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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 (alergenos) hacia las
cuales son sensibles., Las reaginas llegan a adherirse -
fuertemente a ciertas células que contienen histamiﬁa, in-
cluyendo las células méstiles del :epitelio. Despues de un;';
exposicidn ulterior al material alergeno sensibilizante, tie
ne lugar una combinacidn fisica entre los alergenoéiiisus
reaginas homblogas enlazadas con las células, dandozﬁor re=
sultado manifestaciones alérgicas en los lugares ﬂégla com~—
binacibn reagina~alergeno., Las personas alérgicas puéden Pro
ducir tambien los llamados "anticuerpos de bloqueo" de un ti
PO que no es reagina que se pueden combinar con éi'élergeno
inactivindolo, generalmente sin reacciones secundarias inde
seables. La actividad reagbénica se ha atribuido a la inmung
globulin& E (IgE) y la actividad "bloqueo" al IgG en el sue

ro e IgA e IgG en las secreciones.

Desde hace tiempo la préctica normal

" ha consistido en inyectar a un parciente alérgico dosis

gradualmentes en aumento de extractos acuosos que ¢on-
tienen la materia o materias alergénicas hacia las que

es sensible el paciente. Historicamente, la base para es-
te tratamiento ha consistido principalmente en acuﬁular
la concentracién 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 alergeno que penetre en el

cuerpo, inhibiendo por lo tanto las reacciones alérgicas.
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Se cree ahora que el mecanismo o mecanismos por los cuales
la inmunoterapia conduce a la mejoria de los sintomas
alérgicos es o son mids complejos, En ciertos casos, esta
terapia ha demostrado también suprimir la producc;én de

reaginas y reducir la respuesta celular hacia los‘éle}ge—

veao
.

nos inyectados.

LA 'Y
Cualquiera que sea el mecanismo o me-

«t,

canismos precisos por los cuales la inmunoterapiazda:por
resultado un alivio sintomdtico, diversos estudios-han de-
mostrado que es esencial inyectar una désis adecuadamente
grande extracto al paciente con el fin de que el tratamien
to pueda ser eficaz. Desgraciadamente, en el tratamiento
tradicional las dbésis inmunizantes del extracto alergenico
deben aumentarse gradualmente con el fin de reducir al mi-

[

nimo el riesgo de una respuesta alérgica general (anafiléc
tica) en el paciente,

| Los inconvenientes principales de es-
ta inmunoterapia son: (1) Son necesarias inyecciones repe-
tidas muchas semanas, (2) el tratamiento es rara vez efi-
caz por completo para aliviar el sindrome alérgico, y (3)
el riesgo de reaccidn anafiléctica general estd 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 méas recientes de tratamiento comprenden inmuni
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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 métodps
no han demostrado ser enteramente satisfactorios déﬁfdo

a la aparicidén de algunas reacciones anafilécticas y algl **

nas reacciones tdéxicas en el paciente o a que estas prepa

raciones no son lo suficientemente eficaces clinicaménte,

Diversos expertos han tratadojmaterig
les alergénicos quimica o fisicamente en un intexto de re~
dﬁcir virtualmente sus propiedades alergénicas, pe?ﬁ con-
servan su capacidad para proteger a una persona slérgica
contra el alergeno nativo. La inmunoterapia de pgfsona
alérgicas»empleando los alergenos modificiados, segin ca=
bia esperér, conservarian las propiedades inmunizantes
deseadas del alergeno nativo, incluyendo su capacidad para
inducir la formacibén de anticuerpo de bloqueo contra el
alergenc native en cantidades sustanciales. Ademas, la
alerginicidad reducida de dichos materiales modificados
permitirian el empleo de dosis mucho mayores de materia
inmunizante y, por lo tanto, mejoraria notablemente la
calidad del anticuerpo de bloqueo protector.

Se ha averiguado que empleando s=olu-
cidn de formaldehido, con o sin ciertos aditivos de bajo

peso molecular, la gran mayoria de las sustancias que
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contienen alergeno se pueden modificar de modo que se re-
suelven los inconvenientes de los alergenos nativos con
respecto a su uso en la inmunoterapia. (En adelante, cual
quier sustancia que contenga alergeno se denominari sim-
plemente como alergeno, aunque se comprendera que n@ to-
dos los componentes de una sustancia que contenga_q}g;ge—
no son necesariamente alergénicos). T

Es conocido preparar materialéﬁ'de
polen modificados con dialdehido, hidroinsolubles o poco
hidrosoluble, que son Gtiles en potencia para el trata-
miento de pacientes alérgicos. Tambien es conocido'prepa-
rar polimeros de ambrosia modificados con glutaralqéhido
hidrosuoluble. Un estudio ulterior del antigeno E de.ambrg
sia modificado con glutaraldehido sugiere que esta materia
puede ser Gtil en la terapia de los sujetos alérgicos a
la ambrosia.

El solicitante ha descubierto ahora
que se pueden obtener materiales con contenido de alerge-
no tratados con dialdehido alifdticos saturado inferior y
formaldehido mejorados por reaccién en una primera fasc a
baja temperatura normalmente de unos 10°%c, con formaldehi
do y/0o un dialdehido, seguido preferiblemente, aungue no
necesariamente, por una segunda fase a temperatura eleva-
da, normalmente de unos 32°C, gseguido, si fuera necesario,

por fases adicionales a temperaturas similarmente elevadas,
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donde se pueden utilizar discrecionalmente aminas, amino-
dcidos y compuestos relacionados en cualquier fase o en
una combinacidn de fases, ¥y donde el formaldehido o cual=-
quiera de los dialdehidos se pueden utilizar en cuaiquier
combinacidn o secuencia en el proceso por etapas. Ai refe -¢
rirnos a los nuevos alergenos tratados con aldehido, el
término "modificado con aldehido" quedaré restringid& a
describir alergeﬁos modificados en los cuales se hanr esta
blecido reticulaciones intermoleculares o intramolucula-
res entre las propias moléculas del alergeno o dentro de
las mismas y entre las moléculas del alergeno u otras mo-
léculas reactivas presentes en la mezcla de reacciép.
Tambien es conocida la toxoidacidn
de toxina de la difteria purificada con formalina en bi-
carbonato sddico (0,5% peso/volumen) a un ﬁH de 7,5. La
toxoidacidn prosigue a temperatura ambiente y aparece
como completa en tres o cuatro semanas juzgado por pruebas
intracuténeas en cobayas. Las pruebas de falta de toxici-
dad (200 unidades Lf en un volumen de 5,0 cc inyectado sub
cutineamente en cobayas) ha demostrado una parilisis tar-~
dia en todas las cobayas. La incubacidn a 30-32°C duran-
te tres semanas mis, despues de la toxoidacidn aparecia
completa a temperatura ambiente, daba un producto que,
despues que se habia eliminado la formalina libre por '

ultrafiltracidén, no presentaba toxicidad, no obstante, des
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pues del almacenamiento revertia al estado téxico. Se-
ghn estas ensefianzas, la tendencia a la reversidn o in-
versidén se evita por adicidn de diversas aminas y amino-
4dcidos.,

Brevemente, la presente invenéién
describe nuevos derivados de alergeno tratados coa for-
maldehido y con dialdehido alifético saturado inferior
producido dejando que los alergenos reaccionen quimicamen
te en condiciones suaves con los aldehidos diluidos incly
vyendo combinaciones de 1los mismos en una pluralidadjde
fases o etapas, preferiblemente la primera etapa a una
temperatura baja de por encima del puntoc de congelacidn
de la solucidn, y normalmente de unos 5° a unos lSOC, y
la fase o fases subsiguientes a una temperatura o tempe-
raturas del orden de aproximadamente 250 a 40°C, con la
condicibdn de que todas las reacciones que impliquen el
empleo de formaldehido se lleven a cabo en un ambiente
no fendlico. La reaccidn con combinaciones (mezclas) de
aldehidos se puede llevar a cabo en una sola etapa.

Los alergenos asi tratados se pueden
hacer muy unificados, parcialmente unificados o como ex-
tractos crudos. Los dialdehidos tienen la fbérmula:

o 0
1] )]
H - C—(~CH,-) -C-H

donde n es del orden de 1 a 6. Segin se emplea en la pre-
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sente memoria, el término "aldehido" se refiere al formal

‘dehido mencionado y a aldehidos alifAticos saturados infe

riores como el glutaldehido (n=3), cualquiera de los cua-
les se puede utilizar solo o ‘en cualquier combinacibn. en-

tre si en el proceso progresivo.

“ e

El término "no fenbdlicos™ significa
que como méximo solamente habran de existir trazas_dé com
puestos fendlicos afiadidos en el ambiente de la regcéién
del aldehido. No obstante, este Gltimo término no excluye
la presencia de grupos hidroxi fenbdlicos que se sabe que
contienen de una forma natural los propios alergenés, en
la mayoria de los casos como parte de la estrucfufaAprotei
nacea compleja. )

El procedimiento de esta invencién
conduce a la produccidn de alergenos tratados con aldehi-
dos de baja reactividad alergénica en humanos alérgicos,
porgue conservan las propiedades inmunizantes deseadas de
los alergenos nativos (sin tratar) incluyendo, perc sin
limitacidn, la capacidad de inducir cantidades sustancia-
les de anticuerpos de bloqueo, fuertemente interractivos
con los alergenos nativos, cuando se inyectan a seres hu-
manos. La terapia prolongada con dichos alergenos trata-
dos con aldehido ha demostrado dar por resultado una su-
presidn sustancial de los anticuerpos IgE del suero con-

tra los alergenos respectivos. Las dosis grandes terapefl
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ticamente eficaces de dichos alergenos tratados con al-
dehido se pueden administrar a humanos alérgicos con un
riesgo notablemente reducido de reacciones alérgicas sis

temicas, si se compara con dbsis grandes similares de

- . .

alergenos nativos, permitiendo que el doctor reduzca el

nimero de inyecciones de alergenos tratados con aldehido

AR IR

con relacidn a los de alergenos nativos. Los alergenos

tratados con aldehido son tambien (tiles para la ihhﬁni-

zacidén de otros animales mamiferos para la finalidad de

produccidn de anticuerpos de blogqueo.

