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Hasta el presente, 1los métodos para el tratamiento
de alergias y reacciones alérgicas han implicado la'administra-
cidn a un individuo de un antigeno que inicia la formacién de
anticuerpos 10s cuales compiten con 10s -anticuerpos iniciados
por el alérgeno, amortiguando o reduciendo con ello la reaccién

alérgica.

La técnica anterior usual en el tratamiento de
pacientes alérgicos, comprende la preparacidén de un extracto
en bruto de la sustancia productora de alergia en una solucibdu
acuosa tamponada. Los pacientes son tratados entonces en primer
lugar con pequefias dosis, aumentando a continuacidén, del ex- .
tracto en bruto, en un largo periodo de tiempo. Frecuentemente,
se necesitan tres o més afios de tratamiento antes de observarse
una mejora significativa y constante. A medida que progresa ei
tratamiento, se aumenta gradualmente la cantidad de extracto
en bruto que recibe el paciente. El grado de dosis aumentada
y la proporcidn de la misma depende de la sensibilidad indivi-
dual de los pacientes y del grado de reaccidn a las dosis ante-

riores.

La inyeccién de extracto de alérgeno en bruto,
total, en largos periodos de tiempo, induce la produccidn de
anticuerpos bloqueantes y competidores. Se ha llegado a la
teoria de que los anticuerpos bloqueantes compiten con los anti-
cuerpos alérgicos por el antigeno, proporcionando proteccibn al

paciente alérgico.

Existen numerosas y evidentes desventajas asocia~
das con este proceso costoso y consumidor de tiempo para desen-
sibilizar a los pacientes alérgicos. Muy frecuentemente, la ad-
ministracibén del extracto en bruto se traduce en una severa

reaccidn alérgica en el caso de que las dosis no hayan sido

e e e —n 2 e~ —— s & bro
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cuidadosamente controladas y administradas. En adicibn, el
proceso para desensibilizar al paciente es una técnica larga

y consumidora de tiempo y frecuentemente costosa. Por otra
parte, la produccidén de anticuerpos competitivos en el paciente

alérgico se traduce muy frecuentemente en efectos secundarios .

que mis bien daflan al paciente que a la reaccidn alérgica misma.

«
- ew
-

Més importante aun, el método de desensibiliza-
cidén empleado hasta el presente en la técnica anterior no ha----
tenido éxito totalmente. En muchos casos, el procedimiento de ;'
desensibilizacidn, de larga duracidn, no se traduce en un grado
adecuado de proteccidn para el paciente alérgico quien todavia
continua sufriendo de alergia cuando se expone al antigeno.

Constituye un objeto de la presente invencida
proporcionar un complejo adecuado para su administracibén a un
paciente alérgico, el cual neutraliza los anticuerpos existen-
tes y bloquea totalmente la formgcién de anticuerpos, bien
competitivos o bien especificos al antigeno alergénico.

Otro objeto de la invencidén es proporcionar un-
método para la produccién de complejos que bloquean la reaccidn
alérgica.

Otro objeto mas de la invencidn es proporcionar
un método para el tratamiento de un individuo alérgico, al ob-

jeto de blogquear la reaccidn alérgica.

Todavia, otro bbjeto de la presente invencidn es
proporcionar una composicidn inyectable para la administracién
a un paciente alérgico, para bloquear la reaccidn alérgica.

La invencidn comprende un complejo multivalente
adecuado para bloquear reacciones alérgicas que comprende (1)
al menos un fragmento de antigeno D de Timothy que tiene la

estructura determinante antigénica:

[P,
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en la que G representa glucosa y T representa treonina o un
péptido enlazado a dicha estructura a través de una molécula
de treonina; enlazado covalentemente, a través de por 1o menos

una mitad glucosa, a un péptido o proteina, (2) uwn conjugado

que tiene la estructura: _ot
HO. -~ '
= ///0‘\) // \\
SR Ya

OH S ‘weeglutationa

[y

o (3) un conjugado que comprende al menos un conjugado de la

estructura:

