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Los pacientes que sufren de alergias 

del tipo inmediato (atopias) tienen capacidad para gene­
rar clases especiales de anticuerpos alérgicos (reagina) 

al exponerse a ciertas sustancias (alérgenos) hacia las 

cuales son sensibles. Las reaginas llegan a adherirse 
fuertemente a ciertas células que contienen histamina, in­

cluyendo las células mástiles del epitelio. Después de una 
exposición ulterior al material alérgeno sensibilizante, tie 

ne lugar una combinación física entre los alérgenos'y sus 
reaginas homologas enlazadas con las células, dando por re=- 
sultado manifestaciones alérgicas en los lugares de la com­
binación reagina-alergeno. Las personas alérgicas pueden pro 
ducir también los llamados "anticuerpos de bloqueo" de un tjl 

po que no es reagina que se pueden combinar con el alérgeno 
inaetivándolo, generalmente sin reacciones secundarias indjs 

seables. La actividad reagónica se ha atribuido a la inmune) 
globulina E (IgE) y la actividad "bloqueo" al IgG en el su_e 
ro e IgA e IgG en las secreciones.

Desde hace tiempo la práctica normal 
ha consistido en inyectar a un parciente alérgico dosis 

gradualmente en aumento de extractos acuosos que con­
tienen la materia o materias alergénicas hacia las que 

es sensible el paciente. Históricamente, la base para es­
te tratamiento ha consistido principalmente en acumular 
la concentración de anticuerpo de bloqueo protector en 

e 1 suero (y otros fluidos del cuerpo) hasta un nivel en 
el que pudiera competir eficazmente con la reagina enla­
zada a las células para el alérgeno que penetre en el 
cuerpo, inhibiendo por lo tanto las reacciones alérgicas.30
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Se cree ahora que el mecanismo o mecanismos por los cuales 
la inmunoterapia conduce a la mejoría de los síntomas 
alérgicos es o son más complejos. En ciertos casos, esta 

terapia ha demostrado también suprimir la producción de 

reaginas y reducir la respuesta celular hacia los ale'rge­
nos inyectados.

Cualquiera que sea el mecanismo*o me-
* *canismos precisos por los cuales la inmunoterapia *da* por 

resultado un alivio sintomático, diversos estudioslñan de­
mostrado que es esencial inyectar una dósis adecuadamente 
grande extracto al paciente con el fin de que el tratamierL 

to pueda ser eficaz. Desgraciadamente, en el tratamiento 
tradicional las dósis inmunizantes del extracto alergenico 
deben aumentarse gradualmente con el fin de reducir al mí­

nimo el riesgo de una respuesta alérgica general (anafilác^ 
tica) en el paciente.

Los inconvenientes principales de es­
ta inmunoterapia son: (l) Son necesarias inyecciones repe­
tidas muchas semanas, (2) el tratamiento es rara vez efi­
caz por completo para aliviar el síndrome alérgico, y (3) 
el riesgo de reacción anafiláctica general está siempre 

presente en cada etapa del tratamiento.
Por lo tanto, la terapia original se 

ha modificado con el fin de vencer estos inconvenientes. 
Las formas más recientes de tratamiento comprenden inmuni
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zar al paciente con una emulsión de agua en aceite del 

extracto alergénico o incluyendo un adyuvante de despren­
dimiento lento como es el gel de alumina o un alginayo 
con un extracto del material alergénico. Dichos métodos 
no han demostrado ser enteramente satisfactorios debido 

a la aparición de algunas reacciones anafilácticas y algü 
ñas reacciones tóxicas en el paciente o a que estás prepa 

raciones no son lo suficientemente eficaces clínicamente.
Diversos expertos han tratado materia^ 

les alergénicos química o físicamente en un intento de re­
ducir virtualmente sus propiedades alergénicas, pero con­
servan su capacidad para proteger a una persona alérgica 
contra el alérgeno nativo. La inmunoterapia de persona 
alérgicas empleando los alérgenos modificiados, según ca­
bía esperar, conservarían las propiedades inmunizantes 
deseadas del alérgeno nativo, incluyendo su capacidad para 
inducir la formación de anticuerpo de bloqueo contra el 
alérgeno nativo en cantidades sustanciales. Además, la 
alerginicidad reducida de dichos materiales modificados 
permitirían el empleo de dosis mucho mayores de materia 
inmunizante y, por lo tanto, mejoraría notablemente la 
calidad del anticuerpo de bloqueo protector.

Se ha averiguado que empleando solu­
ción de formaldehido, con o sin ciertos aditivos de bajo 
peso molecular, la gran mayoría de las sustancias que
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contienen alérgeno se pueden modificar de modo que se re­

suelven los inconvenientes de los alérgenos nativos con 
respecto a su uso en la inmunoterapia. (En adelante, cual 

quier sustancia que contenga alérgeno se denominará sim­
plemente como alérgeno, aunque se comprenderá que no to­
dos los componentes de una sustancia que contenga alérge­

no son necesariamente alergénicos). *'
Es conocido preparar materiales de 

polen modificados con dialdehido, hidroinsolubles o poco 

hidrosoluble, que son útiles en potencia para el trata­

miento de pacientes alérgicos. También es conocido prepa­
rar polímeros de ambrosía modificados con glutaraldehido 
hidrosoluble. Un estudio ulterior del antigeno E de ambrj) 
sía modificado con glutaraldehido sugiere que esta materia 
puede ser útil en la terapia de los sujetos alérgicos a 
la ambrosia.

El solicitante ha descubierto ahora 
que se pueden obtener materiales con contenido de alérge­
no tratados con dialdehido alifáticos saturado inferior y 
formaldehido mejorados por reacción en una primera fase a 
baja temperatura normalmente de unos 10°C, con formaldehjL 

do y/o un dialdehido, seguido preferiblemente, aunque no 
necesariamente, por una segunda fase a temperatura eleva­

da, normalmente de unos 32°C, seguido, si fuera necesario, 
por fases adicionales a temperaturas similarmente elevadas,
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donde se pueden utilizar discrecionalmente aminas, amino­
ácidos y compuestos relacionados en cualquier fase o en 

una combinación de fases, y donde el formaldehido o cual­
quiera de los dialdehidos se pueden utilizar en cualquier 
combinación o secuencia en el proceso por etapas. Al refe 
rirnos a los nuevos alérgenos tratados con aldehido, el 

término "modificado con aldehido" quedará restringid^ a 
describir alérgenos modificados en los cuales se han esta 
blecido reticulaciones intermoleculares o intramolecula­
res entre las propias moléculas del alérgeno o dentro de 
las mismas y entre las moléculas del alérgeno u otras mo­
léculas reactivas presentes en la mezcla de reacción.

También es conocida la toxoidación 

de toxina de la difteria purificada con formalina en bi­

carbonato sódico (0,5% peso/volumen) a un pH de 7,5. La 
toxoidación prosigue a temperatura ambiente y aparece 
como completa en tres o cuatro semanas juzgado por pruebas 
intracutáneas en cobayas. Las pruebas de falta de toxici­
dad (200 unidades Lf en un volumen de 5,0 ce inyectado sub 

cutáneamente en cobayas) ha demostrado una parálisis tar­
día en todas las cobayas. La incubación a 30-32°C duran­
te tres semanas más, después de la toxoidación aparecía 
completa a temperatura ambiente, daba un producto que, 
después que se había eliminado la formalina libre por 
ultrafiltración, no presentaba toxicidad, no obstante, des
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pues del almacenamiento revertía al estado tóxico. Se­
gún estas enseñanzas, la tendencia a la reversión o in­

versión se evita por adición de diversas aminas y amino­

ácidos.
Brevemente, la presente invención 

describe nuevos derivados de alérgeno tratados con for- 

maldehido y con dialdehido alifático saturado inferior 
producido dejando que los alérgenos reaccionen químicamen 

te en condiciones suaves con los aldehidos diluidos inclu 
yendo combinaciones de los mismos en una pluralidad-de 

fases o etapas, preferiblemente la primera etapa a una 
temperatura baja de por encima del punto de congelación 
de la solución, y normalmente de unos 5° a unos 15°C, y 
la fase o fases subsiguientes a una temperatura o tempe­
raturas del orden de aproximadamente 25° a 40°C, con la 
condición de que todas las reacciones que impliquen el 
empleo de formaldehido se lleven a cabo en un ambiente 
no fenólico. La reacción con combinaciones (mezclas) de 

aldehidos se puede llevar a cabo en una sola etapa.
Los alérgenos así tratados se pueden 

hacer muy unificados, parcialmente unificados o como ex­
tractos crudos. Los dialdehidos tienen la fórmula:

0 0" tt
H - c —(-CH„-) -C-H ¿ n

donde n es del orden de 1 a 6. Según se emplea en la pre-
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sente memoria, el término "aldehido" se refiere al formaje 
dehido mencionado y a aldehidos alifáticos saturados infe 

riores como el glutaldehido (n=3), cualquiera de los cua­
les se puede utilizar solo o en cualquier combinación en­
tre sí en el proceso progresivo.

El término "no fenólicos" significa 
que como máximo solamente habrán de existir trazas de com 
puestos fenólicos añadidos en el ambiente de la reacción 
del aldehido. No obstante, este último término no excluye 
la presencia de grupos hidroxi fenólicos que se sabe que 

contienen de una forma natural los propios alérgenos, en 
la mayoría de los casos como parte de la estructura protei 
nacea compleja.

El procedimiento de esta invención 
conduce a la producción de alérgenos tratados con aldehi­
dos de baja reactividad alergénica en humanos alérgicos, 
porque conservan las propiedades inmunizantes deseadas de 
los alérgenos nativos (sin tratar) incluyendo, pero sin 
limitación, la capacidad de inducir cantidades sustancia­

les de anticuerpos de bloqueo, fuertemente interractivos 
con los alérgenos nativos, cuando se inyectan a seres hu­
manos. La terapia prolongada con dichos alérgenos trata­
dos con aldehido ha demostrado dar por resultado una su­
presión sustancial de los anticuerpos IgE del suero con­
tra los alérgenos respectivos. Las dosis grandes terapeú
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ticamente eficaces de dichos alérgenos tratados con al­

dehido se pueden administrar a humanos alérgicos con un 
riesgo notablemente reducido de reacciones alérgicas sis 
temicas, si se compara con dósis grandes similares de* 
alérgenos nativos, permitiendo que el doctor reduzc'a. el 
número de inyecciones de alérgenos tratados con aldehido 

con relación a los de alérgenos nativos. Los alérgenos 

tratados con aldehido son también útiles para la inmuni­
zación de otros animales mamíferos para la finalidad de 

producción de anticuerpos de bloqueo.