AGn cuando no desea quedar limita—
do por teroria alguna, el solicitante cree que una de las
razones principales del porqué los alergenos modifiﬁados
con aldehido son superiores a los déscritos anteriormen-
te consiste en la utilizacidn de una temperatura baja de
reaccidn en la primera fase o etapa. A esta temperatura
baja, se produce una reticulacidn intermolecular e intra-
molecular lentamente sin desnaturalizacidn perjudicial
térmica o quimica de inmunodeterminantes inestables criti
cos en los alergenos, cuyas reacciones perjudiciales son
contrariés a la necesidad de conservar las propiedades de
seadas de inmunizacidn en el alergeno modificado con
aldehido. Las reticulaciones resultantes estabilizan la
molécula ﬁara reacciones ulteriores a mayor temperatura,

que se pueden llevar a cabo en una o mas etapas empleando
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el mismo monoaldehido o dialdehido o uno diferente. Ade-
més, la utilizacidon dptima de méds de un dialdehido da 1lu
gar a una mayor flexibilidad en la secuencia de reaccidn
de modo que los alergenos modificados con aldehido pugden
llegar a ser menos alergenicos por medio de reacciéﬁ'éon

una variedad de aldehidos diferentes. -

Esta invencidn tiene por objetc -pro-

LS

porcionar nuevas clases mejoradas de alergenos moaifica—
dos con aldehido.

Tambien la invencidn tiene por obje-
to proporcionar nuevas técnicas para la produccidn de di-
chos alergenos modificados con aldehido.

Estos y otros objetos y ventajas de
la invencidn resultarédn evidentes por la descripcidn mas
detallada que sigue.

A pesar de no desear quedar limitados
a teoria alguna, en las condiciones de reaccibn de esta
invencidn, se eree que las reacciones de reticulacibn
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, acidamidé y ciertos grupos aromaticos (especiqi
mente residuos de tirosilo en proteinas) por otro lado.

De nuevo, a pesar de no guerer quedar limitados por teo-

ria alguna, se cree tambien Que las principales reacciones

LN
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de reticulacidn intermoleculares e intramoleculares que
comprenden los aldehidos tienen lugar entre pares de gru
pos amino. La quimica de los dos tipos de reticulacién

es, por lo tanto, algo diferente, y la cinética del proce

v

" so de reticulacién del dialdehido es apreciablemente mas

répida que la que comprende formaldehido. Se observara
ademads que cuando hay presente un aditivo apr0piad6‘bn

la mezcla de reaccidn, puede tener lugar una retigula-

cidn intermolecular extensa entre moléculas del §}9{geno
y el aditivo,. S

Cuando se emplean alergenosrc;udos,
se deberén eliminar de preferencia aunque no necesariamen
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 idbdneos para el tratamiento con alde-
hido se pueden preparar eliminando la grasa dg la mate-
ria nativa que contiene alergeno con eter dietilico exen-
to de pe;éxido anhidro o eter del petrdleo y extractando
las materias exentas de graéa'con una solucidn acuosa,
preferiblemente tamponada a aproximadamente un pH de 6-8
(veg., NHQHCO3 0,125M). Las sustancias Qo alergénicas de

bajo pesn molecular normalmente presentes, se pueden eli

minar entonces del extracto por dialisis o ultrafiltracién
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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 g3
10000 daltons y preferiblemente de 3600 a 5000 daltons),
aunque se pueden emplear filtraciones de gel o un ﬁ}ace—
dimiento similar con el que los expertos estén faﬁiliarih"
zados para conseguir un resultado similarj; como variante
los materiales:&e elevado peso molecqlgr se”puedén;ﬁreci-
tar sin desnaturacidn irreversible impﬁrtante del- ex~
tracto integral por un proceso de precipitaciénAcon.sal o
disolvente, y estos materiales de elevado peso molééular
se pueden reconstituir a partir de.los materialés,precipi
tadcs en forma de solucidn acuosa. Las sustanciés'élergé-
nicas purificadas, o parcialmente purificadas, se pueden
preparar por cualqguiera de los procedimientos empleados
cominmente para purificacidén de macromeoléculas a partir
de mezclas complejas, Se han descrito procesos de purifi-~
cacidn apropiados en la literatura para alergenos 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 Gnicos procedimientos ni los
inicos materiales alergénicos que se pueden emplear en el
proceso de tratamiento con aldehido.

La presente invencién no gqueda res-

tringida a ninglin material o extracto que contenga aler-
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geno en particular. No obstante, los materiales del polen
de las plantas que contienen alergeno, particularmente

los de hierbas, &rboles y plantulas importantes en la aler
gia, se pueden extractar y tratar con éxito con los alde-

hidos segln la invencibdn. Ejemplos de polenes proceédentes
de la familia de las hierbas {(Graminae) que son itiles en
la practica de esta invencidn comprenden festuca del pra-

do (Festuca elatior), graminea 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 Bordeaej alfalfa (Phleum

pratense) y Agrostideae (Agrosti palustri) de la tribu

Agrostideae; y veneno dulce (Ahtoxantum odoratum) de la

tribu Phalaridae. Como ejemplos comparables de tres pole-

nes se citan varias especies de nuez, como Juglans califor-

nica, de abedul (v.g. Betula alba), de roble (v.g., Quercus

alba) y de alamo (v.c. Ulmus parvofolia). Los polenes 0ti-

les de malas hierbas comprenden la ambrosia corta (Ambro-

sia elatior), ambrosia alta (ambrosia trifida), cardo ru-

so (Salsola pestifer), artemisa comin (Artemisi tridentata)

Y el plétano 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 alergenos
de productos alimenticios (v.g., extractos de frutos se-
cos, legumbres, huevos de gallina, etc.); extractos de

hongos (v.g., Alternaria, Peniciliium, Aspergilus; Helmin-

tosporium, levaduras, basidiosporas, ascesporas, q%q);
extractos de semillas y fibras de plantas (v.g., aigodéﬂ,
ricino, etc.); extractos de cuerpos integrales o«iéﬁenos
de insectos con aguijbn o picadores (v.g., abeja;;*évis-
pas, avispones y mosquitos); y extractos de caspé/ﬁiel/
pelo de animales (v.g., gatos, perros, caballos, cobayas,
ratones, conejos, etc.). ;’»

Los alergenos muy purificaabs'o par-
cialmente purificados se pueden tratar tambien édﬁ-alde—
hido, por ejemplo, alergeno de polen del heno del grupo
I, antigeno E de polen de ambrosié, extractos de polvo
casero parcialmente purificédos y fosfolipasa~A del vene-
no de la abeja.

La reaccidn 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 4tomos de carbono ademés
de cualquier grupo funcional presente, comprende: Diami-
nas aliféiicas, guanidinas, acidaminas alifaticas, &ci-

[ 4 . . . - .
dos carboxilicos alifadticos que contienen grupos amino,
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incluyendo amincacidos aliflticos (Acidos monoamino
monocarboxilicos, &cidos monoaminos carhoxilicos y ei
dos diamino monocarboxilicos), dcideos hidroxiamino ali-
faticos, y Acidos diamino dicarboxflicos aliffticos; vy
compuestos alifdticos que contienen combinaciones dé per
mutaciones de uno o més grupos amino, guanidino y acida-
mino., Ademéds, puede haber presente un nGmero 1imi¥é§8 de
grupos hidroxi en cualquiera de los tipos de comﬁheﬁ%os
mencionados. Las especies comprende 1,4 - diaminobutano,
lixina, &cido 1l,5-diaminopimelico, arginina, adiﬁﬁ?ﬁida,
dcido aspértico, serina y alamina., El aditivo ha;ég:ser
de tal naturaleza que se conbine quimicamente cén-lbs
componentes del polen durante el proceso del tratamien-
to con aldehido.

Por cada etapa del proceso, las con
centraciones de alergeno, aldehido y cualquier aditivo
presente en la mezcla de reaccidn y el pH y periodo de
incubacidn de la mezcla de reaccidn que dan por resulta-
do condiciones 6ptimas del tratamiento con aldehido son
interdependientes en cierto grado. Las condiciones siguien
tes son preferibles, estando sujeta cada condicidn a man-
tener otras condiciones dentro de limites apropiados para
consegulr un alergeno tratado por aldehido conveniente.

La concentracidn final de los mate=

riales alergénicos empleados para la reaccidn con aldehido
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deberad ser preferiblemente: (1) De tal naturaleza que
todos los componentes sean completamente solubles, y

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

de formaldehido, las soluciones deberin prepararse en un
tampdn acuoso o reactivo compensador preferiblemeqfe;de
un pH de 7,4 a;7,6 aproximadamente de molaridad aﬁ:aﬁia—
da para mantener este pH a aproxiﬁadamente 7.2 = 7;6 du-
rante el curso de la reaccidn con el fin de hacer dépti-
ma la aparicidn de las reacciones de aldehido deée%ﬁas.
Las concentracidnes de aproximadamente hasta 12 mg/cc

de materiales alergénicos (basadas en el peso en .seco de
sd8lidos/cc) en compensador de fosfato sédico 0,1M con un
pH de 7,5i 0,1 suelen cumplir las exigencias mencionadas
dependiendo la elececibn de la concentracidn de alergeno
en cierto grado de la temperatura de incubacién y la con
centracibén de aldehido.

Cuando se trata de reagciones de
aldehido, el pH de las soluciones de reaccidn deberd ser
preferiblemente de 7,0 a 8,0 y la concentracibn de aler-
geno de 1,0 a 2,0 mg/cc.