OH

N
OH S - glutationa

OH
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covalentemente enlazado a una proteina o péptido mediante un

enlace péptido a través de la mitad glutationa,

La invencién incluye también u»n método para prepa-
rar el complejo (1) mediante activacidén de una mitad glucosd =~

del fragmento de antigeno D de Timothy y ulterior reaccién del :

intermedio asi formado con un péptido o proteina. Ll

La invencidn incluye ademds un método para el tra-.
tamiento de alergias, éue comprende inyectar a un individuo ungz
cantidad de uno de los anteriores complejos, en proporcidn su-
ficiente para inhibir la liberacibén de histamina inducida por

el antigeno.

La invencibn se relaciona también con una compo-
sicién inyectable adecuada para la administracidén a pacientes
alérgicos, al objeto de bloquear reacciones alérgicas, que
comprende wn medio adecuado para inyeccidn conteniendo al come

Plejo anteriormente identificado.

Recientemente se han aislado y caracterizado va-
rios fragmentos de antigenos alergénicos de polen de Timothy.
véase Malley et al, Imunochemistry, 1975, Vollmen 12, piginas
551-554. ElL principal alérgeno multivalente contenido en el

polen de Timothy es el conocido en la técnica anterior como
antigeno D. La estructura determinante antigénica monovalente
del antigeno D que normalmente se denomina antigeno D, es la

siguiente:

oH
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en la que G representa glucosa v T treonina o un péptido enla~-

zado a dicha estructura a través de una molécula de treonina.

Los fragmentos de antigeno D, identificados en la

técnica anterior como antigeno D,, antigeno D, ¥ antigeno D

’ '
difieren en cvanto al tamafio de la "cola" del péptido enlazgdo
a la mitad glucosa de la estructura determinante antigénica

a través de la molécula de treonina. /Véase J. Immunology gg;
825, 1967; Immunochemistry, 1, 237, 1964; 12, 551, 1975; WHO ---

Symposium on Allergen Standardization ed. por F. T. Perkins, -

Geneva, 1974; Develop. biol. standard 29, 29, 19757- El antigend
D1 tiene un peso molecular de 5.000 aproximadamente. El antigeno
D2 tiene un peso molecular de 2,500 aproximadamente. EL antigeno

D3 es el fragmento en donde la molécula unida a la mitad

glucosa es solamente treonina. En algunos casos, esti unida
serina en lugar de treonina a la mitad glucosa, debido a la
mala interpretacidn del cddigo responsable de la adicidn de

aminoacidos especificos durante la sintesis proteinica.

La fraccidn quercitina de la £ormula estructural
del antigeno estl enlazada a las mitades glucosa por via de un
enlace éter a través de grupos OH de las respectivas moléculas.
El enlace de treonina a la mitad glucosa es también un enlace
éter a través de un grupo OH de la fraccibn celobiosa y el
grupo OH de treonina. Basado en consideraciones estequiométri-
cas, se supone que la activacidn se presenta principalmente en
la molécula de glucosa adyacente a la molécula de quercitina.(
§in embargo, debe entenderse que los complejos de la invencidén
se forman a través de un mecanismo de activacibn de glucosa
independientemente del lugar preciso de activacibédn demtro de
la fraccidn de celobiosa. Precisamente se desconoce que grupo
OH de la Praccién de celobiosa comprende el punto de enlace.




10

15

20

25

Como es evidente a partir de la estnﬁctura ante-
rior, la molécula se abre en varios puntos para su conjugacién
con una amplia variedad de reactivos. Se pueden preparar muchos
conjugados multivalentes que como cabria esperar iniciarian. ...
reacciones alérgicas en virtud de su estructura. En realidad;’.'.
se ha encontrado que la unidn de proteinas o péptidos a la méé.
lécula en puntos distintos a las mitades glucosa o carbohidrato
se traduce en la obtencién de conjugados que inician reaccioﬁéé:

..,

alérgicas.