Aún cuando no desea quedar limita­

do por teroría alguna, el solicitante cree que una de las 
razones principales del porqué los alérgenos modificados 

con aldehido son superiores a los déscritos anteriormen­
te consiste en la utilización de una temperatura baja de 
reacción en la primera fase o etapa. A esta temperatura 

baja, se produce una reticulación intermolecular e intra­
molecular lentamente sin desnaturalización perjudicial 
térmica o química de inmunodeterminantes inestables crít¿ 
eos en los alérgenos, cuyas reacciones perjudiciales son 
contrarias a la necesidad de conservar las propiedades dj3 
seadas de inmunización en el alérgeno modificado con 
aldehido. Las reticulaciones resultantes estabilizan la 

molécula para reacciones ulteriores a mayor temperatura, 
que se pueden llevar a cabo en una o más etapas empleando
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el mismo monoaldehido o dialdehido o uno diferente. Ade­
más, la utilización óptima de más de un dialdehido da lu 

gar a una mayor flexibilidad en la secuencia de reacción 
de modo que los alérgenos modificados con aldehido pueden 
llegar a ser menos alergenicos por medio de reacción con 

una variedad de aldehidos diferentes.

Esta invención tiene por objétc pro­
porcionar nuevas clases mejoradas de alérgenos modifica­
dos con aldehido.

También la invención tiene por obje­
to proporcionar nuevas técnicas para la producción de di­
chos alérgenos modificados con aldehido.

Estos y otros objetos y ventajas de 
la invención resultarán evidentes por la descripción más 
detallada que sigue.

A pesar de no desear quedar limitados 
a teoría alguna, en las condiciones de reacción de esta 
invención, se cree que las reacciones de reticulación 
principales que comprenden formaldehido tienen lugar por 

el establecimiento de enlaces puente de metileno intermo­

leculares o intramoleculares entre amino por un lado y 
guanidino, acidamida y ciertos grupos aromáticos (especial 
mente residuos de tirosilo en proteínas) por otro lado.
De nuevo, a pesar de no querer quedar limitados por teo­

ría alguna, se cree también que las principales reacciones
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de reticulación intermoleculares e intramoleculares que 

comprenden los aldehidos tienen lugar entre pares de grj¿ 
pos amino. La química de los dos tipos de reticulación 

es, por lo tanto, algo diferente, y la cinética deJ. prone 
so de reticulación del dialdehido es apreciablementje* más 
rápida que la que comprende formaldehido. Se obserXQ^á 

además que cuando hay presente un aditivo apropiado en 
la mezcla de reacción, puede tener lugar una reticula­

ción intermolecular extensa entre moléculas del alérgeno 

y el aditivo. - *.
Cuando se emplean alérgenos crudos, 

se deberán eliminar de preferencia aunque no necesariameii 
te las sustancias grasas y materias no alergénicas de ba­
jo peso molecular en las sustancias nativas antes del tra_ 
tamiento con aldehido.

Los preparados alergénicos crudos que 

son particularmente idóneos para el tratamiento con alde­
hido se pueden preparar eliminando la grasa de la mate­

ria nativa que contiene alérgeno con eter dietilico exen­
to de peróxido anhidro o eter del petróleo y extractando 
las materias exentas de grasa con una solución acuosa, 
preferiblemente tamponada a aproximadamente un pH de 6-8 

(v.g., NH^HCO^ 0,125M). Las sustancias no alergénicas de 

bajo peso molecular normalmente presentes, se pueden eli 
minar entonces del extracto por diálisis o ultrafiltración
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a través de una membrana semipermeable (v.g., tubo Visking, 
membrana Millipore, dispositivo de fibra hueca Amicon de 

peso molecular apropiado normalmente del orden de 3000 a 

10000 daltons y preferiblemente de 3000 a 5000 daltons), 
aunque se pueden emplear filtraciones de gel o un proce­

dimiento similar con el que los expertos estén familiari- * 
zados para conseguir un resultado similar; como variante 

los materiales de elevado peso molecular se pueden.preei- 
tar sin desnaturación irreversible importante del-ex­
tracto integral por un proceso de precipitación -con sal o 
disolvente, y estos materiales de elevado peso molecular 
se pueden reconstituir a partir de.los materiales,precipi 

tados en forma de solución acuosa. Las sustancias alergé- 
nicas purificadas, o parcialmente purificadas, se pueden 
preparar por cualquiera de los procedimientos empleados 
comúnmente para purificación de macromeoléculas a partir 
de mezclas complejas. Se han descrito procesos de purifi­

cación apropiados en la literatura para alérgenos de pes­
cado, polen de ambrosia, polen del centeno y de la alfal­
fa, hongos, motas de polvo casero y veneno de los insec­
tos, aunque estos no son los únicos procedimientos ni los 
únicos materiales alergénicos que se pueden emplear en el 

proceso de tratamiento con aldehido.
La presente invención no queda res­

tringida a ningún material o extracto que contenga aler-
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geno en particular. No obstante, los materiales del polen 

de las plantas que contienen alérgeno, particularmente 
los de hierbas, árboles y plántulas importantes en la aler 
gia, se pueden extractar y tratar con éxito con los alde­
hidos según la invención. Ejemplos de pólenes procedentes 
de la familia de las hierbas (Graminae) que son úti'les en 
la práctica de esta invención comprenden festuca del pra­

do (Festuca elatior), gramínea de Kentucky (Poa pratensis), 
y pata de gallo (Dactylis glomerata) de la tribu Festuceae: 
centeno pareneial (Lolim perenne) y cesped italiano..

(Lolium multiplorum) de la tribu Bordeae; alfalfa (Phleum 
pratense) y Agrostideae (Agrosti palustri) de la tribu 
Agrostideae: y veneno dulce (Antoxantum odoratúm) de la 

tribu Phalaridae. Como ejemplos comparables de tres póle­
nes se citan varias especies de nuez, como Juglans califor­
nios , de abedul (v.g. Betula alba), de roble (v.g., Quercus 
alba) y de álamo (v.g. Ulmus parvofolia). Los pólenes úti­

les de malas hierbas comprenden la ambrosia corta (Ambro­
sía elatior), ambrosía alta (ambrosía trífida), cardo ru­

so (Salsola pestifer), artemisa común (Artemisi tridentata) 
y el plátano inglés (Plantago lanceolata). Otras materias 
alergénicas que se pueden tratar comprenden: Extractos 

que contengan cuerpos integrales y/o excreta o secreta de 
motas de polvo casero del género Dermatofagoides y géne­
ros relacionados, comprendiendo dichos extractos los ex-
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tractos crudos de polvo casero; soluciones de alérgenos 
de productos alimenticios (v.g., extractos de frutos se­

cos, legumbres, huevos de gallina, etc.); extractos de 

hongos (v.g., Alternaría. Penicillium. Aspergilus. Helmin- 
tosporium. levaduras, basidiosporas, ascosporas, etc); 
extractos de semillas y fibras de plantas (v.g., algodón, 
ricino, etc.); extractos de cuerpos integrales o venenos 

de insectos con aguijón o picadores (v.g., abejas, avis­
pas, avispones y mosquitos); y extractos de caspa/piel/ 

pelo de animales (v.g., gatos, perros, caballos, cobayas, 
ratones, conejos, etc.).

Los alérgenos muy purificados o par­
cialmente purificados se pueden tratar también con alde­
hido, por ejemplo, alérgeno de polen del heno del grupo 

I, antigeno E de polen de ambrosía, extractos de polvo 
casero parcialmente purificados y fosfolipasa-A del vene­
no de la abeja.

La reacción entre los materiales 
alergénicos crudos o muy purificados y el aldehido o al­

dehidos se pueden llevar a cabo en presencia de un aditi 
vo de bajo peso molecular. Los aditivos apropiados que 
suelen contener menos de unos 8 átomos de carbono además 

de cualquier grupo funcional presente, comprende: Diami­
nas alifáticas, guanidinas, acidaminas alifáticas, áci­

dos carboxílicos alifáticos que contienen grupos amino,



5

10

15

20

25

-  14 -

incluyendo aminoácidos alifáticos (ácidos monoamino 

monocarboxílicos, ácidos monoaminos carboxílicos y ác_i 
dos diamino monocarboxílicos), ácidos hidroxiamino ali­
fáticos, y ácidos diamino dicarboxílicos alifáticos; y 
compuestos alifáticos que contienen combinaciones de per. 
mutaciones de uno o tnás grupos amino, guanidino y acida- 
mino. Además, puede haber presente un número limitado de 
grupos hidroxi en cualquiera de los tipos de compuestos 

mencionados. Las especies comprende 1,4 - diaminobútano, 

lixina, ácido l,5*diaminopimelico, arginina, adip'a'iThida, 
ácido aspártico, serina y alamina. El aditivo hade- ser 
de tal naturaleza que se combine químicamente con los 
componentes del polen durante el proceso del tratamien­
to con aldehido.

Por cada etapa del proceso, las con 
centraciones de alérgeno, aldehido y cualquier aditivo 

presente en la mezcla de reacción y el pH y periodo de 
incubación de la mezcla de reacción que dan por resulta­
do condiciones óptimas del tratamiento con aldehido son 
interdependientes en cierto grado. Las condiciones siguien^ 
tes son preferibles, estando sujeta cada condición a man­
tener otras condiciones dentro de límites apropiados para 
conseguir un alérgeno tratado por aldehido conveniente.

La concentración final de los mate­
riales alergénicos empleados para la reacción con aldehido
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deberá ser preferiblemente: (l) De tal naturaleza que 
todos los componentes sean completamente solubles, y 

(2) compatibles con la concentración de aldehido y cual 
quier aditivo empleado. Cuando se trata de reacciones 

de formaldehido, las soluciones deberán prepararse en un 
tampón acuoso o reactivo compensador preferiblemente de 

un pH de 7,(t a 7)6 aproximadamente de molaridad apropia­
da para mantener este pH a aproximadamente 7,2 - 7,6 du­
rante el curso de la reacción con el fin de hacer ópti­
ma la aparición de las reacciones de aldehido deseadas.
Las concentraciones de aproximadamente hasta 12 mg/cc 
de materiales alergónicos (basadas en el peso en seco de 
sólidos/cc) en compensador de fosfato sódico 0,1M con un 
pH de 7,5- 0,1 suelen cumplir las exigencias mencionadas 
dependiendo la elección de la concentración de alérgeno 
en cierto grado de la temperatura de incubación y la con 

centración de aldehido.
Cuando se trata de reacciones de 

aldehido, el pH de las soluciones de reacción deberá ser 
preferiblemente de 7,0 a 8,0 y la concentración de alér­
geno de 1 ,0 a 2,0 mg/cc.