La concentracibén de aldehido o alde-
hidos de la mezcla de reaccidn no deberad ser tan grande

que afecte perjudicialmente a las propiedades inmunizan=

tes deseadas del alergeno resultante tratado con aldehido,

Ld
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pero si suficientes para dar por resultado una destruccidn
extensa de la alergenicidad del alergeno nativo a la tem-
peratura particular de la mezcla de incubacién. La reduc-
cibn resultante en alergenicidad suele ser del orden de
100 a 10.000 veces seguido de la finalizacidn del proceso
progresivo. Ademas de los factores mencionados, las gamas
de concentracibén de aldehidos preferibles varian de acuer-
do con la pureza del alergeno tratado en el sentide de que
el extremo inferior de las gamas o limites especificados
se utilizan del modo miAs 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 extraccidn con
eter de petrdleo desecado o dietileter desecado exento de
perdxido. La materia alergénica exenta de grasa se extrag
ta a una temperatura de 0° a 5°C por espacio de 15 minu-
tos a 4 dias con una solucibén tamponada apropiada (v.g.,

NHQHCO 0,125M) a un pH de 6,0 a 8,0, La duracidén de tiem

3

po depende del tipo de extracto deseado y la naturaleza
de la fuente de alergeno. El material sbélido se elimina
por filtracidn, centrifugacidn, o un proceso similar. Méas
del 90% de materiales de peso molecular bajo (esencialmen

te no alergénicos) se eliminan del extracto por dialisis
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o ultrafiltracién a través de una membrana o un disposi-

tivo de fibra hueco (peso molecular 3.000 a 5.000 daltons)
o por filtracidn con gel. La solu?ién de alergeno se pone
a una concentracidn apropiada en términos de peso en sec§
del material que contiene alergeno en estad§-s6lido por

cc (normalmente 1,5 a 2,0 veces el presente en la Tuse
uno, que se expone més adelante); por ultrafiltracidn y

dialisis contra un tampbén, o liofilizacidn y reconstitu-

¢ibn en el tampén, por ejemplo fosfato sbddico 0,1M ajus-

tado a un pH de 7,5i0,l.

Los alergenos pﬁrificados ¢ parcial-
mente purificados se preparan tambien en el mismo tampbn
para lasifeaccioﬁes que se describen a continuagién4

Ilesumen de condiciones de las reacciones:

Formaldehido, fase una:

Concentracidn de alergeno, 0,1 a 12,0
mg/cci concentracidn de formaldehido 0,5 a 2,5&; tempera=-
tura 5 a 15°C, preferiblemente unos 10°C; pH 7,2 a 7,63

tiempo 8 a 32 dias.

Formaldehido, faser"n" (donde ndI y generalmente n=2)

Concentracidn de alergeno, 1,0 a 3,0
mg/cc; concentracidn de formaldehido 0,36 a‘O,Sﬂs'tempera;‘
tura aproximadamente 25 a 40°C, preferiblemente 30 a 34°¢;
pH 7,2 a 7,63 tiempo 16 aABS dias.

Dialdehido, fase una:
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Concentracidén de alergeno, 1,0 a
2,0 mg/cc; concentracidn de aldehido de 0,01 a 0,1M,
preferiblemente 0,25M aproximadamente; temperatura 5 a
15°C. preferiblemente unos 10°C; pH aproximadamente
7,0 a 8,0; tiempo 4 a 24 horas, preferiblemente 16 a 20
horas.

Dialdehido, fase "n" (donde nYl v ceneralmente n=2).

Concentracidn de alergeno 1,2 & 2,0
mg/cc; concentracidén de aldehido 0,01 a O1M, preferible-
mente 0,025M; temperatura aproximadamente 25 a 46°%c pre-
feriblemente de unos 30°C; pH aproximadamente 7,0 a 8,0;
tiempo 16 a 32 horas, preferiblemente de unas 24 hceras.

Al final de la incubacibdn § incuba-~
ciones, se elimina el exceso de aldehidos por uno de los
métodos siguientes: Dialisis extensa con varios cambios
en el dialisato empleando una envoltura de celulosa como
Visking de tamafio 18 dialisi/ultrafiltracibén extensa por
membrana utilizando una membrana de Millipore, Amicon o
equivalente o dispositivo de fibra hueca con un peso mo-
lecular de aproximadamente de 5.000 a 30.000 dlatons, o
por filtracidén en gel sobre un xerogel apropiado como
Sephadex G10 o G25 aproximadamente a 4°C.

Seglin esta invencidn, la reaccidn
se lleva a cabo en una o mis etapas, preferiblemente dos

etapas. Cuando se utilizan dos o mas etapas o fases, la
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primera se distingue de las fases ulteriores por las tem-
peraturas diferentes empleadas. Cuando se trata de reac-—
ciones de fases mhltiples, la secuencia de las reacciones
se puede realizar con (a) formaldehido en la primera y
fases ulteriores, (b) con un dialdehido particulaf‘énrla
primera y fases ulteriores, (c) con un formaldehidc en la -+
primera y un dialdehido particular en fases ultericres,
(d) con un dialdehido particular en la primera y'f;rmal-
dehido en fases ulteriores, (e) con cualquier combinacidn
de formaldehido y uno o mas dialdehidos en una seria de
fases. Las combinaciones preferibles son generalmente los
casos simples (e) o (b), pero los casos (c) y (d) ofre~
cen la ventaja de que una combinacidn de tipos diferentes
de reacciones guimicas empleando un protocolo relativa-
mente sencillo. Las reacciones del tipo (e), a pesar de
ser miAs complejas de realizar ofrecen las combinaciones
de procesos de reaccidn que ?ueden dar lugar a la mayor
reduccidn 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 eliminacidn del
aldehido después de la primera fases antes de afiadir el
segundo aldehido. Como la reaccidén 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
reaccidén méds extensa que tenga lugar con el formaldehi-
do. La concentracidén de alergeno 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 16 a 20 horas) a una temperatura-ée 5
15°C (preferiblemente unos 10°C) y la segunda fase por
espacio de 16 a 32 dias a una temperatura de 30 a BQOC.

En la primera fase, la reaccidun se
efectia a una temperatura superior al punto de ccngela-
cién de la solucibn (siendo la‘gama més eficaz del orden
de 5 a 15°C) y preferiblemente a unos 10°C. La faée 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 adhesién a esta secuencia de
temperaturas ha demostrado aumentar sustancialmente la
eficacia del producto final para la inmunizacibdn 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 dias en el caso del formaldehido y aproximadamente 20
horas en el caso de los dialdehidos, aunque en el Gltimo

caso se pueden emplear periodos de incubacidn més cortos
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de 4 horas, La duracién de la segunda etapa es generalmen
te de 14 a 35 dias con formaldehido y de aproximadamente

24 horas con dialdehido.
Esta invencidn tiene aplicacibén con

formaldehido, con todos los dialdehidos alifiticos satu=-

*

rados inferiores, particularmentée glutaraldehido, y dial-
) /CHO

2°n
NCHO
y sus isomeros de cadena ramificada y precursores, y mez=-

dehido de la fdrmula general (CH donde n = 1 a 6

clas de los mismos.,

Los alergenos tratados con aldehido,
preparados como se ha descrito, son agentes inmunotiera~
peQiticos apropiados para los mamiferos, incluyendollos
seres humanos aldrgicos. 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 alergenos tratados con aldehido se pueden
emplear en pruebas diagnbdsticas antes de la inmunotera-
pia o durante la inmunoterapia de seres humanos alérgi-
cos.

Los alergenos tratados con aldehido
de esta invencidn se pueden administrar a mamiferos de
una forma normal por ejemplo por via intradermal, subcu-
ténea o intramuscular. Ademéds, la baja alergenicidad de
estos materiales permiﬁe la administracidtn en forma de

un aerosol en el morro y/o la boca para conseguir la in-
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munizacién por via transmucosal.

Esta invencién se ilustra, aunque
sin limitacidn por los ejemplos siguientes:
EJEMPLO I

Se emplearon los pbdlenes siguientes:
(1) Ambrosia corta (Ambrosia elatior) y (2) hierb#tﬁez~

clada que comprendia 30% pata de gallo (Dactylis ‘Zlomera~-

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 pdlenes se desen

grasb por extracciones sucesivas con eter dietilico o
eter de petrdelo (v.g., cantidades de 8 x 1 litros) v se
extractd a 40°C bien una vez con 10 veces el volamen (cc)

de NHQHCO 0,125M del peso del polen (gm) por 18 horas

3
(con agitacién), o en tres extracciones en serie con un
volumen de una solucidn de NHZLHCO3 que totalizaba 10 ve-
ces la cantidad del polen. Despues de la centrifugacidn,
cada extracto sobrenadante se dializd extensamente a

4°C en envoltura de celulosa de tamafio 18 Visking contra

NHQHCO 0,002M (4-5 x 75 litros) y finalmente contra agua

3

destilada (1 x 72 litros) en un periodo gue totalizaba
aproximadamente 4 dias. Este proceso de dialisis sirvib
para eliminar esencialmente todo el peso molecular bajo
de los componentes no alergénicos. Cada extracto dializa

do se centrifugbd para eliminfr una cantidad de trazas de
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precipitado, se liofilizd y almacend a -20°C en un recipien
te hermético al aire hasta su utilizacién.

Bl extracto de alergeno dializado (1)
o (2) a2 mg)cc se incubd con solucidn de formaldehido
al 0,5M por espacio de 1k a 18 dias a 10°¢% 1°C en Na,
HPO, /NaH,PO, de 0,1M a un pH de 7,5%0,1 (tampdn A), 'se
transfirid directamente a una incubadora 32°CI 16¢‘; se
incubd por un periodo adicional de 14 a 18 dias; El exce-
so de formaldehido se elimind por dialisis contréléampan
A, agua salina tamponada fisiolbégica o agua destilaéa

(vease la explicacidn mis adelante).