Sorprendentemente, se ha encontrado que el enlace
de un péptido o una proteina al fragmento de antigeno D, a tra—]
vés de la mitad glucosa, se traduce en un complejo que no ini- !
cia reacciones alérgicas, sino que por el contrario neutraliza
totalmente los anticuerpos alérgicos e inhibe o bloquea la for-

macidén de anticuerpos alérgicos.

De este modo, estos complejos o. conjugados se
pueden administrar a un paciente alérgico para la inhibicibn
completa de la reaccidn alérgica, sin necesidad de recurrir al
proceso de desensibilizacibdn costoso y de larga duracidn, an-
teriormente descrito. Puesto gue la administracidén del complejo
inhibe la formacién de anticuerpos alérgicos totalmente, la
reaccidn alérgica misma es inhibida asi como cualquier efecto
secundario producido por la formacién de anticuerpos competiti-
vos, obtenidos segfin el método de desensibilizacidén convencional}

segfm se ha podido averiguar, se obtienen resulta-
dos similares mediante un conjugado que tiene la estructura:

/,OH

OH

S - glutationa
on

S v s ges p g —— . ey
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| o un conjugado que comprende al menos un conjugado de querci-

tina-glutationa covalentemente enlazado a una protéina o pép=-
tido mediante un enlace péptido a través de la mitad gluta=
tiona. La administracién de estos complejos o conjugados se
traduce también en una inhibicibén completa de la Pormacidn de
anticuerpos alérgicos, tanto especificos al antfigeno como com-f
petitivos con los anticuerpos, obteniéndose un bloqueo total

de la reaccibén alérgica.

ElL fragmento de antigeno D de Timothy se puede
enlazar covalentemente a través de por 1o menos una mitad glu-
cosa a cualquier péptido o proteina adecuada. Debe entenderse
que cualquier péptido o proteina adecuada para su administra-

cién a un paciente alérgico, puede estar enlazada covalentemen=- |

te al fragmento de antigeno. Entre los péptidos o proteinas
se prefiere la alblmina de suero humano, un copolimero de

d-aminoicido de lixina y 4cido gilutimico (d-GL), IgG humana
asi como otros homblogos y proteinas similares o copolimeros

de d-aminoicidos.

Como anteriormente se ha indicado, es esencial
que el péptido o proteina se enlace a la mitad glucosa del
fragmento de antigeno D. La unidn de la proteina o péptido a
cualquier otra porcidn de la molécula se t;aduciré en un com-
plejo que inicia la reaccidn alérgica en lugar de inhibirla.
El enlace covalente se puede conseguir activando el fragmento
de antigeno D con un haluro de ciandgeno., El método es des-
crito detalladamente por Axen et al, Nature, 214, 1302-1304 -
(1967) y Cuatrecasas et al, Proc. Natl. Acad. Scis, UsS.,

61, 636-643 (1968). EL haluro de cianbgeno reacciona con el
grupo hidroxilo de los grupos glucosa para formar ésteres

cianato. La reaccibén se presenta més rapidamente a un pH com-
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prendido entre 10 y 12, El cianato puede reaccionar ademis
con més grupos hidroxilo para formar un intermedio imidocar-
bonato. El imidocarbonato ciclico formado como producto prin-
cipal, después de la reaccidén del haluro de cianbgeno con la

mitad glucosa, es altamente reactivo con aminas, para formar..-.

N-imidocarbonatos, isoureas o N-carbamatos. Se desconoce la
naturaleza exacta del enlace entre la proteina y la mitad

glucosa activada con haluro de cianbdgeno. Independientemente-:--’

del mecanismo exacto, sin embargo, el intermedio formado por .. --

la reaccidn de un haluro de ciandgeno con el fragmento de
antigeno D es altamente reactivo con péptidos y proteinas
para formar un complejo en donde el péptido o la proteina
estd enlazado covalentemente a través de la mitad glucosa al

fragmento de antigeno D.

La fraccidn de celobiosa del fragmento de antigeno

D se puede activar también para su enlace a la proteina o

péptido, mediante el método descrito en Immunol. 20, 1061,
(1871): ) .