La concentración de aldehido o alde­
hidos de la mezcla de reacción no deberá ser tan grande 
que afecte perjudicialmente a las propiedades inmunizan­
tes deseadas del alérgeno resultante tratado con aldehido,



pero si suficientes para dar por resultado una destrucción 
extensa de la alergenicidad del alérgeno nativo a la tem­
peratura particular de la mezcla de incubación. La reduc­
ción resultante en alergenicidad suele ser del orden de 
100 a 10.000 veces seguido de la finalización del proceso 
progresivo. Además de los factores mencionados, las gamas 
de concentración de aldehidos preferibles varían de acuer­

do con la pureza del alérgeno tratado en el sentido de que 
el extremo inferior de las gamas o límites especificados 

se utilizan del modo más apropiado con materiales muy pu­
rificados .
PREPARADOS DE ALERGENO

Cuando se trata de extracto alergéni- 

cos, se eliminan materias grasas de la fuente de elergeno 
desecada (polen, caspa, hongos, etc.) por extracción con 

eter de petróleo desecado o dietileter desecado exento de 

peróxido. La materia alergénica exenta de grasa se extrae, 
ta a una temperatura de 0° a 5°C por espacio de 15 minu­
tos a 4 días con una solución tamponada apropiada (v.g.,
NH,HC0. 0,125H) a un pH de 6,0 a 8,0. La duración de tiem 4 3 ***
po depende del tipo de extracto deseado y la naturaleza 
de la fuente de alérgeno. El material sólido se elimina 
por filtración, centrifugación, o un proceso similar. Más 

del 90% de materiales de peso molecular bajo (esencialmen 

te no alergénicos) se eliminan del extracto por diálisis
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o ultrafiltración, a través de una membrana c un disposi­
tivo de fibra hueco (peso molecular 3.000 a 5.000 daltons) 
o por filtración con gel. La solución de alérgeno se pone 

a una concentración apropiada en términos de peso en seco 
del material que contiene alérgeno en estado sólido por 

ce (normalmente 1 ,5 a 2,0 veces el presente en la fase . 

uno, que se expone más adelante), por ultrafiltración y 
diálisis contra un tampón, o liofiiización y reconstitu­

ción en el tampón, por ejemplo fosfato sódico 0,lM ajus­
tado a un pH de 7 ,5-0,1.

Los alérgenos purificados c parcial­
mente purificados se preparan también en el mismo tampón 
para las reacciones que se describen a continuación. 
Resumen de condiciones de las reacciones:

Formaldehido. fase una:
Concentración de alérgeno, 0,1 a 12,0 

mg/cc; concentración de formaldehido 0,5 a 2,5M; tempera­

tura 5 a 15°C, preferiblemente unos 10°C; pH 7,2 a 7)6; 
tiempo 8 a 32 días.
Formaldehido, fase "n" (donde n^I y generalmente n=2)

Concentración de alérgeno, 1,0 a 3,0 
mg/cc; concentración de formaldehido 0,36 a 0,5M; tempera­
tura aproximadamente 25 a 40^C, preferiblemente 30 a 34°C; 
pH 7,2 a 7,6; tiempo 16 a 35 días.
Dialdehido, fase una:
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Concentración de alérgeno, 1,0 a 

2,0 mg/cc; concentración de aldehido de 0,01 a 0,1M, 

preferiblemente 0,25M aproximadamente; temperatura 5 a 
15°C, preferiblemente unos 10°C; pH aproximadamente 

5 ' 7.0 a 8,0; tiempo 4 a 24 horas, preferiblemente 16 a 20

horas.

Dialdehido, fase "n" (donde n^l y generalmente ti=2).
Concentración de alérgeno 1,0 a 2,0 

mg/cc; concentración de aldehido 0,01 a 01M, preferible- 

10 mente 0,025M; temperatura aproximadamente 2$ a 40°C pre­
feriblemente de unos 30°C; pH aproximadamente 7.0 a 8,0; 

tiempo 16 a 32 horas, preferiblemente de unas 24 horas.
Al final de la incubación ó incuba­

ciones, se elimina el exceso de aldehidos por uno de los 
métodos siguientes: Diálisis extensa con varios cambios 
en el dialisato empleando una envoltura de celulosa como 

Visking de tamaño 18 dialisi/ultrafiltración extensa por 
membrana utilizando una membrana de Millipore, Amicon o 
equivalente o dispositivo de fibra hueca con un peso mo- 

20 lecular de aproximadamente de 5.000 a 30.000 dlatons, o
por filtración en gel sobre un xerogel apropiado como 
Sephadex G10 o G25 aproximadamente a 4^C.

Según esta invención, la reacción 

se lleva a cabo en una o más etapas, preferiblemente dos 
2$ etapas. Cuando se utilizan dos o más etapas o fases, la



19 -

5

10

15

20

25

primera se distingue de las fases ulteriores por las tem­

peraturas diferentes empleadas. Cuando se trata de reac­
ciones de fases múltiples, la secuencia de las reacciones 

se puede realizar con (a) formaldehido en la primera y 
fases ulteriores, (b) con un dialdehido particular en la 

primera y fases ulteriores, (c) con un formaldehidc en la 
primera y un dialdehido particular en fases ulteriores, 
(d) con un dialdehido particular en la primera y formal­
dehido en fases ulteriores, (e) con cualquier combinación 
de formaldehido y uno o más dialdehidos en una serie de 

fases. Las combinaciones preferibles son generalmente los 
casos simples (e) o (b), pero los casos (c) y id) ofre­
cen la ventaja de que una combinación de tipos diferentes 
de reacciones químicas empleando un protocolo relativa­
mente sencillo. Las reacciones del tipo (e), a pesar de 

ser más complejas de realizar ofrecen las combinaciones 
de procesos de reacción que pueden dar lugar a la mayor 
reducción de propiedades alergénicas.

Las mezclas de formaldehido y dial­
dehido (normalmente glutaraldehido) se pueden utilizar 

en una serie de fases o etapas (normalmente dos). Esta 
forma de enfocar el problema elimina la eliminación del 
aldehido después de la primera fases antes de añadir el 
segundo aldehido. Como la reacción de dialdehido se com­
pleta esencialmente en unas 20 horas, la mezcla se puede
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transferir entonces a la segunda fase para permitir una 
reacción más extensa que tenga lugar con el formaldehi- 
do. La concentración de alérgeno se mantiene completamen, 

te a aproximadamente 1 ,0 a 2,5 mg/cc, formaldehido a <0,36 

a 0,5M y dialdehido a aproximadamente 0,025M, a un pH de 

7,2 a 7)6. La primera fase se realiza en 4 a 24 horas 
(preferiblemente l6 a 20 horas) a una temperatura de 5 

15°C (preferiblemente unos 10°C) y la segunda fase por 

espacio de 16 a 32 días a una temperatura de 30 a 34°C.
En la primera fase, la reacción se 

efectúa a una temperatura superior al punto de congela­
ción de la solución (siendo la gama más eficaz del orden 
de 5 a 15°C) y preferiblemente a unos 10°C. La fase o fa 
ses ulteriores se llevan a cabo a una temperatura de 

aproximadamente 25°C a 40°C y preferiblemente a una tem­
peratura de 30 a 34°C. La adhesión a esta secuencia de 
temperaturas ha demostrado aumentar sustancialmente la 
eficacia del producto final para la inmunización de per­
sonas alérgicas.

En el caso del procedimiento prefe­
rible en dos etapas, la primera etapa a menor temperatura 
se lleva a cabo generalmente en un periodo de unos 8 a 
32 días en el caso del formaldehido y aproximadamente 20 

horas en el caso de los dialdehidos, aunque en el último 

caso se pueden emplear periodos de incubación más cortos
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de 4 horas. La duración de la segunda etapa es generalmen 
te de 14 a 35 días con formaldehido y de aproximadamente 
24 horas con dialdehido.

Esta invención tiene aplicación con 
formaldehido, con todos los dialdehidos alifáticos satu­

rados inferiores, particularmente glutaraldehido, y dial­
dehido de la fórmula general (CH-) /CHO donde n 1 a 6 

y sus isómeros de cadena ramificada y precursores, y mez­
clas de los mismos.

Los alérgenos tratados con aldehido, 
preparados como se ha descrito, son agentes inmunotera- 
peúticos apropiados para los mamíferos, incluyendo los 

seres humanos alérgicos. Un adyuvante como puede ser un 
alumbre o un alginato se pueden incorporar en el prepa­
rado inmunizante deseado para mejora la eficacia inmuno- 
génica. Los alérgenos tratados con aldehido se pueden 
emplear en pruebas diagnósticas antes de la inmunotera- 
pia o durante la inmunoterapia de seres humanos alérgi­
cos .

Los alérgenos tratados con aldehido 
de esta invención se pueden administrar a mamíferos de 

una forma normal por ejemplo por vía intradermal, subcu­
tánea o intramuscular. Además, la baja alergenicidad de 
estos materiales permite la administración en forma de 
un aerosol en el morro y/o la boca para conseguir la in-
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munización por vía transmucosal.

Esta invención se ilustra, aunque 
sin limitación por los ejemplos siguientes:
EJEMPLO I

5 Se emplearon los pólenes siguientes:
(l) Ambrosía corta (Ambrosía elatior) y (2) hierba mez­
clada que comprendía 30% pata de gallo (Dactvlis glomera- 

ta) 25% poa (Poa pratensis), 25% alfalfa (Phleum praten­
se ), 10% festuca roja (Festuca rubra) y 10% festuca de 
prado (Festuca elatior). Cada uno de los pólenes se dese_n 
grasó por extracciones sucesivas con eter dietilnco o 

eter de petróelo (v.g., cantidades de 8 x 1 litros) y se 

extractó a 40°C bien una vez con 10 veces el volumen (cc) 
de NH^HCO^0,125M del peso del polen (gm) por l8 horas 

^  (con agitación), o en tres extracciones en serie con un
volumen de una solución de NH^HCO^ que totalizaba 10 ve­

ces la cantidad del polen. Después de la centrifugación, 

cada extracto sobrenadante se dializó extensamente a 
4°C en envoltura de celulosa de tamaño l8 Visking contra 

20 NH^,HC0^0,002M (4-5 x 75 litros) y finalmente contra agua
destilada (l x 72 litros) en un periodo que totalizaba 
aproximadamente 4 días. Este proceso de diálisis sirvió 
para eliminar esencialmente todo el peso molecular bajo 
de los componentes no alergénicos. Cada extracto dializa^ 

23 do se centrifugó para eliminar una cantidad de trazas de
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precipitado, se liofilizó y almacenó a -20°C en un recipien 
te hermético al aire hasta su utilización.