EJEMPLO II

El extracto de alergeno dializado (1)
(2 mg/cc) se incubd con una solucidn de formaldehido 0,5M
por espacio de 30 a 35 dias a 10%¢3 1°%¢ y un pH de.7,5t
0,1 en tampdn A, se transfirid directamente a una incuba-
dora a 32°Ci1°C ¥y se incubd durante un periodo adicional
de 30 a 35 dias. El exceso de formaldehido se elimind por
dialisis contra tampdn A, agua salinas tamponadas fisiold
giﬁa o agua destilada,

EJEMPLO III

El extracto de alergeno dializado (2)
(2 mg/cc) se incubd con solucibn de formaldehido 0,5M
por espacio de 8 dias a 10%%;°¢ y pH 7,5 en tampdn A, se

transfirid directamente a una incubadora a 3a°ci1°c y se
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incubdé durante un periodo adicional de unos 32 dias. El
exceso de formaldehido se elimind por dialisis contra el
tampdn A, aguas salinas tamponadas fisiolbgica o agua

destilada.

EJEMPLO IV

El extracto de alergeno dializado

(1) o (2) (10 mg/cc) se incubd con solucidn de farmaldehi

do 2M por espacio de 14-18 dias a 10°¢%1%, La solucién

sene

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

- -
..

0,5M formaldehido). La solucidn se reincubd por espacio
de 14~18 dias a 32°Cil°C. Se elimind el exceso de formal-
dehido por dialisis contra tampén A, agua- salina fampoqa

da fisiolbgica o agua destilada.,

EJEMPLO V

Se incubd el extracto de alergeno
dializado (1) o (2) (8 mg/cc) con solucidn de formaldehi-
do 2M por espacio de unos 14 a 18 dias a 10°¢Z1%. La so-
lucibn se diluyd cuatro veces (v.g., a 2,0 mg/cc de am—
brosia y O,5M formaldehido). La solucién se reincubd por
espacio @e 14 a 18 dias a 32°Cil°C. El exceso de formal-
dehido se elimind por dialisis contra tawpdn A, agua sali

na tamponada fisiolbdgica o agua destilada.

EJENPLO VI

Un extracto de alergeno dializado

(1) de polen de ambrosia corta (2 mg/cc) se incubd con
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solucibén de formaldehido 2M por espacio de 14 a 18 dias

a 10%1%% a pH 7,5 z 0,1 en tampdn de fosfato sbddico
0,1M (tampén A); la solucibn se dializb extensamente a

4L C contra varios cambios en tampbdn A para eliminar el
formaldehido; se afiadid lentamente formaldehido adicio-:
nal (12,3M) para hacer solucidn 6,36& con respeﬁtb;al for
maldehido; y la solucidn se reincubd por espacic de 16
dias a 32°Ct1°C y pH 7,5i0,1. El exceso de formaldehido
se elimind por dialisis contra tampdén A o agua.salina tam
ponada fisiolbdgica.

EJEMPLO VITI

Se incubd extracto de alergeno dia-
lizado (1) y (2) (2 mg/cc) con glutaraldehido 0,025M en
tampdn A por espacio de 18 horas a 10°¢¥1°C. E1 exceso
de glutaraldehido se elimind por dialisis contré.{ampén
A, Se afiadid solucidn de formaldehido a la solucidn de
alergeno tratado con gluraladehido para hacerla 0,5M con
respecto al formaldehido. Esta mezecla se reincubd enton-~
ces por espacio de unos 21 dias a 32°C:10C. E1 exceso de
formaldehido se elimind por dialisis al final del experi

mento,

EJEMPLO IX

Se incubaron extractos de alergeno

dializados (1) o (2) (2 mg/cc) con glutaraldehido (0,025M)

0. t, 0.

a 107C~1"C por espacio de 20 horas y 30°¢21°%¢ por espacio
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de 24 horas a pH 7,5i0,1 en tampdn A, El exceso de gluta-
raldehido se elimindé por dialisis contra tampbén A o solu-~
cibén salina tamponada fisioldgica al final del experimen
to. Se investigaron otras concentraciones de glutaralde-
hido (del orden de 0,0005 a 0,1M), pero se averigud que
con 0,025M se obtenia el mejor producto en términos de
actividad alergénica y retencibdn de las propiedadgs inmu-

nizantes deseadas.

EJEMPLO X

Se desgrasb polen de ambrééi& corta
desecada (Ambrosia elatior) por extracidn con Soxhlet em-—
pleando eter de petrdleo, La accibn de reflujo continud
hasta que el eluyente quedd libre del color impartido
por el polen. El polen se secd al aire, se pesd y almace-~
ndé en recipientes herméticos a una temperatura de'-5°C a
-30°C. Se afiadieron al polen 5 cc de tampdn de bicarbona—
to aménico 0,125M éor gramo de polen desgrasado y la mez-
cla se extractd con agitacidn constante a una temperatu-
ra de 0° a 5°% por espacio de 18 a 26 horas. Después de
esta primera extraccidén, el extracto se elimind de los
granos @e polen por filtracidén y la torta de polen se
volvid a extractar con cuatro cc de tampdn/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-

pbébn/gm de polen., Los tres extractos se combinaron y diali



10

15

20

25

zaron en tubo de celulosa sin costura tamafio 18 Visking
contra un volumen 35 veces maydr de bicarhonato amdnico
0,002M durante 30 a 40 horas. Se llevd a cabo dialisis
adicional de 12 a 14 horas contra agua destilada. El ex-
tracto se filtrd a través de una serie de filtros, fina-
lizando con filtracidn esteril a través de un filtro de
0,45 micrbmetros. El extracto esteril se liofillgéjy se
pesd. La incubacidn de este extracto dializado (10 mg de
sdlidos de polen/cc) se realizbé empleando formaldehido

2M en tampdn de fosfato sddico 0,1M a un pH de i;z}a 7,6
por espacio de 12 a 18 dias a 10°%2°¢C, La solucién resul-
tante se diluyd cuatro veces en el tampdén de fosfato 0,1M
y se incubd a un pH de 7,2 a 7,6 durante 18 a 2% dias a
32’i2 C. La solucidn resultante se dializd en envoltura
Visking tamafic 4%’62L mm, de di&metro contra 2 voll-
menes de 35 veces de NH4H603 0,002M. La solucidn se com-
probd para verificar la ausencia de formaldehido, se con-~
centrd empleando un sistema de Millipore Pellicon Casset=-
te, se filtrd por filtracidn esteril y se liofilizé.

En cada uno de los ejemplos anterio-
res, las incubaciones y dialisis se realizaron empleando
tampon de fosfato sbédico 0,IM, pH 7,5 ¥ 0,1 y todas las
soluciones se dializaron extensamente a aproximadamente
4°C contra varios cambios de grandes volimenes de dializa-

to para eliminar el aldehido sin reaccionar al final de
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cada experimento. Las soluciones se almacenaron congela-
das o0, en varios casos, los alergenos modificados por
aldehido se liofilizaron a partir de soluciones acuosas,
procedimiento que da lugar a spolidos esencialmente exen
tos de aldehido con caracteristicas de almacenamiento
excelentes para largo plazo.

EJEMPLO XI

Alergeno. Se adquirid polen de ambrosia corta (Ambrosia
elatior) de Greer Laboratories y se almacend a -20°C en
un recipiente hermético al aire hasta su utilizacidn. El
polen (150 gm) se desgrasd por 8 extracciones sucesivas
con porciones de 1 litro de eter dietilico anhidro exen-
to de perbdxido (J.T. Baker Co) que permitia la elinina-
cibén de todo el material grasc de color. Se dejbd secar el
polen y se evaporaron las trazas de eter in vacuc hasta
el dia siguiente. El polen desgrasado se extracfﬁ enton-
ces a 4°C con suave agitacidn por espacio de 18 horas
con 1,5 litros de NHQHCO3 0,125M y el polen se separd del
sobrenadante por centrifugacidén. El exiracto sobrenadan-
te (1185 cc) se sometid a dialisis extensa en envoltura
de celulosa tamajfio 18 Visking (Union Carbide Cop) contra

NHQHCO 0,002M (5x72 litros) y finalmente contra agua

3
destilada ( 2 x 72 litros) en un periodo total de 4 dias
a 4°C. El extracto dializado se centrifugé para eliminar

una pequefia cantidad de precipitado y se liofilizd (ren-
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dimiento = a 14,104 gm). Este material, que se denomina-
ré "Alergeno de polen de Ambrosia, lote 11RWC", se alma-
cend -20°C en un recipiente hermético al aire hasta utili
zarse.

Alergioide. Una parte del alergenoc liofilizado se sometid |
a modificacidn por formaldehido mediante el "procedimien-
to de dos etapas" (preparado mezclando entre si‘§§iﬁmenes
apropiados de NaH,P0, 0,1M y Na,NPO, O,1M {(ambos de grado
reactivo Baker) para dar un pH final de 7,50). El. aler=-
geno de polen de ambrosia (13,603 gm) se disolvi& en tam=
pdn de fosfato 0,1M, pH 7,50 (453,4% cc) para dar una so-
lucidn que contenia 30 mg de sb6lidos de polen pdr‘cc.
Esta solucidn se dializd (en tubo Visking tamafio 18) con-
tra. el tampdn de fosfato (11,2 litros) por espacio de 24
horas a 4°C. Después de la dialisis el volumen f{nél de
la solucidn de alergeno se ajustd a 907 cc (15 mg de sdli
dos de polen/cc con tampdn de fosfato 0,1M a pH 7,50,

La mezcla de reaccidén siguiente se
prepard a 4°C. Una solucibn de formaldehido de 10 moles
(270 cc) (preparado por dilucidn de formaldehido de gra-
do reactivo (Fisher Scientific Co. 37% peso/peso) con
agua desionizada). Se afiadidé muy lentamente y con cuida-
do con agitacidn constante a 900 cc de solucibén de aler-
geno, evitando concentraciones elevadas localizadas de

formaldehido. El pH de la solucidn se verificé totalmente
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y se afiadi6 un total de 6,5 cc NaOH 2M (Baker Co) duran-
te la mezcla para mantener el pH a 7,50 : 0,1, E1 volumen
final de la mezcla de reaccidn se ajustd a 1.350 cc em-
pleando 170 cc de tampdn de fosfato 0,2M a pH 7,50, 1,1
cc de NaOH 2M y 2,5 cc de tampbdn de fosfato 0,1M a pH
7,50, para obtener una sclucidén que tenia la composicibdn
siguiente: Sélidos de polen, lo mg/cc; formaldehido 2, 0M;
fosfato, aproximadamente O,Iﬁ, a un pH de 7,50 medido a
10°¢,

La solucidn anterior se inéubb por
espacio de 16 dias a iOOCiO,BO, en cuyo momento el pH se
habia reducido a pH 7,41. Después de esta primera incuba
cibén, la solucidn se diluyd 4 veces con fosfato 02,iM a
pH 7,50 y se incubd a 320°Ci0,5°C durante 16 dias m&s. El
pH inicial para esta segunda incubacibén era pH 7,49 (me-
dido a 32°C) y pH final era de 7,47 (a 32°C). La solu-
cibén alergioide resultante se dializd sucesivamente con-
tra 4 x 72 litros de agua desionizada a 4°¢ para eliminar
formaldehido y sales de tampbn., Se elimind precipitado en
trazas por centrifugacidn y la solucidn resultante se
liofilizé, sirvigndo no solamente para preparar un mate-
rial seco estable sino tambien para eliminar trazas di-
minutas residuales posibles de formaldehido. El rendimien
to de "alergoide de polen de ambrosia, 11RWF" era de

13,135 gm (97,3% tebrico). El alergoide se almacend a
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o - . . :
20°C en un recipiente hermético al aire hasta que se uti-
1izb.