CH, OH - CH,0H
0 , .
0— oxidaeion ~0 —
H - ' NalO 0
— ‘ 4 : CH H
e
OH 0 0

. o — L2
proteina1 4 reduceion, e.g.
' ;X— NaBH 4
AN

v e o ot s pea

R



10

15

CH, OH
0

WK e

H
z\N /CHy
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, Cuando 1los grupos carboxilo del fragmento de
antigené D 'se activan por el reactivo X de Woodward quedando.
sin afectar la mitad quercitina-glucosa-glucosa, el conjugado
resultante con alblmina de suero humano, por ejemplo, induce
las reacciones de liberacidén de histamina inducidas con anti-"

geno, tal y como se demuestra por los ensayos directos reali-

zados en la piel. De este modo, es evidente que las capacidades |

de inhibicibn de reacciones alérgicas del complejo dependen
de la conjugacién del péptido o proteina con el fragmento de
antigeno D a través de la mitad glucosa.

Los conjugados de quercitina-glutationa y quer-
citina-glutationa-proteina descritos anteriormente, son también

potentes agentes bloqueantes de reacciones alérgicas.

El conjugado de quercitina-glutatieno se forma
mediante una reaccién de oxidacién-adicidn utilizando AgO u

otro agente oxidante adecuado:

OH

HO OH

OH 0 . + glutamil-cisteinil-

‘glicine __Ag0 )

(glutetiona)

*
o< m i Y Yap Ly - ———p




10

15

20

- 10 ~

OH

OH 0
/

——OH

7 CoH T g
- t

glutemil-cisteing~-glicina

El conjugado resultante se puede entonces conju~--
gar con un péptido o proteina mediante activacidén de los gru-
pos carboxilo de la mitad glutationa con, por ejemplo, reac-
tivo de Woodward, carbodiimidas, etc., seguido por conjggacién
con la molécula de proteina o péptido. El conjugado de quer-'
citina-glutationa se enlaza a la proteina por via de una
unidn péptida a través de la porcidn de &cido glutimico:.o .
bien de la porcidn de glicina de la mitad glutafiona.

El péptido o proteina conjugada al conjugado de
quercitina-glutationa puede ser cualquiér péptido o proteina
que resulte adecuado para la administracién a un paciente alér-
gico. Entre las proteinas y péptidos se prefieren la albfmina
de suero humano, un copolimero de d-aminolcido de lisina y
4cido glutémico (d-GL), IgG humana u otras proteinas homdlogas
o copolimeros de d~aminoicidos.

Evidentemente, el fragmento de antigeno D y la
molécula de quercitina-glutationa se pueden enlazar a la molé-
cula de proteina o péptido en diversos puntos de esta filtima.
Generalmente, es preferible enlazar de'a a 30 moles aproxima—
damente, preferiblemente 5 a 20 moles, del fragmento de anti-
geno D o compuesto de quercitina-glutationa, a 1 mol de protei-
na o péptido. La relacién molar puede variarse variando la re-
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lacidn molar de reactivos en el método de preparacibén.

Los complejos de antigeno-proteina anteriormente
descritos se pueden incorporar en cualquier medio adecuado,
tal como salina tamponada, para su administracidén a un paciente
alérgico. -

En la composicibén de inyeccidn, se pueden incluir
aditivos, adyuvantes, etc., todos ellos comvencionales; sin
embargo, debe entenderse que los mismos no son necesarios.

En general, las composiciones se inyectan subcuté—
nea, intramuscular o intravenosamente.

Generalmente, las dosis del orden de 0,01 a 0,25
mg aproximadamente, con preferencia de 0,025 a 0,1 mg, por kg
de peso corporal, del complejo en la composicidén inyectada,
es suficiente para proporcionar un grado aceptable de capaci-
dad de bloqueo de la reaccidn alérgica.