El extracto de alérgeno dializado (l) 
o (2) a 2 mg/cc se incubó con solución de formaldehido 

al 0,5M por espacio de l4 a l8 días a 10°C- 1°C en Na^ 
HPO^/NaHgPO^ de 0,1M a un pH de 7\5--0,l (tampón A), se 

transfirió directamente a una incubadora 32°C- 1°C y se 
incubó por un periodo adicional de 14 a l8 días. El exce­
so de formaldehido se eliminó por diálisis contra tampón 

A, agua salina tamponada fisiológica o agua destilada 
(vease la explicación más adelante).
EJEMPLO II

El extracto de alérgeno dializado (l) 
(2 mg/cc) se incubó con una solución de formaldehido 0,5M 

por espacio de 30 a 35 días a 10°C- 1°C y un pH de 7,5*- 
0,1 en tampón A, se transfirió directamente a una incuba­
dora a 32^CÍl°C y se incubó durante un periodo adicional 
de 30 a 35 días. El exceso de formaldehido se eliminó por 
diálisis contra tampón A, agua salinas tamponadas fisiolc) 
gica o agua destilada.
EJEMPLO III

El extracto de alérgeno dializado (2) 
(2 mg/cc) se incubó con solución de formaldehido 0,5M 
por espacio de 8 días a 10°C-1°C y pH 7)5 en tampón A, se 
transfirió directamente a una incubadora a 32°C-1°C y se
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incubó durante un periodo adicional de unos 32 días. El 

exceso de formaldehido se eliminó por diálisis contra el 
tampón A, aguas salinas tamponadas fisiológica o agua 
destilada.
EJEMPLO IV

El extracto de alérgeno dializado 
(l) o (2) (10 mg/cc) se incubó con solución de fjágmaldehí 
do 2M por espacio de l4-l8 días a 10°CÍl°C. La solpción 

se diluyó cuatro veces (v.g., a 2,5 mg/cc de ambrosía y 

0,5M formaldehido). La solución se reincubó por espacio 
de l4-l8 días a 32°CÍl°C. Se eliminó el exceso de formal­
dehido por diálisis contra tampón A, agua salina tampon_a 
da fisiológica o agua destilada.
EJEMPLO V

Se incubó el extracto de alérgeno 
dializado (l) o (2) (8 mg/cc) con solución de formaldehi­

do 2M por espacio de unos 14 a 18 días a 10°C-1°C. La so­
lución se diluyó cuatro veces (v.g., a 2,0 mg/cc de am­

brosía y 0,5M formaldehido). La solución se reincubó por 
espacio de l4 a l8 días a 32°C-1°C. El exceso de formal­
dehido se eliminó por diálisis contra tampón A, agua sal¿ 

na tamponada fisiológica o agua destilada.
EJEMPLO VI

Un extracto de alérgeno dializado 
(l) de polen de ambrosia corta (2 mg/cc) se incubó con



-  25 -

5

10

15

20

solución de formaldehido 2M por espacio de 14 a 18 días 

a 10°üÍl°C a pH 7,5 - 0,1 en tampón de fosfato sódico 
0,1M (tampón A); la solución se dializó extensamente a 
4 C contra varios cambios en tampón A para eliminar el 

formaldehido; se añadió lentamente formaldehido adicio-- ; 
nal (l2,3M) para hacer solución 0,3óM con respecto* al fojr 

maldehido; y la solución se reincubó por espacio de l6 

días a 32°CÍ1°C y pH 7,5-0,1. El exceso de formaldehido 
se eliminó por diálisis contra tampón A o agua salina tam 

ponada fisiológica.
EJEMPLO VÍII

Se incubó extracto de alérgeno dia- 
lizado (l) y (2) (2 mg/cc) con glutaraldehido 0,025M en 
tampón A por espacio de l8 horas a lO°CÍl°C. El exceso 

de glutaraldehido se eliminó por diálisis contra tampón 
A. Se añadió solución de formaldehido a la solución de 

alérgeno tratado con gluraladehido para hacerla 0,5M con 
respecto al formaldehido. Esta mezcla se reincubó enton­
ces por espacio de unos 21 días a 32°C-1°C. El exceso de 

formaldehido se eliminó por diálisis al final del exper¿ 
mentó.
EJEMPLO IX

Se incubaron extractos de alérgeno 
dializados (l) o (2) (2 mg/cc) con glutaraldehido (0,025M) 
a 10°C-1°C por espacio de 20 horas y 30°C—1°C por espacio25
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de 24 horas a pH 7 15-0,1 en tampón A. El exceso de gluta- 
raldehido se eliminó por diálisis contra tampón A o solu­
ción salina tamponada fisiológica al final del experitnen 

to. Se investigaron otras concentraciones de glutaralde- 

hido (del orden de 0,0005 a 0,1M), pero se averiguó que 
con 0,025M se obtenía el mejor producto en términos de 
actividad alergénica y retención de las propiedades inmu­

nizantes deseadas.
EJEMPLO X

Se desgrasó polen de ambrosía corta 

desecada (Ambrosía elatior) por extración con Soxhlet em­
pleando eter de petróleo. La acción de reflujo continuó 

hasta que el eluyente quedó libre del color impartido 
por el polen. El polen se secó al aire, se pesó y almace­
nó en recipientes herméticos a una temperatura de -5°C a 

-30°C. Se añadieron al polen 5 ce de tampón de bicarbona­
to amónico 0,125M por gramo de polen desgrasado y la mez­

cla se extractó con agitación constante a una temperatu­
ra de 0° a 5°C por espacio de 18 a 26 horas. Después de 
esta primera extracción, el extracto se eliminó de los 
granos de polen por filtración y la torta de polen se 
volvió a extractar con cuatro cc de tampón/gm de polen 
(peso inicial) por espacio de 2 a 4 horas a una tempera­
tura de 0°C a 5°C, seguido por aclarado de 1 cc de tam­

pón/gm de polen. Los tres extractos se combinaron y diali
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zaron en tubo de celulosa sin costura tamaño l8 Visking 
contra un volumen 35 veces mayor de bicarbonato amónico 
0,002M durante 30 a 40 horas. Se llevó a cabo diálisis 
adicional de 12 a 14 horas contra agua destilada. El ex­
tractó se filtró a través de una serie de filtros, fina­
lizando con filtración estéril a través de un filtro de 

0,45 micrómetros. El extracto estéril se liofilizó y se 
pesó. La incubación de este extracto dializado (10 mg de 
sólidos de polen/cc) se realizó empleando formaldehido 
2M en tampón de fosfato sódico 0,1M a un pH de 7.,2/a 7,6 
por espacio de 12 a 18 días a 10°Í2°C. La solución resul­
tante se diluyó cuatro veces en el tampón de fosfato 0,lM 

y se incubó a un pH de 7¡2 a 7)8 durante 18 a 24 dias a 
32'-2 C. La solución resultante se dializó en envoltura 
Visking tamaño 47*62t mm. de diámetro contra 2 volú­

menes de 35 veces de NH^HCO^ 0,002M. La solución se com­
probó para verificar la ausencia de formaldehido, se con­

centró empleando un sistema de Millipore Pellicon Casset­
te, se filtró por filtración estéril y se liofilizó.

En cada uno de los ejemplos anterio­
res, las incubaciones y diálisis se realizaron empleando 
tampón de fosfato sódico 0,1M, pH 7,3 Í 0,1 y todas las 

soluciones se dializaron extensamente a aproximadamente 
4°C contra varios cambios de grandes volúmenes de dializa- 
to para eliminar el aldehido sin reaccionar al final de
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cada experimento. Las soluciones se almacenaron congela­

das o, en varios casos, los alérgenos modificados por 

aldehido se liofilizaron a partir de soluciones acuosas, 

procedimiento que da lugar a spolidos esencialmente exen 

tos de aldehido con características de almacenamiento 
excelentes para largo plazo.
EJEMPLO XI
Alérgeno. Se adquirió polen de ambrosía corta (Ambrosia 
elatior) de Greer Laboratories y se almacenó a -20°C en 

un recipiente hermético al aire hasta su utilización. El 
polen (150 gm) se desgrasó por 8 extracciones sucesivas 
con porciones de 1 litro de eter dietilico anhidro exen­
to de peróxido (J.T. Baker Co) que permitía la elimina­

ción de todo el material graso de color. Se dejó secar el 
polen y se evaporaron las trazas de eter in vacuo hasta 

el día siguiente. El polen desgrasado se extractó enton­

ces a 4°C con suave agitación por espacio de 18 horas 
con 1 ,5 litros de NH^HCO^ 0,125M y el polen se separó del 
sobrenadante por centrifugación. El extracto sobrenadan­

te (1185 ce) se sometió a diálisis extensa en envoltura 
de celulosa tamaño 18 Visking (Union Carbide Cop) contra 
NH^HCO^ 0,002M (5x72 litros) y finalmente contra agua 
destilada ( 2 x 72 litros) en un periodo total de 4 días 
a 4°C. El extracto dializado se centrifugó para eliminar 

una pequeña cantidad de precipitado y se liofilizó (ren-



dimiento = a 14,104 gm). Este material, que se denomina­
rá "Alérgeno de polen de Ambrosía, lote 11RWC", se alma­

cenó -20°C en un recipiente hermético al aire hasta util¿ 
zarse.

Alergioide. Una parte del alérgeno liofilizado se sometió 
a modificación por formaldehido mediante el "procedimien­

to de dos etapas" (preparado mezclando entre sí volúmenes 
apropiados de NaHgPO^ 0,1M y Na^NPC^ 0,1M (ambos de grado 
reactivo Baker) para dar un pH final de 7,50). El alér­

geno de polen de ambrosía (13)603 gm) se disolvió en tam­
pón de fosfato 0,1M, pH 7)50 (453)4 ce) para dar una so­
lución que contenía 30 mg de sólidos de polen por cc.
Esta solución se dializó (en tubo Visking tamaño l8) con­
tra el tampón de fosfato (11,2 litros) por espacio de 24 
horas a 4°C. Después de la diálisis el volumen final de 
la solución de alérgeno se ajustó a 9O7 cc (15 mg de sóli 

dos de polen/cc con tampón de fosfato 0,1M a pH 7,50.
La mezcla de reacción siguiente se 

preparó a 4°C. Una solución de formaldehido de 10 moles 
(270 cc) (preparado por dilución de formaldehido de gra­
do reactivo (Fisher Scientific Co. 37% peso/peso) con 
agua desionizada). Se añadió muy lentamente y con cuida­
do con agitación constante a 900 cc de solución de alér­
geno, evitando concentraciones elevadas localizadas de 

formaldehido. El pH de la solución se verificó totalmente
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y se añadió un total de 6,5 ce NaOH 2M (Baker Co) duran­
te la mezcla para mantener el pH a 7,50 í 0,1. El volumen 
final de la mezcla de reacción se ajustó a 1.350 cc em­

pleando 170 cc de tampón de fosfato 0,2M a pH 7,50, 1,1 
cc de NaOH 2M y 2,5 cc de tampón de fosfato 0,1M a pH 
7 ,50, para obtener una solución que tenía la composición 

siguiente: Sólidos de polen, lo mg/cc; formaldehido 2,0M; 
fosfato, aproximadamente 0,1M, a un pll de 7,50 medido a 
10°C.