Preparacidn de soluciones para inmunoterapia. Se prepara-

ron soluciones en términos "unidades de alergeno/c¢c' o
"unidades de alergioide!" donde la unidad de alergioide |,
era 50 veces mayor que la unidadlde alergeno en términos
de sdlidos de polen y "equivalentes de antigeno E/cc

(AgE equiv./ml)". En el caso del alergeno, se refiere al
contenido de antigeno E; en el caso del alergoide -se re-
fiere al contenido de antigeno E en el alergeno é-partir
del cual se deriva (el.antigeno E no es directameﬁte men-—
surable en el elergioide). Basados en experienciaé‘pre-
vias se perpard la solucidn de material de alergené

11RWC (1.000/cc) para contener 10 micogramos AgE equiv/

cc (0,28 mg de sdlidos de polen no dializables/cc)i De

un modo similar, la solucidn de material de alergoide
11RWF (1.000 unidades/cc) se prepard a 500 microgramos

AgE equiv/ce (14,1 ﬁg sblidos de alergioide/cc). La solu-
cién de material de alergeno y alergioide se filtraron por
filtracién esteril a través de una unidad de filtro Nage=-
ne equipado con una membrana del tamafio de poro 0,45 mi-
crometros (Nalge Sybron Corp, Rochester, N.Y.) y cada so
lucidn se distribuyd ulteriormente en viales esteriles
aproximadamente 10 cc de contenido. Se prepard de este

modo un total de 30 viales de alergeno y 23 viales de
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alergioide. Ambos conjuntos de viales se numeraron en ol
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

alergeno y soluciones alergioides por incubacidn de
partes alicuotas de 0,5 cc tomadas de viales elékiéos
con medios de tioglicolato de acuerdo con las reéias'y
reglamentaciones FDA, "Parrafo 610, 12, esterilidad".
Las incubaciones se realizaron a temperaturas dé.2§°c y
32°C en periodos de dos semanas. En el caso de la solu-
cidén de alergeno, se tomaron partes alicuotas de los via
les no. 1, 11, 20 y 30, En el caso de la solucion de
alergioide sc tomaron partes alicuotas 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, septimo y decimocuarto dias del
periodo de incubacidn. No se halld evidencia de contami-
nacibén bacteriana en dichos examenes visuales. Al final
del 24 dia de incubacidén, cada uno de los cultivos se
depositd en placas de agar de soja de trypticase con 5%
de sangre de oveja (Baltimore Biological Labs, Cockeyvi-
lle, MD) y se incubd a 37°C por espacio de 24 horas. Se

halld que todas eran negativas respecto a cualquier tipo

de desarrollo. Todas las partes alicuotas de alergeno y
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alergioide, distintas a las sometidas a prueba de esteri-
lidad, se almacenaron a 4°C hasta su utilizaciédn.

Las pruebas de toxicidad generales
en las soluciones de alergeno y alergioide se realizaron
empleando el método de valoracidn descrito en "Parrafo
610.11, seguridad" de las reglas.y reglamentaciones FDAJ
Estas pruebas se realizaron en ratones y cobayaS'ﬁ&jo la
direccidn de Irving Levenstein, pH.D, Leberco Laﬁs}ato—
ries, 123 Hawthorne Street, Roselle Park, N.,J. Cada ratén
recibibé 0,5 cc y cada cobaya 5 cc de solucidn dé:aIerge-
no o alergioide administradés por via intraperitoﬁeal.
Los resultados de estas pruebas no demostraron evidencia
de toxicidad en el caso del alergenc o el alergiqide,
evidenciado por no existir una pérdida de peso 7 dias des
pués de la inyeccidn de los materiales.

Anilisis inmunoguimicos. Se realizaron anilisis del con-

tenido de alergenos de ambrosia, antigeno E, Raj y Ra5
en alergeno de polen de ambrosia, lote 11RWC, por inmung
difusién radial (Baer, H, Maloney, C.J,, Norman, P.S8. vy
Marsh, D. G,, 1974, J. Allergy Clin, Inmunol. 54:157-
164) empleando antisuero especifico y antigenos de refe~
rencia. La referencia de antigeno E era el material NIH
purificado adicionalmente por cromatografia Sephadex G?75
y la referencia Ra3 procedian del Doctor Lawrence Good~

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

con antigeno respectivos.

Tambien se realizbd inmuncelectrofo-
resis cruzada de alergeno contra suero antialergeno de
conejo empleando una técnica andloga a la descrita-por

Weeke and Lowestein (1973) en: A Manual of Quantffative

Inmunoelectrophoresis (eds. N.H. Axelsen, J. Kroll and

B. Weeke) Universitetaforlaget, Oslo, plginas 14?5153.

Se realizaron determinacionés norma-—
les de "unidad de nitrdgeno proteinico (PNU)" del alerge-~
no y el alergioide de acuerdo con los procedimientos de
rutina FDA aprobados por Mr Bill White, Jr ¥y los asocia-

dos Greer Laboratoriés Lenoir, N.C.

Pacientes. Se eligieron 14 voluntarios pagados de raza

blanca alérgicos a la ambrosia (7 varones, 7 hembras; pro
medio de edad 33 afios; gama de edades 25 a 44) para el
estudio de acuerdo con el criterio siguiente. Todos los
pacientes informaron que padecian de fiebre del heno du-
rante la estacién de la ambrosia, presenténdose la fiebre
del heno moderadamente en tres sujetos y suvamente en
otros tres individuos. Los pacientes con asma se escluye-
ron especificamente del estudio. Asimismo, los pacientes

con graves sintomas 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-
lbégica ulterior, éualquier tratamiento anterior con ex-
tracto de ambrosia sirvid automaticamente para excluir
los pacientes del estudio. Finalmente todos los pacientes P
se juzgaron como buenos candidatos para estudio gh,térmi-
no de empleo y estabilidad emocional.

Los pacientes se emparejaron én 7 pa
rejas de acuerdo con sus sensibilidades de trata&iégto
previo de liberacién de istamina de leucocitos y ifﬁebas
de la piel al alergeno y alergiocide y niveles totéles

de suero IgE,

Régimen de tratamiento. Se programaron los pacieﬁ{es para
el tratamiento entre finales de Mayo y mediados ée:kgosto
de 1977. En el primer dia de tratamiento (dia 0),‘récibi3
ron inyecciones de una a 5 en cantidades en aumento de
alergeno o alergioide en periodos de 30 minutos a 2 horas
hasta los granos locales y reacciones de eritema o sinto-
mas histéricos indicaban que la dbésis estaba proéxima al
nivel tolerado. Se tomd un registro completo de inyeccio-
nes y reaciones locales y sistenicas inmediatas por cada
paciente por parte del Doctor. El paciente registrd reac-
ciones locales retardadas en los lugares de la inyeccidn
y sintomas sintenicos (si es que aparecieron). Todos

los pacientes se dispusieron de consulta médica durante
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el periodo de 24 horas siguiente a las series de inyec-
ciones y la informacidn en cada forma fue confirmada

por entrevista por teléfono con cada paciente. Todas las
reacciones locales se graduaron de acuerdo con su inten-
sidad médxima que normalmente tenia lugar a unas 24 horas
después de la inyeccién. (La informacibn concerniente al
grado de reacciones locales y sistémicas se da eA la no-~
ta al pie de la tabla V).

Después de la primera sesidn-de in-
yecciones se midid el anticuerpo IgG del suero a gﬂiige—
no E a intervalos de aproximadamente 4 a 14 dias Yy se
dieron una segunda y ulteriores sesiones segin alcanzaban
las respuestas del anticuerpo niveles predominantes-en
los pacientes. Las reacciones a las inyecciones se re-
gistraron en cada ocasidén segin.se ha descrito. Seis pa-
cientes tratados con alergeno 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 T
MWO—L.MWM&_M.WM“ o LR ientes tados gon no
C Sesiones -
. t 2 3 4 3 ’l‘otales.
5 ga:::'li y Paclente .y .4.des de aldgeno (no. de inyecclones ?n pa-. 3::1m:lat:.
L reiag
1. E.E. . 6(4)+  15(2) 10(1) 60(2)  50Q) . . 141(10)
2. L.L. O 31(4) 170(3) S0(1)  350(3) 1200(3) - . | 1801(14)
* .
3. M.K. 31(4) 70(2) 50(2) so(m™  30¢n o 231(10)
X .
4, G.J. 6(3) 15(2) 10¢1) 60(2) 2001) - 11L(9)
. B.D. i w@ 1@ 150" 1002) . 34114
1: 1.D. 36(4) 164(3)  200(1)  700(2)  S00(1) .  1601(11)
10 Promedio  19(4.0) 75(2.5) 65(1.3)° 228(2.0) 317(1.%) - 704(11.7}
Desestimaciones: : o
6 $.B. 31(%) 170(3)* 25(1) - - 226(8)

.
.