Debe entenderse que los parametros de las gamas
de dosificacidn vienen gobernados por la duracibén del complejo
en la circulacién, titulo de anticuerpos del paciente bajo te-
rapia, estado de inmunidad del paciente y duracidén de la supre-
sidn de la respuesta IgA. |

Los complejos y métodos de la presente invencidn
son {itiles en el tratamiento de pacientes sensibles a la hierba
para reducir sintomas de alergia. Los complejos suprimen la
formacidn de anticuerpos alérgicos contra los antigenos del po-
len de la hierba y en adicién actuan para neutralizar los anti-
cuerpos existentes en el sistema del paciente. Debe entenderse
que la invencidén resulta de utilidad en el bloqueo no solo de
las reacciones alérgicas de Tiﬁothy, sino también las de polen
de rye-grass y otros polenes de hierbas que reaccionan cruza-

damente (es decir, hierba de junio, etc.).

UV
3

ey, i 9 = —— o

— s



10

15

20

25

30

- 12

Los siguientes ejemplos ilustran los mé&todos de

preparacibn de los complejos de la invencidn,

ETEMPLO 1

Preparacidn del complejo de antigeno D-proteina

vt

Se colocan en un bafio de hielo 90 mg del Eragmeﬁfg
de antigeno D, (peso molecular 5000 aproximadamente) y se L
ajusta el pH a 10,5 con solucidén de hidréxido sbdico. La mezcla|
se proporciona con un agitador motorizado y se affaden 2 g de
bromuro de cianbégeno. El PH se mantiene en 10,5 + 0,25 por adi-
cibn de hidrdxido sbdico en los siguientes 10 minutos., Se affa-
den 15 ml de un tampdn de bicarbonato sddico 0,1 molar (pH 9)
conteniendo cloruro sbdico 0,15 molar. A continuacibén, se afia=-
den 45 g de alblmina de suero humano (HSA) y la mezcla se agita
a 42C durante 24 horas. La mezcla se concentra bajo presibén ne-
gativa para dar uﬁ producto que tiene una relacidn de antigeno
D, a proteina de 5:1 aproximadamente. El antigeno D, sin reac-

cionar se separa por dillisis.
De forma idéntica se pueden preparar complejos
con fragmentos de antigenos D, ¥ D3 y otros vehiculos de protei

na o péptido.

EJEMPLO 2

Preparacidn de quercitina-glutationa

Se mezclan 1,5 g de cloruro de plata con 10 ml
de hidrbxido sbdico 4N durante 20 minutos. El precipitado de

éxido de plata se filtra en un embudo Buchner.

se disuelven 0,2 g de glutationa en 4 ml de'hi-
drbdxido sbdico 0,25 N en un bafio de hielo. Se disuelven 0,2 g
de quercitiha en 8 ml de hidrdxido sbédico 0,25N. Se afladen
1,2 g de b6xido de plata recientemente preparado a esta ltima

solucién y la mezcla se agita durante 15-20 minutos en un baffo

e oot r————



10

15

20

25

30

- 13 -

de hielo,.

La solucibén de glutationa se aflade a continmacidén
y la mezcla se agita durante 1 hora en wn bafio de hielo. El
exceso de 6xido de plata se separa por Ffiltracién. El pH de 1la
solucidn resultante se ajusta a 1-2,5 con acido clorhidrico y

la solucidén se agita durante 30 minutos.

La solucibn se filtra para separar la quercitina
sin ligar y el pH se vuelve a ajustar a 7 con hidrdxido sddico.
La glutationa 1ibre se determina por el método DNTB (Anal.
Biochem. 48, 1972).

ETEMPLO 3

Preparacidn del conjugado de quercitina-glutationa-proteina

Se afladen 40 mg de quercitina-glutationa a 100 mg
del reactivo de Woodward y se mezcla durante 10 minutos a tem-
peratura ambiente. El pH se ajusta a 6,2 con tampbén de cocodila-
to 0,3 M (pH 6,8).