La solución anterior se incubó por 
espacio de l6 días a 10°C-0,5°, en cuyo momento el pH se 
había reducido a pH 7,41. Después de esta primera incuba^ 
ción, la solución se diluyó 4 veces con fosfato 0,1M a 
pH 7,50 y se incubó a 320°C-0,5°C durante l6 días más. El 

pH inicial para esta segunda incubación era pH 7,49 (me­
dido a 32°C) y pH final era de 7,47 (a 32°C). La solu­

ción alergioide resultante se dializó sucesivamente con­
tra 4 x 72 litros de agua desionizada a 4°C para eliminar 

formaldehido y sales de tampón. Se eliminó precipitado en 
trazas por centrifugación y la solución resultante se 

liofilizó, sirviendo no solamente para preparar un mate­
rial seco estable sino también para eliminar trazas di­
minutas residuales posibles de formaldehido. El rendimien 
to de "alergoide de polen de ambrosía, 11RWF" era de 

13,135 gm (97,3% teórico). El alergoide se almacenó a
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20°C en un recipiente hermético al aire hasta que se uti­

lizo .
Preparación de soluciones para inmunoterapia. Se prepara­
ron soluciones en términos "unidades de alergeno/cc" o 

"unidades de alergioide" donde la unidad de alergioide , 
era 50 veces mayor que la unidad de alérgeno en términos 
de sólidos de polen y "equivalentes de antígeno EVcc 
(AgE equiv./ml)". En el caso del alérgeno, se refiere al 
contenido de antigeno E; en el caso del alergoide se re­
fiere al contenido de antigeno E en el alérgeno a partir 
del cual se deriva (el antigeno E no es directamente men­
surable en el elergioide). Basados en experiencias pre­
vias se perparó la solución de material de alérgeno 
11RWC (1.000/cc) para contener 10 micogramos AgE equiv/ 

cc (0,28 mg de sólidos de polen no dializables/ccK De 
un modo similar, la solución de material de alergoide 
11RWF (1.000 unidades/cc) se preparó a 500 microgramos 

AgE equiv/cc (l4,l mg sólidos de alergioide/cc). La solu­
ción de material de alérgeno y alergioide se filtraron por 
filtración estéril a través de una unidad de filtro Nage- 
ne equipado con una membrana del tamaño de poro 0,45 mi- 
crómetros (Nalge Sybron Corp, Rochester, N.Y.) y cada so 
lución se distribuyó ulteriormente en viales estériles 
aproximadamente 10 cc de contenido. Se preparó de este 
modo un total de 30 viales de alérgeno y 23 viales de25



32

5

10

15

20

25

3l6Fgioide< Atubos conjuntos de viales se numeraron en el 
orden en que se distribuyeron. Los viales se prepararon 
aproximadamente tres semanas antes de que comenzara la te 
rapia y se mantuvieron a 4°C en todo el estudio.

Se examinaron las esterilidades de 
alérgeno y soluciones alergioides por incubación dq 

partes alícuotas de 0,5 cc tomadas de viales elegidos 

con medios de tioglicolato de acuerdo con las reglas y 
reglamentaciones FDA, "Párrafo 610. 12, esterilidad".

Las incubaciones se realizaron a temperaturas de 2$°C y 
32°C en periodos de dos semanas. En el caso de la solu­
ción de alérgeno, se tomaron partes alícuotas de los via 
les no. 1, 11, 20 y 30. En el caso de la solución de 
alergíoide so tomaron partes alícuotas de los viales 1 ,

11 y 23. Todas las soluciones de prueba de esterilidad 
se examinaron visualmente para hallar la evidencia de 

desarrollo en el cuarto, séptimo y decimocuarto días del 
periodo de incubación. No se halló evidencia de contami­
nación bacteriana en dichos exámenes visuales. Al final 
del 24 día de incubación, cada uno de los cultivos se 
depositó en placas de agar de soja de trypticase con 5% 
de sangre de oveja (Baltimore Biological Labs, Cockeyvi- 
lle, MD) y se incubó a 37°C por espacio de 24 horas. Se 

halló que todas eran negativas respecto a cualquier tipo 
de desarrollo. Todas las partes alícuotas de alérgeno y
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alergioide, distintas a las sometidas a prueba de esteri­
lidad, se almacenaron a 4°C hasta su utilización.

Las pruebas de toxicidad generales 
en las soluciones de alérgeno y alergioide se realizaron 
empleando el método de valoración descrito en "Párrafo 
6l0.ll, seguridad" de las reglas.y reglamentaciones FDA. 
Estas pruebas se realizaron en ratones y cobayas bajo la 

dirección de Irving Levenstein, pH.D, Leberco Laborato­
ries, 123 Hawthorne Street, Roselle Park, N.J. Cada ratón 
recibió 0,5 ce y cada cobaya 5 cc de solución dé aíerge- 
no o alergioide administrados por vía intraperitoneal.
Los resultados de estas pruebas no demostraron evidencia 
de toxicidad en el caso del alérgeno o el alergioide, 
evidenciado por no existir una pérdida de peso 7 días deŝ  
pues de la inyección de los materiales.
Análisis inmunoquímicos. Se realizaron análisis del con­
tenido de alérgenos de ambrosia, antigeno E, Ra3 y Ra5 

en alérgeno de polen de ambrosía, lote 11RWC, por inmuno 
difusión radial (Baer, H, Maloney, C.J., Norman, P.S. y 

Marsh, D. G., 1974, J. Allercv Clin. Inmunol. 54:157- 
l64) empleando antisuero específico y antigenos de refe­
rencia. La referencia de antigeno E era el material NIH 

purificado adicionalmente por cromatografía Sephadex G75 
y la referencia Ra3 procedían del Doctor Lawrence Good- 

friend, McGill University, Montreal. La referencia de
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antigeno E adicional se obtuvo del Doctor T.P. King, 
Rockefeller University, New York, el antisuero se prepa­
ró en nuestro laboratorio inmunizando conejos o cabras 

con antigeno respectivos.
También se realizó inmunoelectrofo- 

resis cruzada de alérgeno contra suero antialergeno de 
conejo empleando una técnica análoga a la descrita*por 
Weeke and Lowestein (1973) en: A Manual of Quantitative 
Inmunoelectrophoresis (eds. N.H. Axelsen, J. Kroll and 

B. Weeke) Universitetaforlaget, Oslo, páginas 149^153*
Se realizaron determinaciones norma­

les de "unidad de nitrógeno proteínico (PNU)" del alérge­
no y el alergioide de acuerdo con los procedimientos de 
rutina FDA aprobados por Mr Bill White, Jr y los asocia­

dos Greer Laboratories Lenoir, N.C.
Pacientes. Se eligieron 14 voluntarios pagados de raza 

blanca alérgicos a la ambrosía (7 varones, 7 hembras; pro 
medio de edad 33 años; gama de edades 25 a 44) para el 
estudio de acuerdo con el criterio siguiente. Todos los 
pacientes informaron que padecían de fiebre del heno du­
rante la estación de la ambrosia, presentándose la fiebre 
del heno moderadamente en tres sujetos y suvamente en 
otros tres individuos. Los pacientes con asma se escluve- 

ron específicamente del estudio. Asimismo, los pacientes 
con graves síntomas durante Julio fueron excluidos. Como
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los estudios anteriores han revelado que la inmunoterapia 

con extractos de ambrosia incluye en la respuesta inmuno- 
lógica ulterior, cualquier tratamiento anterior con ex­
tracto de ambrosía sirvió automáticamente para excluir 

los pacientes del estudio. Finalmente todos los pacientes 
se juzgaron como buenos candidatos para estudio en térmi­
no de empleo y estabilidad emocional.

Los pacientes se emparejaron en y ga 
rejas de acuerdo con sus sensibilidades de tratamiento 
previo de liberación de istamina de leucocitos y pruebas 
de la piel al alérgeno y alergioide y niveles totales 
de suero IgE.

Régimen de tratamiento. Se programaron los pacientes para 
el tratamiento entre finales de Mayo y mediados de Agosto 

de 1977* En el primer día de tratamiento (día 0), récibie^ 
ron inyecciones de una a 5 en cantidades en aumento de 

alérgeno o alergioide en periodos de 30 minutos a 2 horas 
hasta los granos locales y reacciones de eritema o sínto­
mas histéricos indicaban que la dosis estaba próxima al 
nivel tolerado. Se tomó un registro completo de inyeccio­
nes y reaciones locales y sistenicas inmediatas por cada 
paciente por parte del Doctor. El paciente registró reac­
ciones locales retardadas en los lugares de la inyección 
y síntomas sintenicos (si es que aparecieron). Todos 

los pacientes se dispusieron de consulta médica durante



el periodo de 24 horas siguiente a las series de inyec­
ciones y la información en cada forma fue confirmada 

por entrevista por teléfono con cada paciente. Todas las 

reacciones locales se graduaron de acuerdo con su inten­
sidad máxima que normalmente tenia lugar a unas 24 horas 
después de la inyección. (La información concerniente al 
grado de reacciones locales y sistémicas se da en la no­
ta al pie de la tabla V).

Después de la primera sesión de in­
yecciones se midió el anticuerpo IgG del suero a antíge- 
no E a intervalos de aproximadamente 4 a l4 días y se 

dieron una segunda y ulteriores sesiones según alcanzaban 
las respuestas del anticuerpo niveles predominantes en 
los pacientes. Las reacciones a las inyecciones se re­

gistraron en cada ocasión según.se ha descrito. Seis pa­
cientes tratados con alérgeno y seis pacientes tratados 
con alergioide cumplieron con nuestro régimen de estu­
dio, recibiendo cada uno cuatro o cinco sesiones de in­
yecciones entre finales de Mayo y mediados de Agosto 

de 1977 (Tablas I y II).
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TABLA I

5

10

"QS1S v números (le invecciones por seseen para nacientes tratados con alercsno.
Sesiones

pareja y 
número

Paciente
1

Unidades
2 3 4 5 

de alógeno (no. de inyecciones en pa-_______-___<______________re iaz)____

Totales 
acmnnJ a ti. veg

1. E.E. . 6(4)+ 13(2) 10(1) 60(2) 50(1) . . 141(10)
2. L.I.. 31(4) 170(3) 50(1) 350(3) 1200(3) , ; 1801(14)
3. M.K. 31(4) 70(2)* *30(2) 50(D* 30(1) 231(10)
4. G.J. 6(3) 15(2) 10(1) 60(2)* 20(1) 111(9)
5. B.D. 4(3) 17(3) 70(2) 150(2)* 100(2) . 341(14)
7; t.O. 36(4) 164(3) 200(1) 700(2) 500(1) 1601(11)

Promedio 19(4.0) 75(2.3) 63(1.3)' 228(2.0) 317(1.5) * 704(11.3)̂
De se zt ima o ione s: 
6 S.B. 31(4) 170(3)* 23(1) 226(8)

^  Reacción sisténica
*j* Dos inyecciones por día se administraron en dos dias 

sucesivos.

^  El promedio de dosis acumulativa para todos los pacien­
tes, excluyendo S.B., = 7 i04 mg AgE equivalente.

6- .-t-
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D&sis"y námeros de inyecciones por sesión de pacientes tratados con el alergioid.

Sesiones

Pareja no. Paciente 1 2 3 S 5
Unidades de aiergioide(No. de inyecciones en

parejas)
Totales

acumulativo:

1. E.F. 31(4) 170(3) 100(1) 200(2) 200(2) . 701(12)
2. O.M. 16(4)* 2(1) 5(2) 16(3) - 40(10)
3. C.D. 32(4) 70(2) 123(2) 310(2) 1200(3) , 1737(13)
4. J.B. 31(4) 170(3) 70(2) 300(2) 1200(3) . 1771(14)
3; - J.K. 37(4) 70(2) 150(2) 300(2) 300(2) 837(12)
7. M.B. 32(3) 170(3) 300(2) ¡ 1200(3) - . 1702(11)

30(3.8) 109(2.3) 123(1.8) .388(^3)...7n(2^í_ 1135(12)^
Destimaciones
6 P.J. 26(4) 3(1) ,6(2) . 3(1) 42(8)

Reacción sistenica

f? No se dió la quinta sesión de inyecciones .