% Reaccidn sisténica

~*.

Dos inyecciones por dia se administraron en dos dias

sucesivos. e

15

jﬁ El promedio de désis acumulativa para todos los pacien~

tes, excluyendo S,B., = 7,04 mg AgE equivalente.
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TABLA IT

Dbsis"y hiimeros de inyecciones por sesién de pacientes tratados con el alergioid:

Sesiones
: 1 2 3 y - 5 Totales
Pareja no.  Paciente Unidades de alergioide(No. de inyecciones en  acumulativo:
parajas)

1. ~ E.F 31(4) 170(3) 100(1):  200(2) 200(2) 701(12)
2. D.N. 16(4)* 2(L) 5(2) 16(3) - B 40(10)
. ¢.D. 32(4) 70(2) 125¢2)  310(2) 1200(3) , 1737(13)
&, J.B. 314) 170(3) 70(2) 300(2) _ 1200(3) R 1771(14)
. ~ J.K. 37(4) 70(2) - 150(2) 30002)  300(2) © " 857(12)
7. .B. 3203 170(3)  300(2) ! 1200(3) - .. 1702(11)

- 30(3.8) 109(2.3) 125(1.8) 388(2.3) 725(2.3) _ m3sant
ﬁostimaciones - . : 'l o
6 P.J. 26(4) 501 - 6(2) . 5(L) - . 42(8)
% Reaccién sistenica
'?Vo se d16 la quinta sesidn de inyecciones.
#’D051s acumulativa por término medio de todos los pac1en~
tes, excluyendo P.J. es igual a 567,35 mg AgE equ1valen-
teé.

Valoraciones de alerginicidad relativa, alergioide/alerge=~
no.

Las alerginicidades relativas del
alergloide al alergeno en nuestros sujetos de estudio se
determinaron por valoracibén de istamina  de leucocitos
(Marsh, D.G., Lichtenstein, L.M, and Campbell, D.H. 1970,
Inmunology, l&: 705-722) y valoracibdn de piel de punto

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

redman), American Soc, for Mierobiol, Washington,.D.C.
paginas 585). La relacién de sensibilidad de‘los leucoci
tos de cada paciente se expresb como la relacidén de con-
centraciones de alergio&de/alergeno que producian una vi.
bracién del 50% de istamina de los leucocitos del pacien
te. Su relacidn de sensibilidad a las pruebas cutfﬁeas
era la relacidn de las concentraciones de alergioide/aler
geno gue producian dos o mas (8 a 10 mn diametro-de grano

con eritema) en puntos finales de pruebas cuténeas.

Valoraciones de IgE de sueros totales. la medicidén del
suero total IgE en un tratamiento previo y treslf%atamieﬂ
tos ulteriores de suero de todos los pacientes sé ﬁealizé
por un procedimiento de "RIST directo" desarrolladé por
Schellemberg and Adkinson (Schellemberg, R.R. and Adkin-
son, N,F, 1975. J. Inmunol 115:1577-1583). E1 método era
similar al método "PRISTY de Wide (Wide, L. 1971 En: Méto-
dos de radioinmunovaloracién (eds. K.E. Kirkham adn W.M.
Hunter), Livingstone, Edinburgo, pagina 173), excepto que
la primera pagina de la valoracidém utilizaba anticuerpo
es@ecifico anti=-IgE (realizado en una cabra) acoplado a
Sgpharose 4B en lugar de disco de papel., Despues de la in
cubacidén del suero del paciente con gldébulos inmunoabsor-—
bentes de Sepharose, los glébulos se lavaron y se incuba-

ron ulteriormente con anti-IgE de conejo irradiado (anti-
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cuerpo purificado especifico de cadena E). Los glébulos

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 apropia@gs posi-
tivos y negativos y tres sueros normales internosganon con-
tenido de IgE conocidos. Asimismo cada valoraciég ;e repi-
tid al menos una vez y se repitieron los valores d scre-
pantes (que diferian entre si = 10%) hasta que se obtuvie-
ron valores con = 10%.

Valoracidn de anticuerpo de IgG de suero a antigeno E.

Se midid anticuerpo de inmﬁnogloﬁuli
na G a antigeno E empleando un procedimiento de radioinmu
novaloracidn de anticuerpo doble altamente sensiﬁle 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 irradid antigeno purificado E
con 1251 por el procedimento de Cloramina T, se ultracen-~
trifugd para eliminar microagregados y se almacend a -70°%¢
en pequeiias partes alicuotas hasta que se empled. Se incu~
baron diluciones dobles seriales apropiadas de suero nor-
mal (de un sujeto alérgico que se habia tratado extensa-
mente con extracto de ambrosia), el suero de pacientes

del estudio y controles o testigos apropiados con la can-
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tidad constante del antigeno E irradiado (aproximadamen-
te 1,2 nanogramos a una concentracidén de 6,2 ng/cc) por
espaciao de cinco horas a 23°C. Con el fin de aumentar la
sensibilidad de la valoracibn a bajas concentraciones

de anticuerpos, el aglutinamiento no especifico de radiac
tividad (principalmente a los tubos de ensayo derplésti—'
co) se redujo recubriendo a los tubos de ensayo.céﬁjalbu-
mina de suero de bobino 0,3% (peso/volumen y dil&&éndo

el antigeno irradiado en 5% de albumina (peso/volw en),
Todas las muestras de suero se diluyeron 1:50 eﬁl?&lu-
¢idn salina tamponada con borato (BBS), pH, 8,0 v se rea-
lizaron diluciones apropiadas adicionales en BBS qiie con-
tenfia 1:50 de suero humano normal desprovisto dé .anti-
cuerpo al antigeno E. Los tubos de control negafivés con~
sistian en una dilucidn 1:50 de este suero normal. Des~
pues de la incubacidn inicial, se precipitd suero IgG (y
complejos de antigeno-anticuerpo aglutinados) por adi-
cidn de un ligero exceso de anti-IgG de cabra (fragmento
anti-Fc) e incubacién hasta el dia siguiente a 4°C. Los
precipitados resultantes se lavaron y se contaron y el
suero de la prueba se compard con la curva de control nor
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.M, 1976 J.Clin. Invest 57:1041-~1050) ge

demostrd que el suero de control sin diluir se aglutina
ba aproximadamente a 24 pg de antigeno_E/cc en exceso
de antigeno. En esta base se calculd que una de nuestras
unidades arbirarias podria aglutinarse a 1,3 ng de anti-
geno E en exceso de antigeno. Suponiendo que, en;@agés
condiciones, existiera antigeno enlazado como A32A§~comp1£
jos, una unidad T 2,8 ng anticuerpo. En las concentracio-
nes de antigeno de limitacidén de nuestro ensayo, se:aglu-
tinaba o enlazaba menos antigeno y la concentraciéﬁide
anticuerpo eficaz que podia 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. O imprerfecto. Para que los cambios en las valora-
ciones de anticuerpo de IgG pudieran valorarse rapidamen
te con el fin de obtener una medicidn apropiada de la
secuencia de inyeccidn, medimos esta respuesta de los an
ticuerpos en un periodo de aproximadamente 3 dias después
de extraer las muestrs de sangre. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado en cada experimento y se repitie
ron en el experimento sSubsiguiente. Los ensayos se repi-

tieron segin fue necesario hasta obtener valores dentro
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de ¥ 10%,

Quimica de la sangre v anllisis de orina, Se realizaron

mediciones de quimica de la sangre y anllisis de orina
antes de la inmunoterapia y aproximadamente de una a 14
semanas despues de completarse la terapia. Se determina-
ron los anidlisis de sangre normales SMA-11 por medio del
The Good Samaritan Hospital Clinical Laboratory utilizqg
do procedimientos analiticos automiticos. Se realigaron

andlisis de orina en nuestro laboratorio de alergia.

Evaluacidn de sintomas. Se evaluaron los sintomas de fie
bre del heno durante la polinacidn de la,ambrosia'bor
cada paciente dos~veées al dia en un registro nﬁrmél. Se
ha demostrado que las puntuaciones de sintomas &iarios
por término medio (Norman, P.S. and Winkenwerder WiL
1965 J. Allergy, 36:284~292) por grupos de paciéntés

con fiebre del heno se correlacionan con las cuentas dig
rias de polen. Ademads de estas autoevaluaciones, cada
paciente fué entrevistado por un Doctor dos veces duran-

te la temporada de la ambrosia.

Resultados. La tabla III presenta los andlisis inmunoqui

micos del alergenoc y el alergoide.
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TABLA III

Anbdlisis inmunoquimicos de los antigcenos.

- LY -

Alergeno de polen de ambrosia,

11RWC

Alergioide de polen de ambrosia,

11RWF

1 unidad alergeno = O,

1l unidad alergioide

liofilizados.

6,5 pg Ra3/mg

35,5 pg AgE/mg sblidos

sdlidos

liofilizados.

6,0 pg Ras5/mg

sblidos

liofilizados,

6390 PNU/mg sblidos

liofilizados, .~

35,5 png AgE equiv/mg sbli

dos liofilizadéé.

6100 PNU/mg sélidos lio-

filizados.
01 ug AgE equiv = 1,8 PNU

0,5 mg AgE equiv = 86 PNU

50 veces
diferen-

cia en

peso.,

Los analisis de otros preparados similares de alergeno de

ambrosia dializado liofilizado mostraron las composiciones

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

24k. 3ug/mg (range: 11,3-41.lug/mg): Ra3 (4 preps) = 7,

lug/mg (range: 5,0-9,4 ug/mg; Ra5 (4 preps) = 4,1 pg/mg
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(raﬁge 2,3-6,1 pg/mg).