Se affaden 100 mg de HSA mientras se mantiene el
PH por encima de 6,2. La mezcla se deja permanecer a tempera-
tura ambiente durante 10-15 minutos y a continuacién durante
la noche a 4°C., La solucidn se concentra bajo presién negativa.
La diflisis separa la quercitina-glutationa sin ligar de su

conjugado con la proteina,

De forma idéntica se pueden preparar el conjugado

con otras proteinas y péptidos.

El siguiente ejemplo ilustra la capacidad inhibi-
dora de la reaccidén alérgica de los complejos y métodos de la

presente invencidn.

ETEMPLO 4

De acuerdo con el método descrito por Malley et al,

Jo Immunol. 100, 915 (1968), se determina la liberacibn de his-

L e~
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tamina de tejido pulmonar de mono pasivamente sensibilizado con
el suero de pacientes alérgicos. Los sueros empleados para sen-
sibilizar el tejido pulmonar del mono proceden de una combina-
cibn de sueros de 20 pacientes sensibles a Timothy con un titulo
de anticuerpos alérgicos por término medio de 1:750., El tejido
pulmonar de mono se incuba entonces durante 2 horas a 372C con
el suero., Antes de competir con el alérgeno, el tejido sensi-
bilizado se incuba durante 10 minutos a 372C con el agente de
inhibicibn. E1 combate antigénico se realiza mediante incuba~
cién con la concentracidbn éptima de extracto de polen en bruto

(WST) durante 15 minutos a 372C.

Los resultados se ofrecen en la Tabla 1 en donde:
WST representa un extracto acuoso de polen de hierta
de Timothy total dializado para separar fragmentos de bajo peso

molecular;

D, representa l1os fragmentos de antigeno D de

Timothy con un peso molecular de 5.000 aproximadamente;

D2 representa el fragmento de antigeno D de Timothy

con un peso molecular de 2.500 aproximadamente;

D3 representa el fragmento de antigeno D de Timothy
con un peso molecular inferior a 1.000 y comprende el complejo

indicado anteriormente en donde T representa treonina;
HSA representa alblmina de suero humano;

dGL representa el copolimero de D-aminofcido de &cido
glutémico y glisina que tiene un peso molecular de 40.000 apro-

ximadamente;

. RhIg representa el IgG de Rhesus.
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TABLA 1
Preparacién  Método de Relacidédn Conc. de Conc., de Antigeno Inhibicibn
conjugacidn conjuga- antigeno de comba
do WsT te direc
(mg) (ng) to
( mg)

WsT -— - - 40 2,7 -
D, - HSA 6,211 0,260 40 1,27 53
D1 - RhIgG CNBr 151 0,580 40 0,14 95
D1 - 4GL 4:1 0,500 40 0,35 87
Quercitina~ Oxidacidn y
glutationa Adicibn 121 145 40 0,32 88

0,75 40 0,86 68
0,37 40 1,2 55
Quercitina- Oxidacibn y 20:1 1,6 ° 40 0,37 90
glutationa adicidn,
HSA luego reac-
tivo X de .
Woodward "
0,80 40 0,70 74
0,40 40 1,13 58
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Como es evidente a partir de los resultados de
la Tabla 1, los complejos de la presente invencién constituyen

unos potentes inhibidores de las reacciones alérgicas.

El siguiente ejemplo ilustra adicionalmente.la
capacidad inhibitoria de reacciones alérgicas de los comple-

jos de la invencibn.

BJEMPLO 5

La reactividad de la piel por transferencia
pasiva de los complejos de la invencidn se compara con los
antigenos presentes en el polen de Timothy asi como con com-
plejos preparados mediante conjugacidn del péptido o proteina
a los fragmentos de antigeno a través de mitades distintas

a la mitad glucosa.

Se inyectan intradérmicamente, en la piel de un
voluntario no alérgico, 0,1 ml de suero conteniendo anticuer-.
pos alérgicos (procedente de una combinacidén de sueros de 20
pacientes sensibles a Timothy con un titulo medio P-X de 750).
Transcurridas 48 horas se combate con diversos antigenos y
complejos cada uno de los puntos previamente sensibilizados
con 1los sueros. Los anticuerpos alérgicos de los sueros implan
tados interactuan con los materiales antigénicos alergénicos
para causar una reaccibén alérgica localizada. Si el material
antigénico no inicia reacciones alérgicas, no se observari
ninguna reaccién localizada.