^Dosis acumulativa por término medio de todos los pacien­
tes, excluyendo P.J. es igual a $67,35 mg AgE equivalen­

tes.
Valoraciones de alerginicidad relativa, alergioide/alerge— 
no. ______________

Las alerginicidades relativas del
alergloidé al alérgeno en nuestros sujetos de estudio se
determinaron por valoración de istamina de leucocitos
(Marsh, D.G., Lichtenstein, L.M. and Campbell, D.H. 1970,
Inmunology, l8: 705-722) y valoración de piel de punto

final intradermal cuantitativa (Norman, P.S. 1976, en:
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Manual de Inmunología Clínica (eds. N.R. Rose and H. Fi- 

redman), American Soc, for Microbiol, Washington, D.C. 
páginas 585). La relación de sensibilidad de los leucoci 

tos de cada paciente se expresó como la relación de con­
centraciones de alergioide/alergeno que producían una vĵ . . 
bración del 50% de istamina de los leucocitos del pacien 

te. Su relación de sensibilidad a las pruebas cutí leas 
era la relación de las concentraciones de alergioide/alej* 
geno que producían dos o más (8 a 10 mm diámetro de grano 
con eritema) en puntos finales de pruebas cutáneas. 
Valoraciones de I.e;E de sueros totales. La medición del 
suero total IgE en un tratamiento previo y tres tratamien 
tos ulteriores de suero de todos los pacientes se realizó 
por un procedimiento de "RIST directo" desarrollado por 

Schellemberg and Adkinson (Schellemberg, R.R. and Adkin- 

son, N.F. 1975. J.. Inmunol 115:1577-1583). El método era 

similar al método "PRIST" de Wide (Wide, L. 1971 En: Méto­
dos de radioinmunovaloración (eds. K.E. Kirkham adn W.M. 

Hunter), Livingstone, Edinburgo, página 173) s excepto que 

la primera página de la valoración utilizaba anticuerpo 
específico anti-IgE (realizado en una cabra) acoplado a 
Sepharose 4B en lugar de disco de papel. Después de la in 
cubación del suero del paciente con glóbulos inmunoabsor- 

bentes de Sepharose, los glóbulos se lavaron y se incuba­
ron ulteriormente con anti-IgE de conejo irradiado (anti-
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cuerpo purificado específico de cadena E). Los glóbulos 

se lavaron entonces de nuevo y se contaron en un conta­

dor gamma. Las cuentas se compararon con las obtenidas con 

valoraciones en serie empleando suero de control de con­
tenido de IgE conocido. Los experimentos anteriores se rea, 
lizaron todos por duplicado con controles apropiados posi­

tivos y negativos y tres sueros normales internosánon con­
tenido de IgE conocidos. Asimismo cada valoración e repi­
tió al menos una vez y se repitieron los valores d scre- 

pantes (que diferian entre sí - 10%) hasta que se obtuvie­
ron valores con ^ 10%.

Valoración de anticuerpo de IgG de suero a antigeno E.
Se midió anticuerpo de inmunoglobuli 

na G a antigeno E empleando un procedimiento de radioinmu 
novaloración de anticuerpo doble altamente sensible simi­
lar al descrito por Black et al (Black, P.L. Marsh, D.G., 
Jarrett, E. Delepesse, G.J. and Biasm W.B. 1976. Inmuno- 
genetics 3:349-*368). Se irradió antigeno purificado E 

con I por el procedimento de Cloramina T, se ultracen- 
trifugó para eliminar microagregados y se almacenó a -70°C 
en pequeñas partes alícuotas hasta que se empleó. Se incu­
baron diluciones dobles seriales apropiadas de suero nor­

mal (de un sujeto alérgico que se había tratado extensa­

mente con extracto de ambrosía), el suero de pacientes 

del estudio y controles o testigos apropiádos con la can-
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tidad constante del antigeno E irradiado (aproximadamen­
te 1 ,2 nanogramos a una concentración de 6,2 ng/cc) por 

espacio de cinco horas a 23°C. Con el fin de aumentar la 
sensibilidad de la valoración a bajas concentraciones 
de anticuerpos, el aglutinamiento no específico de radiajc 
tividad (principalmente a los tubos de ensayo de plásti­
co) se redujo recubriendo a los tubos de ensayo con albú­
mina de suero de bobino 0,3% (peso/volumen y diluyendo 
el antigeno irradiado en 5% de albúmina (peso/volu*en). 
Todas las muestras de suero se diluyeron 1:50 eñ.,„Elu­
ción salina tamponada con borato (BBS), pH, 8,0 y se rea­
lizaron diluciones apropiadas adicionales en BBS que con­
tenía 1:50 de suero humano normal desprovisto de anti­
cuerpo al antigeno E. Los tubos de control negativos con­

sistían en una dilución 1:50 de este suero norma]. Des­

pués de la incubación inicial, se precipitó suero IgG (y 
complejos de antigeno-anticuerpo aglutinados) por adi­
ción de un ligero exceso de anti-IgG de cabra (fragmento 
anti-Fc) e incubación hasta el día siguiente a 4°C. Los 

precipitados resultantes se lavaron y se contaron y el 
suero de la prueba se comparó con la curva de control ñor 
mal. Todos los resultados se expresaron en "unidades ar­
bitrarias de anticuerpo IgG/cc de suero" basado en la 
curva de suero de control. En estudios previos (Platts- 

Mill T.A.E., vonMaur, R.K., Ishizaka, K., Norman, P.S. adn
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Lichtenstein, L.H. 19?6 J.Clin. Invest 57!l04l-10$0) se 

demostró que el suero de control sin diluir se aglutina 
ba aproximadamente a 24 pg de antigeno E/cc en exceso 

de antígeno. En esta base se calculó que una de nuestras 
unidades arbirarias podría aglutinarse a 1,3 ng de anti­
geno E en exceso de antigeno. Suponiendo que, en;t&!-es 

condiciones, existiera antigeno enlazado como Ag^Ab- compile 
jos, una unidad 2,8 ng anticuerpo. En las concentracio­
nes de antigeno de limitación de nuestro ensayo, se aglu­

tinaba o enlazaba menos antigeno y la concentración de 
anticuerpo eficaz que podía ser aproximadamente 3 veces 
menor. (Plastt-Mills T.A.E., Snajdr, M.J. Ishizaka, K. 
and Frankland, A.W., 1978, J. Inmunol., 120:1201-1210.

Se analizaron de 14 a 16 muestras 
de suero de cada uno de los pacientes para completar el 
estudio y varias muestras de cada uno de los desestima­
dos. 0 imprerfecto. Para que los cambios en las valora­
ciones de anticuerpo de IgG pudieran valorarse rapidame_n 

te con el fin de obtener una medición apropiada de la 
secuencia de inyección, medimos esta respuesta de los art 
ticuerpos en un periodo de aproximadamente 3 días después 
de extraer las mu es tías de sangre. Todos los ensayos se 

realizaron por duplicado en cada experimento y se repitije 
ron en el experimento subsiguiente. Los ensayos se repi­
tieron según fue necesario hasta obtener valores dentro
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de Í 10%.
Química de la sangre y análisis de orina. Se realizaron 

mediciones de química de la sangre y análisis de orina 
antes de la inmunoterapia y aproximadamente de una a 14 

5 semanas después de completarse la terapia. Se determina­
ron los análisis de sangre normales SMA—11 por medio del 
The Good Samaritan Hospital Clinical Laboratory utilizan 
do procedimientos analíticos automáticos. Se realizaron 
análisis de orina en nuestro laboratorio de alergia.

10 Evaluación de síntomas. Se evaluaron los síntomas de fiê
bre del heno durante la polinación de la ambrosia por 
cada paciente dos veces al día en un registro normal. Se 

ha demostrado que las puntuaciones de síntomas diarios 
por término medio (Norman, P.S. and Winkenwerder W;L 

15 1965 J. Allergy, 36:284-292) por grupos de pacientes
con fiebre del heno se correlacionan con las cuentas dia 
rías de polen. Además de estas autoevaluaciones, cada 
paciente fuá entrevistado por un Doctor dos veces duran­

te la temporada de la ambrosía.
20 Resultados. La tabla III presenta los análisis inmunoquí

micos del alérgeno y el alergoide.

35
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TABLA III

Análisis inmunopuímicos de los antígenos.

5
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Alérgeno de polen de ambrosía, 
11RWC

35.5 pg AgE/mg sólidos 
liofilizados.
6.5 pg Ra3/mg sólidos 
liofilizados.
6,0 pg Ra5/mg sólidos 

liofilizados.' '

6390 PNU/mg sólidos 
liofilizados. *

Alergioide de polen de ambrosía, 
11RWF

35,5 Pg AgE equiv/mg sól_i 
dos liofilizados.
6100 PNU/mg sólidos lio­
filizados .

1 unidad alérgeno - 0,01 pg AgE equiv - 1,8 PNU*\ 50 veces

1 unidad alergioide - 0,5 /ug AgE equiv - 86 PNU ! diferen­
cia en

J peso.

Los análisis de otros preparados similares de alérgeno de 
ambrosia dializado liofilizado mostraron las composiciones 

antegénicas siguientes por término medio: AgE (5 preps) =

25

24. 3pg/mg (range: ll,3-4l.lug/mg): Ra3 (4 preps) = 7 , 
lug/mg (range: 5,0-9,4 jug/mg; Ra5 (4 preps) = 4,1 pg/mg
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(range 2 ,3-6,! pg/mg).

El contenido de antigeno E, Ra3 y 
Ra5 en el alérgeno son generalmente mayores que los valo­

res promedios obtenidos analizando varias partidas dife­

rentes de alérgeno liofilizado (vease la nota la pie de 

la tabla III). Los valores PNU del alérgeno y el alergioi 
de son similares, como cabía esperar. (Se observará que 
los extractos de ambrosía no dializados que contenían 
las mismas cantidades de sólidos de polen no dializables 
daban aproximadamente el doble de estos valores de PNU 
debido al hecho de que la técnica daba una cierta medi­

da de nitrógeno en material peptido dilizable). El anti­
geno de ambrosía E, Ra3 y Ra5 no son mensurables en el 

alergiode; por lo tanto nos referimos a concentraciones 
en términos de "AgE equiv/cc", etc., basado en el conte­
nido respectivo de antígeno del alérgeno de ambrosia na­

tivo.
La tabla IV muestra la liberación de 

istamina, prueba cutánea y datos totales de IgE en 7 
parejas de pacientes al comienzo del estudio.
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TABLA IV
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Sensibilidades de tratamiento previo al alérgeno y alergiode y datos totales de IgE
Tratados con alérgeno ___  Tratados con alergioide.