El contenido de antigeno E, Ral y
Ra5 en el alergeno son generalmente mayores que los valo-
res promedios obtenidos analizando varias partidas dife-’
rentes de alergeno liofilizado (vease la nota la pie de
la tabla III). Los valores PNU del alergeno y el alergioi

de son similares, como cabia esperar. (Se obsgervarid que

los extractos de ambrosia no dializados que contenian

.las mismas cantidades de sblidos de polen no dializables

daban aproximadamente el doble de estos valores'dg'PNU
debido al hecho de que la técnica daba una cierta medi-
da de nitrbdgeno en material peptido dilizable). Ei anti-—
geno de ambrosia E, Ra3. y Ra5 no son mensurables en el
alergiode; por lo tanto nos referimos a concentra;iones
en términos de "AgE equiv/cec", etc., basado en el conte-
nido respectiveo de aAtigeno del alergeno de ambrosia na-
tivo.

La tabla IV muestra la liberacidn de

istamina, prueba cutinea y datos totales de IgE en 7

parejas de pacientes al comienzo del estudio.
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Sensibilidades de tratamiento previo al alergenc y alergiode
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TABLA IV

y datos totales de IgB
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Tratados con alergeno Tratados con alergioide.
Sensibles Sensibles Relaciones Total Sensibles Sensibles lelacig Total
P al alerge al aler~ alergioide/IgE al alerge al aler~ nes aler IgE
areja, . gloide alergeno. U/ec no. gioide., gioide/ Ulce
n:)_. aleregena
e et s s L ) T LY
BRO6.0x107%  6.0x1077 67 [HR”STA determinar —
1 5 28 |, o T 196
sT 1073 3x10” 300 §T 107 3x10™ 300
ER 6.8x10™5  6.0x107 88 TR 4.0x1070 9.0x107¢ 23
2 88 6 . 710
§T  107¢ 1072 100 sT 107 3x10” 300
BR V. low release — ER  24%7 237" <100
3 5 : 174 - -1 - 113
sT 10° 102 1000 ST 10 10 1000
ER 5.4x1075  2.2x107% 278 ER 1.0x1070 1.8x10"% 180
" N 119 - 85
st 1073 10" 1000 ST 3x10 1072 300
IR 2.3x107%  2.z107L 957 R 1.1x107% 1.5x1072 136
’ -5 -2 107 -5 i : 120
ST 10 10 1000 ST 10 10 100
ER Ll.2x10%%  3.6x1072 300 ER 1.0x10% 7.0x1072 700
6 , 28 . . 45
ST 3xl075 10~ 30 sT  10- 1071 1000
HR Ninguna liberacidn - HR  37%" No rel. —
7 , 679 -3 2 15
st 1073 ~3x10°  ~3000 ST 10 10° 1000
Geom. [mRF 1.4x107¢  5.3x1072 216 ¥ Lex107 2.0x1072 132
PromeditsT  3x10°3 7x10"3 sz ¥ er 1075 7x1073 432 192

#Concentracidn (ug/cc) descubriendo 0% liberacién de

histamina (HR) o una prueba cutédnea de dos mds (ST).
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+ Baja liberacidn; porcentaje méximo de liberaciédn citados.

Relaciones estimadas donde era posible.

:F Excluye pacientes con valores no mensurables.

Todos los pacientes exceptoﬂlos de
la pareja no. 6 cumplieron con nuestro régimen de estudio
Yy 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-
beracidn de histamina por término medio geométrica en sen-
sibilidades de pruebas cuténeas al alergeno y al aiergioi—
de y los niveles de totales de suero IgE se equipafaron
de una forma perfectamente razonable. '

Las tablas I y II resumen las dbsis
de inyeccidn, en términos de unidades de alergeﬁo o aler-
gioide, para los grupos tratados con alergeno y alergioi-
de. Los seis pacientes tratados con alergeno que cumplie~
ron con nuestro régimen de estudio recibieron cinco sesigp
nes de inyecciones, entre 1 y 5 tratamientos por cada se-
sion. En el grupo tratado por alergioide dos pacientes
recibier§n tan solo cuatro sesiones y el resto cinco se-
siones., La dbsis acumulativa media para los pacientes
tratados con alergioide era de 567 ug AgE qeuiv (1135,7
unidades)’ que es 80,6 veces mayor que el promedio de

désis acumulativas de 7,0 mge de AgE equiv (704 unidades)
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para el grupo tratado con alergeno. En general, las

ddésis se podian aumentar sustancialmeinte en cada nueva
sesidén, siendo el promedio de impedimento la aparicidn de
cinco reacciones sistenicas en el grupo tratado con aler-
geno (incluyendo una en el paciente que se desestimd o

se considerd como imperfecto) y uno en el grupo tratado
con alergioide; esto se indican por asteriscos en las taw
blas I y II y se calificaron de acuerdo con la freecuen-

cla y gravedad en la tabla V.

TABLA V

Calificacibn de reacciones locales y sistémicas‘desPUes
‘de la inveccibn de alergeno (Gen) o alergioide. (Goid)

N Local (24 hr.) Sistémico
areija no. Gen Goid Gen Goid

1 : 9 17 0 0

2 20 19 0 2

3 16 - 15 2 0

4 17 4 2 0

5 3 41 1 0

). 1 4 0 0

‘Puntuacidaés_totales 66 73 5 2
Promedio por paciente 11.0 12.2 0.86 0.33
Promedio por inyeccién 2.2 2.6 0.17 0.07

.. .Desestimados

6’ ! 8 1 0
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locales se graduaron como sigue:

1 + (1 punto)

2 + (2 puntos)

3 + (3 puntos)

4 + (4 puntos)

Las reacciones

»
o

cualquier inchazén hasta 10 cm de difme-
tro.

inchazdn de 10-20 cm de didmetro.

mayor de 20 cm pero sin llegar a alcan-
zar el codo.

inchazbén que alcanzaba por debajo del co-

do (no se produjo en esta serie).

sisténica se graduaron como sigue:

1 + (1 punto)

2 + (2 puntos)

3 + {3 puntos)

4 -« (4 puntos)

e

cualquier sintoma sisténico mas alli del
area local de la inyeccidn, pero sin exi-
gir epinefrinaj

enjambres, fiebre del heno o sintcmas de
asma que exigian epinefrina, la tensibdn
perﬁanece normal;

Sintomas alérgicos sisténicos con reduc-
cidén de la tensidn (no se produjo en es-
ta serie);

anafilaxis franca que exigia medidas de
emergencia (no se produjo).

Las reacciones sistémicas tuvieron lugar

en el periodo de media hora despues de la administraciébn

del antigeno y, si fuera necesario, se inverian con rapi-

dez por administracidn de epinefrina. Las otras reaccio-

nes perfudiciales principales consistian en inchazén loca-
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lizada en los lugares de administracién de las dosis
superiores de antigeno. Estas reacciones comenzaban a
aproximadamente a las seis horas y alcanzaban su maximo
a aproximadamente 2% horas despues 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 andlisis de sargre
(8MA~11) y el anflisis de orina no reveld respuestas tb-
Xicas perjudiciales como resultado del tratamienfoi&on
alergioide o alergeno,

Como era necesario realizar dobles
experimentos de ensayo raioinmunolbgico de anticuéfpos
para la medicidn del anticuerpo IgG del suero o antigeno
E, se tuvo un considerable cuidad en asegurar una. ‘buena
capacidad de reporduccidn de un experimento a otro. La
figura 1 ilustra el alto grado de capacidad de reproduc~
cidén obtenido por las curvas normales en 14 de los 15 en
sayos realizados, La curva normal para el ensayo restan~
te estaba fuera de los limites de los otros ensayos y los
datos de este experimento no se tuvieron en consideracibn.
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 valoranos 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 razbdn esencial para
nuestra utilizacidn de una sdélida dilucién en niveles de
anticuerpo de ensayo en el suero restante.

Las figuras 2-4 muestras las respues
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 dia U, las conceuntra-
ciones de anticuerpos de IgG se elevaron sensiblamente en
la mayoria de los pacientes y alcanzaron niveles notables
entre dos y tres semanas. Habiéndose establecidc que los
niveles eminentes se habian conseguido verdaderamente en
la mayoria de los pacienteé midiendo valoraciones de an-
ticuerpos en una serie de cuatro a cinco muestras de san
gre sucesivas, se administré una segunda serie de inyec-
ciones entre los dias 28 y 42. Después de otras tres a
cuatro semanas, parece Ser que alcanzamos niveles emi-
nentes secundarios en la mayoria de los pacientes y se le
administrdé una nueva série de inyecciones. Se administra-—
ron dos a tres series mas de inyecciones antes de la tem—

porada de la ambrosia 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 nji
veles eminentes en todos los pacientes entre la adminis
tracién de estas Gltimas series.

Las figuras 2-5 ilustran que los
pacientes comenzaron con niveles de anticuerpos muy di- "~
ferentes a antes del tratamiento (3-11%k unidades/cc); Los
niveles de anticuerpos se elevaron en todos los paéien-
tes despues del tratamiento, teniendo el grupo tratsado
con alergioide un promedio de elevacidn geométrico 337
veces mayor y una valoracibdn méxima 5,2 veces may;f que

el grupe tratado con alergeno. A excepcidn 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 alergeno. Es de importancia adicional el hallaééo de
que, despues de tan sbdlo dos series de inmunizacidn, los
pacientes trados con alergioide producian, por término
medio, un 47% (del orden del 15% al 91%) de las respues-
tas de anticuerpo mlxima alcanzadas después del tratamien
to completo de cuatro a cinco sesiones. Los datos corres-—
pondientes de individuos tratados con alergeno era del
32% (del orden del (% al 43%) de respuesta mAxima despues
de dos series de inyecciones. La elevacibn geométrica por

término medio al cabo de tan solo dos sesiones de trata-

i
L4
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miento era 7,9 veces mayor en el grupo tratado con aler-
gioide que en el grupo tratado con alergeno. 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 miximos al cabo de tres
meses y medio despues de la Qltima inyeccidn, o sea dos
meses despues de la temporada de la ambrosia.