En la Tabla 2 se ofrecen los resultados de los

diversos ensayos a base de los complejos de la presente inven
cibén asi como a base del material antigeno del polen de -

Timothy.

01t Srtes = g e % S R e~ e e
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TABLA 2
Preparacidn Método de Relacidén Conc. Reaccidn
conjugacidn conje Antigeno P-K
WST - - 1 ug 4+
/ g
D, - HSA 6,2:1 Soo/ug Neg
D1 - dGL Activacidn 4:1 Soq/ug Neg
D1 - RhIgG con CNBxr 20:1 580/ug Neg
D, = RhIgC mitad azficar 7,2:1 5oo/ug Neg
D, - deL 2,8:1 500/ug Neg
D3 — HSA 5:1 SOO/ug Neg
D1 - HSA Reactivo X de 2,6:1 Qs/ug 2+
Woodwaxrd
D 1" HSA Activacidn 4:1 25 /ug 4+
D3 -~ HSA Grupos COOH 11,3:1 100/ug 4+
Quercitina-Glutationa Oxidacibn vy 1:1 1,5 mg Neg
Adieidn
Quercitina-Giutationa=-dGly Reactivo X de 12:1 100 /ug Neg
Woodward
Quercitina-Glutationa~HSA  Reactivo X de 20:1 1,6 mg Neg
Woodward
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Los resultados anteriores indican que los comple~
jos de la presente invencidn no inician reacciones alérgicas.
En adicidn, debe observarse que los complejos de los Pragmep—
tos de antigeno D conjugados con la proteina a través de mita-
des distintas a 1a mitad glucosa, son unos iniciadores potenw-
tes de las reacciones alérgicas, indicando con ello la carac-
teristica critica de la conjugacibén a través de la mitad glu-
cosa del fragmento de antigeno D.

EJEMPLO 6

Este ejemplo ilustra la capacidad de los comple-
jos de la invencibén para suprimir la formacidn de anticuwerpos
alérgicos.

Bstudios preliminares han demostrado que ratones
LAF1 desarrollaron buenas respuestas IgE (anticuerpos alérgi-
cos) contra el polen de Timothy,

Los animales son inyectados intraperitonealmente

con 10/ug de WST en alumbre y transcurridas 3 semanas reciben

"una segunda inyeccidén intraperitoneal de 10 ug de WST en

alumbre., Los titulos IgE, después de la immunizacidén inicial,
se elevan a titulos comprendidos entre 1/100 y 1/200, medido
por PCA. Los titulos IgE, después de la segunda inyeccidn de
antigeno, suben hasta valores comprendidos entre 1/600 y
1/800, medido poxr PCA.

La anafilasis cuténea pasiva (PCA) se mide por
inyeccién de 0,025 ml de dilucidn de suero en el lomo de un
ratébn o rata. Transcurridas 72 horas (ratdn) o 3 horas (rata)
los animales compiten con WST en tinte azul de Evans inyec~
tado intravenosamente. La interaccidn del antigeno en circula-
cibn y de los IgE fijados al tejido, se traduce en una reaccién

alérgica localizada cuyo punto se hace visual por la fuga del
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tinte azul al area reaccionada. El1 titulo IgE sé define como -
la dilucibn mis baja que proporciona wna reaccibn PCA positi-

Vae

El IgA del ratdn de estos animales se prepara con-
tra el mismo determinante antigénico como el expresado en los

fragmentos de antigeno D.

Los dos complejos de la invencidn elegidos para

los fines de ensayo son:

1) Antigeno D,~dGL (Dz-dGL): un copolimero no ine
munogénico de &cido d-glutémico y d-lisina (peso molecular
40.000) con una media de 2,8 grupos de antigeno D2/m01 de deL
unido. La conjugacién se lleva a cabo por modificacidén de la
mitad azlicar con bromuro de cianbgeno antes de la adicién a
4dgL.