Sensibles Sensibles Relaciones Total Sensibles Sensibles Relacio Total
al alerge al aler- alergioide/IgE al alerge al .aler- nes aler IgE
no. gioide alérgeno. U/cc no. gioide. gioide/ U/cc

a 1 artrann.....
HR 6.0x10"* 4.0x10*2* " 67 [HR- "Slñ* determinar —

1 218 196
ST 10*3 3xl0"3 300 ST 10*3 3x10*3 . . 300

HR 6.8x10*3 6.0x10*3 88 HR 4.0x10*3 9.0x10"* 23
2 88 710

ST 10** 10*2 100 ST 10*6 3x10*4 300

HR V. low telease HR 242" 232* ^100
3 174 , 113

ST 10*3 10"' 1000 ST l'O 10"2 1000

HR 3.4x10*3 2.2x10*2 278 HR 1.0x10*3 Í.8xl0"2 1804 119 85
ST 10*3 10*2 1000 ST 3x10*3 10*2 300

HR 2.3x10"* 2.2x10*2 957 HR 1.1x10** 1.3x10*2 136
3 107 120ST 10'3 ÍO*̂ 1000 ST 10*3 10*3 100

HR 1.2x10"* 3.6xl0"2 300 HR 1.0x10"* 7.0x10*2 700
3 28 43ST 3x10*3 10*3 30 ST io-* 10-1 *1000

HR Ninguna liberación HR 372' No reí.
7 679 13ST 10"3 "3x10̂ * "3000 ST 10"̂ 10*2 1000

Geom. HR* 1.4x10"* 3.3x10*2 216 HR* 1.4x10*4 2.0x10*2 132
Promedi gl 3x10*3 7x10*3 432 133 ST 2x10*3 7x10*3 432 102

25

^Concentración (ug/cc) descubriendo f0% liberación de 
histamina (HR) o una prueba cutánea de dos más (ST).
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*f* Baja liberación} porcentaje máximo de liberación citados.
Relaciones estimadas donde era posible.

^  Excluye pacientes con valores no mensurables.
Todos los pacientes excepto los de 

la pareja no. 6 cumplieron con nuestro régimen de estudio 
y las comparaciones ulteriores se refieren principalmente 

a 12 personas que completaron el estudio. Encontramos ex­
traordinariamente dificil emparejar nuestros pacientes com 
pletamente en términos de todos los criterios, pero la li­

beración de histamina por término medio geométrica en sen­
sibilidades de pruebas cutáneas al alérgeno y al alergioi- 
de y los niveles de totales de suero IgE se equipararon 
de una forma perfectamente razonable.

Las tablas I y II resumen las dosis 
de inyección, en términos de unidades de alérgeno o aler- 
gioide, para los grupos tratados con alérgeno y alergioi- 
de. Los seis pacientes tratados con alérgeno que cumplie­
ron con nuestro régimen de estudio recibieron cinco sesio^ 

nes de inyecciones, entre 1 y 5 tratamientos por cada se­
sión. En el grupo tratado por alergioide dos pacientes 
recibieron tan solo cuatro sesiones y el resto cinco se­
siones. La dosis acumulativa media para los pacientes 

tratados con alergioide era de 5&7 /dg AgB qeuiv (1135,7 
unidades)'que es 80,6 veces mayor que el promedio de 
dosis acumulativas de 7,0 jugo de AgE equiv (704 unidades)



5

10

15

20

25

-  48 -

para el grupo tratado con alérgeno. En general, las 

dósis se podían aumentar sustancialmesnte en cada nueva 

sesión, siendo el promedio de impedimento la aparición de 
cinco reacciones sistenicas en el grupo tratado con alér­
geno (incluyendo una en el paciente que se desestimó o 
se consideró como imperfecto) y uno en el grupo tratado 
con alergioide; esto se indican por asteriscos en las ta­

blas I y II y se calificaron de acuerdo con la frecuen­
cia y gravedad en la tabla V.

TABLA V

Calificación de reacciones locales y sistémicas después 
de la invección de alérgeno (6en) o alergioide (Goid)

Local (24 hr.) Sistéstico
Pareia no. Gen Goid Gen Coid

1 9 17 0 0
2 20 19 0 2
3 16 13 2 0
4 17 2 0
' 3 3 14 1 0
7- 1 4 0 0

Puntuaciones totales 66 73 5 2

Promedio por paciente 11.0 12.2 0.86 0.33
Promedio por inyección 2.2 2.6 0.17 0.07

-Desestimados
6 0 8 1 0
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2 + (2 puntos)
3 + (3 puntos)

4 + (4 puntos)

23

Las reacciones locales se graduaron como sigue:

1 + (l punto) : cualquier inchazón hasta 10 cm de diáme­
tro .
inchazón de 10-20 cm de diámetro, 
mayor de 20 cm pero sin llegar a alcan­
zar el codo.

inchazón que alcanzaba por debajo del co­
do (no se produjo en esta serie).

Las reacciones sisténica se .graduaron como sigue:

1 + (l punto) : cualquier síntoma sisténico más allá del
área local de la inyección, pero sin exi­

gir epinefrina;
2 + (2 puntos) : enjambres, fiebre del heno o síntomas de

asma que exigían epinefrina, la tensión 

permanece normal;
3 + (3 puntos) : Síntomas alérgicos sisténicos con reduc­

ción de la tensión (no se produjo en es­
ta serie);

4 - (4 puntos) : anafilaxis franca que exigía medidas de
emergencia (no se produjo).
Las reacciones sistémicas tuvieron lugar 

en el periodo de media hora después de la administración 
del antigeno y, si fuera necesario, se inverían con rapi­
dez por administración de epinefrina. Las otras reaccio­
nes perfudiciales principales consistían en inchazón loca-



lizada en los lugares de administración de las dosis 
superiores de antigeno. Estas reacciones comenzaban a 

aproximadamente a las seis horas y alcanzaban su máximo 

a aproximadamente 24 horas después de las inyecciones.
El promedio de calificaciones de dichas reacciones loca­
lizadas fue de aproximadamente igual en ambos grupos de 
pacientes (tabla V).

El examen del análisis de sangre 
(SMA-ll) y el análisis de orina no reveló respuestas tó­

xicas perjudiciales como resultado del tratamiento con 
alergioide o alérgeno.

Como era necesario realizar dobles 

experimentos de ensayo raioinmunológico de anticuerpos 
para la medición del anticuerpo IgG del suero o antigeno 
E, se tuvo un considerable cuidad) en asegurar una buena 
capacidad de reporducción de un experimento a otro. La 

figura 1 ilustra el alto grado de capacidad de reproduc­
ción obtenido por las curvas normales en 14 de los 1$ en_ 

sayos realizados. La curva normal para el ensayo restan­

te estaba fuera de los límites de los otros ensayos y los 
datos de este experimento no se tuvieron en consideración 
Como las mediciones de anticuerpos se realizaron para 

adiciones de sueros simple en la mayor parte del estudio, 
era esencial asegurar que las pendientes de las curvas de 

enlace para cada paciente no se pudieran distinguir de
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las del control o testigo. Por lo tanto, tomamos un suero 
elegido al azar de cada paciente y valoramos la curva de 
enlace completa; hallamos que las curvas de enlace para 
cada paciente no eran notablemente diferentes a los de la 

norma (figura 2), proporcionando la razón esencial para 
nuestra utilización de una sólida dilución en niveles de 
anticuerpo de ensayo en el suero restante.

Las figuras 2-4 muestras las respuejs 
tas de IgE de anti-antigeno E en las tres parejas de pa­

cientes que cumplieron con nuestro régimen de estudio y 
la figura 6 muestra los dos imperfectos. Después de la 

primera serie de inyecciones en el día 0, las concentra­
ciones de anticuerpos de IgG se elevaron sensiblemente en 
la mayoría de los pacientes y alcanzaron niveles notables 
entre dos y tres semanas. Habiéndose establecido que los 
niveles eminentes se habían conseguido verdaderamente en 

la mayoría de los pacientes midiendo valoraciones de an­
ticuerpos en una serie de cuatro a cinco muestras de san, 
gre sucesivas, se administró una segunda serie de inyec­
ciones entre los días 28 y 42. Después de otras tres a 
cuatro semanas, parece ser que alcanzamos niveles emi­

nentes secundarios en la mayoría de los pacientes y se le 
administró una nueva serie de inyecciones. Se administra­
ron dos a tres series más de inyecciones antes de la tem­

porada de la ambrosía a mediados de agosto. Debido a la
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falta de tiempo antes de la temporada, no pudimos espe­
rar a tener la seguridad de que se hubieran obtenido n¿ 
veles eminentes en todos los pacientes entre la adminis^ 

tración de estas últimas series.
Las figuras 2-5 ilustran que los 

pacientes comenzaron con niveles de anticuerpos muy di­
ferentes a antes del tratamiento (3**ll4 unidades/cc) . Los 
niveles de anticuerpos se elevaron en todos los pacien­
tes después del tratamiento, teniendo el grupo tratado 
con alergioide un promedio de elevación geométrico 5s7 

veces mayor y una valoración máxima 5 s2 veces mayor que 
el grupo tratado con alérgeno. A excepción de la pareja 
no. 2, todos los pacientes tratados con alergioide produ 
jeron mayores elevaciones de anticuerpos, normalmente de 
5 a 20 veces mayores, que sus contrapartidas tratadas 

con alérgeno. Es de importancia adicional el hallazgo de 
que, después de tan sólo dos series de inmunización, los 

pacientes trados con alergioide producían, por término 

medio, un 47% ídel orden del 15% al 91%) de las respues­
tas de anticuerpo máxima alcanzadas después del tratamien 

to completo de cuatro a cinco sesiones. Los datos corres­
pondientes de individuos tratados con alérgeno era del 
32% (del orden del (% al 43%) de respuesta máxima después 
de dos series de inyecciones. La elevación geométrica por 

término medio al cabo de tan solo dos sesiones de trata-
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miento era 7.9 veces mayor en el grupo tratado con aler- 
gioide que en el grupo tratado con alérgeno. Inesperada­

mente hallamos que todos excepto un paciente (G.T., Gen 
no. 4) alcanzaron valoraciones de anticuerpos de IgG entre 

el 50% al 100% de sus niveles máximos al cabo de tres 
meses y medio después de la última inyección, o sea dos 

meses después de la temporada de la ambrosía.
La figura 6 ilustra la relación entre 

la dósis de antígeno acumulativa (expresado en jug ae 
equivalentes AgE) y los aumentos generales en respuesta 

de anticuerpos IgG (respuesta máxima menos nivel inicial) 
para los doce pacientes que completaron el estudie. Exis­

tía una clara relación entre la respuesta de anticuerpos 

y la dosis independiente de si el paciente se había tra­
tado con alérgeno o alergioide. Como las líneas do regre^ 
sión para los dos grupos no eran sensiblemente diferentes, 
agrupamos los datos para los doce pacientes. Con análi­
sis de regresión lineal de logaritmo (valoración de anti­

cuerpos) contra dósis en logaritmo, el coeficiente de co­
rrelación r=0,83) p^0,001. Los datos correspondientes 
para la respuesta de anticuerpos contra la dósis acumula­
tiva al cabo de dos sesiones de inyecciones motraron una 
correlación similar (r = 0,8l; p^0,00l).

