24 ml en el ajemplo citado). Ei ‘
30 - |
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¢idn convenlente, por egemplo 50 mg/ml de tiroslna.
écido'clorhidrieo 3,5 Ny la solucidn se filtre & ‘través de
. concentra hasta dos qulnceavos de su volumen inlcial Yy el

tros de la solucion de polvo domestieo. Las soluciones com=

binadas se agltan intensamente en condiciones esteriles y ]

‘nueve en el mismo medio hasta un volumen de 6 litros.

| clorhfdrico 3,5 N. Se mezclan 800 ml de esta solucién f£il-

- pélenes de'hiorbag mezclados, que han sido ektrafdos con elj.

.- 7'-.

4@!@74&8

pH final debe encontrarse en la zona acida del intervalo de}’

néutralidaed y preferiblemente entre 4 y 6. Es preferible def
Jar en reposo la suspension durante un periodo comprendido
entre 1 y 24 horas y despuea centrlfugar..El precipitado se
lava repetldas VGces con una mezcla de fenol ¥ solucién sa—l

ling yAfinalmente se. suspends de nuevo hasta una conoantra~ :

EJEMPIO 2
Se disuelven 947,5 g de L—tirosina en 2,5 1itros de

un filtro esterilizante. Se aializa un extrecto. al 20 % en

peso/volumen de polvo domestico en solucién de Evan, se

concentrado se filtre a traves de un filtro esterllizante.

Se mezclan 2 4.t lltros de ls soluclon de tirosina con 3 li-

ge aﬁade una solucidn ‘de fosfato sddico en hldroxido sodlco 7
(1000 g de NaH2P04.2H20 on 10 litros de NaOH 1 N) hasta que| - .
se alcanza un pH de 5,0, La suapensién se deja en repoao

durante 24 horas, despues se centrifuga, se lave repetidas

veces con fenol-soluoidn salina y finalmente se suspende de|

: EJEMPTO . :
Se disuelven 300 g de L-tirosina en 800 ml.da'écido 

treda estéril con 1000 ml de un extracto ééﬁéril al 6 % de

medio glicerélicd deserito en el Ejemplo 1.y 1500 ml de

ague destileda estéril. La mezéla agitadd“se trate oon so-

|
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lucidn de fosfato sddico como la dascrita en el Ejemplo 2,

Después de permanecer en reposo durante 24 horas, la susg=-

‘pensidn se centrifuga, ge lava repetidaa veces con fenol~

solucién salina y se suspende de nuevo en el mismo medio.
EJEMPLO &
Se mezelan 1000 ml- de un- extracto flltrado esteril
gl -6 % de pdlenes de hierbas mixtoa, preparado én un medio

glicerélioo acuoso como se ha descrito en el Ejemplo 1, con

- 1500 ml de agua destilada eateril. Ia solucion se agita

fuertemente e independienfemsnte se aﬁaden 800 ml de solu~-

.¢ién de tirosina, preparada como en el Ejemplo 3, y solu-

¢idn de fosfato sddico, preparada comb en el Ejemplo 2, ba- j

Jo control con un estatimetro de pH de forma que el pH de -

' la mezola mgitada se mantenga gn 5,0 Y. no supere -1os 1imi-

tes de pH 4-6. Cuando se ha egregado toda la sdIucién'de

'tiroslna, 1a suspensidn se deja en reposo durante 24 horas,

se- centrlfuga, ge lava repetidas veces con fenol-solucidn

salina y finalmente se suspende de nuevo en el mismo medlo.

_En resumen, 1la Patente de Invencion que se solicite -

- deberd recaer sobre-las siguientes:
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REIVINDICACIONES _

‘1. Un procedimiento para la preparacion de micro-
particulas finamente divididas de tirosina con un alergeno

dlspersado en ellas, cuyo procedimiento consiste en mezolar

una solicién de_tirosina en un 4eido fuerte acqoso ‘eon una

| solucién acuosa o miscible con agua dei'alérgenb'deseado
¥y simuliénea'o posteriormehte neuffaliiaf (en él seﬁtido
antes. definido) la soluci6n reaulﬁante, precipltando con

| allo las mioropart{culas finamenta divididas deseadas de,“

tlrosina contenlendo el alergeno..

2.' Un procedimiento . segun la Reivindicaci6n 1, an ke

el que dicho acido fuerte acuoso es acido elorhidrico.

3+ Un procedimiento segin cualqulera_de lgs Rei-
vihdiqadiones 162, en ol que la solucién de tirosime y -
alergeno és-deqtfdlizadafempleando hiqidkido sédicd; .

4. Un'prOcedimienfo ségﬁn-cnal@ﬁiera de las'prece—
dentes reivindicaciohes, on el que el alergeno se encuentra

en solucion en glicerol acuoso, *

5. Un procadimlento segun cualqulera de las Rei—
vindicac1ones 1 & 4, sustancialmente como ol. descrito en-
oualquiera de los Ejemplos i e 4. ‘

' 6. Un procedimiento segin cualqulera de 1las prece=

dentes relvindlcaciones, que- comprende 1a etapa adicional

- de suspendér de nuevo la tirosina conteniendo el alergeno

en un vehiculo llquido fisiologlcamente aceptable, para pro
ducir una oompOSlcjdn 1nyeotable.
7. Se relvindlca por Gltimo oomo objeto sobre el

que ha de recaer la’ patente de invencidén que se solicita:

UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE MIGROPARTICULAS
'FINAMENTE DIVIDIDAS DE TIROSINA.
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Todo conforme queda descrlto ¥y re1v1nd1cado en la

presente memorla descriptiva que consta de diez péginas me
canografiadas.

Madrid, 11 julio 1,972
BERNARDO UNGRIA
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