2) Quercitina-glutationa-dGL (Q=-G-dGL): preparado
por conjugacidn de quercitina-glutationa a dGL con una media de
12-20 grupos Q-G/mol de dGL.

Administracidon de Q=-G~dGL & Da-dGL por via intra-
peritoneal 3 dias antes de la inmmunizacidén secundaria de WST.

dia: ? 1? 21 2$
- |
inyeccibén:  WsT DszL WST Sangrar
en ) en

alumbre Q«G-dGL alumbre

Resultados: Los animales de control suministrados con salina
en el dia 18 tienen el siguiente titulo IgE:600; respuesta me~

dia en 18 animales.

i en o e
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Animales tratados con Dz-dGL

Titulo Grupo de .
PCA . animaleg =
dosis baja (0,12 mg AgDQ) 350 6 -
dosis media (0,6 mg AgDz) 300 6
dosis alta (1,2 mg AgDa) 100 6

Animales tratados con Q=G-dGL:

Titulo Grupo de

PCA animales

dosis baja (0,24 mg Quercitina) 600 6 '
dosis media (1,8 mg Quercitina) 300 6
dosis alta (3,6 mg Quercitina) 100 6

Los datos anteriores indican que ambos conjugados
reducen significativamente el nivel IgE cuando se administran
3 dias antes de la inyeccidn de antigeno secundario, indicando
con ello la neutralizacidn y supresidn de anticuerpos. Ensayos
similares han indicado que la administracidén hasta 7 dias antes
de la inyeccidn de antigeno secundario, proporciona esencial-

mente los mismos resultados.

Descrita suficientemente la naturaleza delfinvehto,
asi como la manera de realizarse en la préctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren

su principio fundamental.

L e ot e o b s s b o
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REIVINDICACIONES

1.= Procedimiento de obtencidn de wn complejo

antigeno-proteina multivalente para bloquear reacciones
alérgicas, que comprenden (1) al menos un fragmento antigeas D

de Timothy que tiene la estructura determinante antigénica:

en donde G representa glucosa; y T representa treonina o un
péptido enlazado a dicha estructura a través de una molécula
de treonina; covalentemente enlazada a través de al menos wna
mitad glucosa a un péptido o proteina; (2) wn conjugado que

tiene la estructura:

HO

S - glutations
OH 0

& (3) un conjugado que comprende al menos un conjugado de la

estructura:

et —————r=
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OH -

HO
OH

I S ~ glutationa

OH 0

covalentemente enlazado a una proteina o péptido mediante un
enlace péptido a través de la mitad glutationa; caracterizado
porque comprende activar las mitades glucosa por reaccién.con
un agente activante y reaccionar el intermediario ash formado’
con un péptido o proteina.

2.~ Procedimiento segimn la reiyindicacién 1, ca=
racterizado porque el agente activante es un. haluro de
cianbgeno.

3,~ Procedimiento segfm la reivindicacidén 1, ca-
racterizado porque la proteina o péptido es alblimina de suero
humano, un copolimero d-aminodcido de lisina y &cido glutémico

0 IgG humana.

4.~ Procedimiento segiin la reivindicacibén 1, ca=-

racterizado porque T representa treonina.

5.~ Procedimiento seglm la reivindicacién 1, carac
terizado porque T es un péptido comteniendo treonina tal que
el peso molecular de dicho fragmento ec de 5,000 aproximadamente.

6.~ Procedimiento segln la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque T es un péptido conteniendo treonina tal que
el peso molecular de dicho fragmento es de 2,500 aproximada=

mente.
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7.- Procedimiento de obtencidn de un complejo

antigeno-proteina multivalente para bloquear reacciones alér-

gicas, tal y como queda sustancialmente descrito en la presen-

te Memoria.

Esta Memoria consta de 23 hojas escritas a méaqui-

na por una sola cara.

N
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