El promedio de valoraciones de sínto­
ma día a día en los dos grupos de pacientes en la temporada

-  53 -



de polen de ambrosía de 1977 (figura 7) muestra una ten­
dencia hacia la sintomatologia general menor en toda la 
temporada. Se llegó a esto por análisis del promedio de 

puntuaciones diarias por cada paciente, prpmediádo en to 
da la temporada de ambrosía (figura SA). El promedio de 
puntuación del grupo tratado con alergioide era de 1 , 1  

unidades de síntoma menos que en el grupo tratado ccn 

alérgenos. Estos resultados no fueron estadísticamente 
diferentes con estos nuevos pacientes. Los estudios ante 
riores (Norman, P.S. Winkernkewerder, W.L. y Lichtens- 

tein, L.M. 1971- J. Allergy 47:273) han demostrado que 
el promedio de síntomas diarios en toda la temporada de 
la ambrosía por pacientes similarmente sensibles trata­

dos con placebo normalmente estaba comprendido en el or­

den de 7 a 10 unidades, con puntuaciones diarias máxi­
mas por término medio de doce a catorce unidades. Por lo 
tanto la mayoría de los pacientes tratados parecía ir me­
jor que lo que cabria esperar para un grupo de placebo 
equiparado. Las puntuaciones de nuestros pacientes tratja 

dos eran similares a las halladas en pacientes (también 

previamente sin tratamiento) que habían seguido un régi­
men de tratamiento tradicional de l6 a 24 inyecciones 
semanales de antigeno en nuestro estudio de 1973 de alér­
geno contra alerioide (figura 8B). Las valoraciones de los 

pacientes realizadas por los Doctores durante la temporada



de la ambrosía concurrían con las puntuaciones de sínto­
mas anteriores de autoevaluación.

Discusión. El presente estudio representa el primer intejn 

to sistemático de trabar de definir el régimen de trata­

miento óptimo, en términos de d&sis de antigeno y espa- 
ciamiento de las inyecciones, para la inmunoterapia de 
pacientes alérgicos. Con este fin, hemos utilizado- un ré­

gimen "de urgencia" intensivo que comprendía de 1 u 5 

inyecciones en cada día de tratamiento. Este protocolo 
permite al doctor administrar una dosis óptimamente tole­
rada por el paciente. En la mayoría de los casos dichas 

dosis era de 100 a 10.000 mayores que las administradas 
normalmente en el primer día de tratamiento de ur pacien­
te. En el caso del alergioide, la elevada dosis de trata­

miento en el primer día de inyección da por resultado un 
aumento sustancial (de 10 a 100 veces mayor) en anti­
cuerpo de IgO a antigeno E al cabo de 2 a 3 semanas des­
pués. Una segunda sesión de inyecciones a dosis más ele­
vadas se puede administrar entonces dando por resultado 
una respuesta de anticuerpos que promedia aproximadamen­
te el 50% de la conseguida ulteriormente al cabo de 2 o 
3 sesiones adicionales de inyecciones con dosis elevadas 
de alergioide.

Parece ser por nuestros estudios 
de anticuerpos que un espaciamiento de inyecciones de 2 a
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4 semanas puede ser óptimo puesto que, en dicho periodo, 
el paciente ha alcanzado respuestas máximas a la inmuni­

zación. No obstante, es posible que un intervalo algo 
mayor que permita la recogida adicional de células pro­

ductoras de anticuerpos IgG, pueda demostrar ser algo más 
eficaz en el supuesto que no se dejen que caigan demasia­
do drásticamente los niveles de anticuerpos.

A pesar de los regímenes de elevadas 
dosis (especialmente con alergioides) no se observaron 
respuestas tóxicas perjudiciales en ninguno de los pacien­
tes tratados.

Estos estudios demuestran ventajas 

evidentes del alerioide sobre el alérgeno en el sentido 
de que se pueden administrar dosis muy elevadas de aler- 
gioide al paciente con un riesgo relativamente bajo de 
reacciones sisténicas, y con niveles resultantes elevados 

de anticuerpos IgG. En nuestro estudio, la única excep­
ción a esta regla fue el padiente D.H. en la pareja de 
aleriode no. 2. Esta persona mostró una sensibilidad su­

perior al término medio al alergioide y, retrospectivameii 
te, parece ser con probabilidad que la sesión de trata­
miento inicial fue demasiada en este caso. La incidencia 
de reacciones sisténicas en el grupo tratado con alérgeno 

promedio 0,7 por paciente, con una puntuación de reacción 
por término medio de 0,8 por paciente (incluyendo el con-
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siderado imperfecto). Esto resulta inaceptablemente ele­
vado para que recomendemos dicho programa intensivo de 

dosificación para un tratamiento urgente con alérgeno.
Este estudio, realizado con dos peque- 

5 ños grupos de pacientes tratados con alérgeno y alergioi-
de no anima a proseguir con mayores grupos de pacientes 

comparando el régimen de tratamiento que tradicional para 
el alérgeno con el régimen urgente modificado para e] 
alergioide.

10 Descrita suficientemente la naturaleza
del invento, asi como la manera de realizarlo en la prác­
tica, debe hacerse constar que las disposiciones anterior 
mente indicadas son susceptibles de modificaciones de de­

talle en cuanto no alteren su principio fundamental.



REIVINDICACIONES

1*- Procedimiento para producir un 
alérgeno tratado con aldehido de baja reactividad aler— 

génica en seres humanos alérgicos, y que conserva las 
propiedades inmunizantes deseadas del alérgeno nativo 

dando lugar a la mejoría de la sintomatología de perso­
nas alérgicas y a la producción correspondiente de anti­
cuerpos de bloqueo que se considera asociada con el 

alivio de síntomas, pero no únicamente responsable por 
necesidad del mismo, y que puede inducir en los animales 
mamíferos la formación de anticuerpos de bloqueo contra 
el alérgeno nativo en concentración suficiente, caracte­
rizado porque comprende dejar que los alérgenos reaccio­
nen químicamente en condiciones suaves con una solución 

elegida del grupo consistente en formaldehido, aldehidos 

difuncionales alifáticos saturados inferiores y combina­
ciones de los mismos, en una pluralidad de etapas con la 
condición de que cualquier reacción de formaldehido se 

lleve a cabo en un ambiente no fenólico.
2.- Procedimiento según la reivindica­

ción 1 , caracterizado porque hay una reacción de prime­

ra etapa que se lleva a cabo a una temperatura inmedia­
tamente superior al punto de congelación de la solución 
a 15°C y cada etapa ulterior se lleva a cabo a una tempe­

ratura del orden de aproximadamente 2$ a 40°C, con
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cualquier combinación de formaldehido y dialdehido en 
cada una de las etapas sucesivas.

3. - Procedimiento según la reivindica­
ción 2, caracterizado porque el aldehido en todas las 
etapas es formaldehido.

4. - Procedimiento según la reivindica­
ción 2, caracterizado porque el aldehido en todas las 
etapas es un dialdehido que tiene la fórmula:

0 0o
HC- (-CHg-)^-CH  

donde n es un entero de 1 a 6.

5. - Procedimiento según la reivindica­
ción 2, caracterizado porque el aldehido en todas las 
etapas es glutaraldehido.

6. - Procedimiento según la reivindica­
ción 2, caracterizado porque el aldehido es una combina­
ción de formaldehido y dialdehido utilizados como mezcla 
en cada etapa o como aldehido individuales en etapas su­
cesivas.

7*"* Procedimiento según la reivindica­
ción 2, caracterizado porque el aldehido es una combina­
ción de formaldehido y glutaraldehido utilizada como una 
mezcla en cada etapa o como aldehidos individuales en 

etapas sucesivas.
25 8.- Procedimiento según la reivindica-
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ción 2, caracterizado porque los alérgenos se dejan 

reaccionar con el aldehido o aldehidos en dos etapas.
9. - Procedimiento según la reivindi­

cación 1, caracterizado porque hay presentes junto con 
la solución de formaldehido diluida por lo menos un adi­

tivo elegido del grupo consistente en 1,4-diaminobutano, * 
lixina, ornitina, ácido 1,5-diaminopimelico, arginina, 
adipamida, ácido aspartico, serina y alanina.

10. - Procedimiento según la reivindica­
ción 1 , caracterizado porque el material que contiene 
alérgeno es un extracto acuoso de una sustancia de polen.

11. - Procedimiento según la reinvindica- 

ción 1 , caracterizado porque el material que contiene 

alérgeno es un extracto acuoso de una sustancia de polen 
de hierba.

12. - Procedimiento según la reivindica­
ción 1 , caracterizado porque el material que contiene 
alérgeno contiene un preparado de alérgeno de polen de 
hierba del grupo I.

13*- Procedimiento según la reivindica­
ción 1, caracterizado porque el material que contiene 
alérgeno es un extracto acuoso de una sustancia de po­
len de malas hierbas.

14.- Procedimiento según la reivindica­

c i ó n  1 , c a r a c t e r i z a d o  p o r q u e  el m a t e r i a l  que c o n t i e n e
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alérgeno es un extracto acuoso de una sustancia de polen 
de árbol.

15. - Procedimiento según la reivindica­
ción 1 , caracterizado porque el material que contiene 
alérgeno contiene antigeno E de polen de ambrosia.

16. - Procedimiento según la reivindica­

ción 1 , caracterizado porque el material que contiene 
alérgeno es un extracto acuoso que contiene pizcas de 
polvo casero o sus residuos.

17. - Procedimiento según la reivindica­
ción 1 , caracterizado porque el material que contiene aler 
geno es un extracto acuoso de un hongo u hongos.

18. - Procedimiento según la reivindica­
ción 1 , caracterizado porque el material que contiene 
alegeno es un extracto acuoso de un producto de insecto o 
insectos.

19. - Procedimiento según la reivindica­
ción 1 , caracterizado porque el material que contiene 

alérgeno es un extracto acuoso de caspa/piel/pelo de ani­
mal .

20. - Procedimiento según la reivindica­
ción 1 , caracterizado porque el material que contiene 
alérgeno es un extracto acuoso de alérgeno de la sangre.

21. - Procedimiento según la reivindica-
25 c i ó n  1, c a r a c t e r i z a d o  p o r q u e  el m a t e r i a l  que c o n t i e n e
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alérgeno es un preparado de alérgeno purificado.
22.- Procedimiento según la reivindica­

ción 1 , caracterizado porque se hace reaccionar a los 

alérgenos con una mezcla de por lo menos dos elementos 
elegidos del grupo consistente en formaldehido y un al­
dehido difuncional saturado inferior, por lo menos en 

una etapa.

alérgeno tratado con aldehido de baja reactividad aler- 

genica en seres humanos alérgicos, tal y como queda sus­
tancialmente descrito en la presente memoria.

Esta memoria consta de sesenta y dos 
hojas escritas a máquina por una sola cara.

23.- Procedimiento para producir un

Madrid,
-3 MT.W9
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