La figura 6 ilustra la relacidn entre
la dbésis de antigenc acumulativa (expresado en ug ae
equivalentes AgE) y los aumentos generales en respnasta
de anticuerpos IgG (respuesta mixima menos nivel inicial)
para los doce pacientes que completaron el estudic. Exis-
tia una clara relacién entre la respuesta de anticuerpos
y la désis independiente de si el paciente se habia tra-
tado con alergenoc o alergioide. Como las lineas dq cegre
sidén para los dos grupos no eran sensiblemente diferentes,
agrupamos los datos para los doce pacientes, Con anili-
sis de regresidn lineal de logaritmo (valoracibén de anti-
cuerpos) contra dbésis en logaritmo, elrcoeficiente de co-
rrelacidén r=0,83; p{0,001. Los datos correspondientes
para la respuesta de anticuerpos contra la ddsis acumula-
tiva al cabo de dos sesiones de inyecciones motraron una
correlacidn similar (r = 0,81; p<0,001).

El promedio de valoraciones de sinto-

ma dia a dia en los dos grupos de pacientes en la temporada
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de polen de ambrosia de 1977 (figura 7) muestra una ten-
dencia hacia la sintomatologia general menor en toda la
temporada. Se llegd a esto por andlisis del promedio de
puntuaciones diarias por cada paciente, promediddo en to
da la temporada de ambrosia (figura 8A), El promedio de
puntuacidén del grupo tratado con alergioide era de 1,1
unidades de sintoma menos que en el grupo tratade cch
alergenos. Estos resultados no fueron estadisticaméhte
diferentes con estos nuevos pacientes. Los estudios antg
riores (Norman, P.S. Winkernkewerder, W.L. y Licbtghs—
tein, L.M. 1971. J. Allergy 47:273) han demostrado. que
el promedic de sintomas diarios en toda la temporada de
la ambrosia por pacientes similarmente sensibles trata-
dos con placebo normalmente estaba comprendido en el or-
den de 7 a 10 unidades, con puntuaciones diarias méxi-
mas por término medio de doce a catorce unidades. Por 1lo
tanto 1a mayoria de los pacientes tratados parecia ir me-
jor que lo que cabria esperar para un grupo de placebo
equiparado. Las puntuaciones de nuestros pacientes trata
dos eran similares a las halladas en pacientes (tambien
previamente sin tratamiento) que habian seguido un régi;
men de tratamiento tradicional de 16 a 24 inyecciones
semanales de antigeno en nuestro estudioc de 1973 de aler-
geno contra alerioide (figura 8B). Las valoraciones de los

pacientes realizadas por 1los Doctores durante la temporada



v

10

15

20

25

- 55 -

de la ambrosia concurrian con las puntuaciones de sinto-
mas anteriores de autoevaluacidn.
Discusidn. El presente estudio representa el primer inten
to sistemAtico de tratar de dgfinir el régimen de trata-
miento éptimo, en términos de dbsis de antigeno y espa-
ciamiento de las inyecciones, para la inmunoterapga de
pacientes alérgicos. Con este fin, hemos utilizad%iﬁn ré-
gimen "de urgencia" intensivo que comprendia de 1,;;5
inyecciones en cada dia de tratamiento. Este protucélo
permite al doctor administrar una dosis 6ptimamenté,tole—
rada por el paciente. En la mayoria de los casos dichas
dbésis era de 100 a 10.000 mayores que las administradas
normalmente en el primer dia de tratamiento de ur pacien-
te. En el caso del alergioide, la elevada ddsis de +“rata~
miento en el primer dia de inyeccidn da por resustado un
aumento sustancial (de 10 a 100 veces mayor) en anti-
cuerpo de IgG a antigeno E al cabo de 2 a 3 semanas des-
pués. Una segunda sesidn de inyecciones a dbésis mls 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 ddsis elevadas
de alergioide.

Parece ser por nuestros estudioes

de anticuerpos que un espaciamiento de inyecciones de 2 a
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4 semanas puede ser bptimo puesto que, en dicho periodo,
el paciente ha alcanzado respuestas miximas a la inmuni-
zacidn, 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 mép p
eficaz en el supuesto que no se dejen que caigan demasia-
do drésticamente los niveles de anticuerpos.

A pesar de los regimenes de éi;;adas
désis (especialmente con alergioides) no se observérﬁn
respuestas toxicas perjudiciales en ningunode los pacien-
tes tratados.

Estos estudios demuestran ventajas
evidentes del alerioide sobre el alergeno en el sen+ido
de que se pueden administrar dbésis muy elevadas de aler-
gioide al paciente con un riesgo relativamente béqude
reacciones sisténicés, ¥y con niveles resultantes'ggﬁvados
de anticuerpos IgG., En nuestro estudio, la Ginica excep-
cidn & esta regla fue el padiente D,H, en la pareja de
aleriode no. 2. Esta persona mostrd una sensibilidad su-
perior al término medio al alergioide vy, retrospectivamen
te, parece ser con probabilidad que la sesién de trata-
miento inicial fue demasiada en este caso. La incidencia
de reacciones sistenicas en el grupo tratado con alergeno
promedio 0,7 por paciente, con una puntuacibdn de reaccidbn

por término medio de 0,8 por paciente (incluyendo el con-
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siderado imperfecto)., Esto resulta inaceptablemente sla-
vado para que recomendemos dicho programa intensivo de
dosificacidn para un tratamiento urgente con alergeno.

Este estudio, realizado con dos peque-
fios grupos de pacientes tratados con alergeno y alergioi-
de no anima a proseguir con mayores grupos de pacientes
comparando el régimen de tratamiento que tradicional para
el alergenc con el régimen urgente modificado para el
alergioide,

Descrita suficientemente la naturaleza
del invento, asi como la manera de reélizarlo en la préc-
tica, debe hacerse constar que las disposiciones aﬁéeriqg
mente indicadas son susceptibles de modificaciones de de-
talle en cuanto no alteren su principio fundamental.

/7
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REIVINDICACIONES

l.- Procedimiento para producir un’
alergeno tratado con aldehido de baja reactividad aler-
génica en seres humanos aldrgicos, y que conserva las
propiedades inmunizantes deseadas del alergeno nativo
dando lugar a la mejoria de la sintomatologia de perso-
nas alérgicas y a la produccidn correspondiente de anti-
cuerpos de bloqueo que se considera asociada con el
alivio de sintomas, pero no unicamente responsable por
necesidad del mismo, y que puede inducir en los animales
mamiferos la formacién de anticuerpos de bloqueo contra
el alergeno nativo en concentracidn suficiente, cafacte-
rizado porque comprende d;jar que 1lo0s alergenos reaccio-
nen quimicamente en condiciones suaves con una solucién
elegida del grupo consistente en formaldehido, aldehldos
difuncionales alifdticos saturados inferiores y comﬁina-
ciones de los mismos, en una pluralidad de etapas con la
condicidn de que cualquier reaccién de formaldehido se
lleve a cabo en un ambiente no fendlico.

2.~ Procedimiento segiin la reivindica-
cibén 1, caracterizado porque hay una reaccibn de prime-
ra etapa que se lleva a cabo a una temperatura inmedia-
tamente superior al punto de congelacidn de la solucidn
a 15°C Y cada etapa ulterior se lleva a cabo a una tempe-

ratura del orden de aproximadamente 25 a QOOC, con
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cualquier combinacidn de formaldehido y dialdehido en
cada una de las etapas sucesivas,

| 3.~ Procedimiento segin la reivindica-
cibén 2, caracterizado porque el aldehido en todas las
etapas es formaldehido,

k,- Procedimiento segin la reivindica-
cidn 2, caracterizado porque el aldehido en todas las
etapas es un dialdehido que tiene la férmula:

0 0

n "

HC- (-CH,-) -CIf
donde n es un entero de 1 a 6.

5.~ Procedimiento segiin la reivindica~
cidén 2, caracterizado porque el aldehido en todas las
etapas es glutaraldehido.

6.~ Procedimiento segin la reivig&ica-

-

cidn 2, caracterizado porque el aldehido es una combina=

.
Cee

cién de formaldehido y dialdehideo utilizados como mezcla
en cada etapa o como aldehido indiiiduales en etapas su-
cesivas.

7.~ Procedimiento seglhn la reivindica~
cidn 2, garacterizado porque el aldehido es una combina-
cidn de formaldehido y glutaraldehido utilizada como una
mezcla en cada'etapa o como aldehidos individuales en
etapas sucesivas.

8.~ Procedimiento seglin la reivindica-
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cidén 2, caracterizado porque los alergenos se dejan
reaccionar con el aldehido o aldehidos en dos etapas.

9.~ Procedimiento segin la reivindi-
cacidén 1, caracterizado porqﬁe hay presentes junto con
la solucidn de formaldehido diluida por lo menos un adi-
tivo elegido del grupo consistente en-l,4-diaminobutano, ’
lixina, ornitina, dcido 1,5~diaminopimelico, arginina,
adipamida, &cido aspartico, serina y alanina.

10,~ Procedimiento segin la reivin@ica-
c¢idn 1, caracterizado porque el material que contigpg
alergeno es un extracto acuoso de una sustancia de polen,

11.- Procedimiento segiin la reinviﬁdica-
¢ién 1, caracterizado porque el material que contiene
alergeno es un extracto acuoso de una sustancia de polen

de hierba.

12.~ Procedimiento segiin la reivindica-
cién 1, caracterizado porque el material que contiene
alergeno contiene un preparado de alergeno de polen de

hierba del grupo I.

13.~ Procedimiento segfin la reivindica-
cibn 1, caracterizado porque el material que contiene
alergeno es un extracto acuoso de una sustancia de po~-

len de malas hierbas.

14,~ Procedimiento segiin la reivindica-

c¢idén 1, caracterizado porque el material que contiene
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alergeno es un extracto acuoso de una sustancia de polen
de arbol,

15.- Procedimiento segiin la reivindica-~
cidén 1, caracterizado porque el material que contiéne
alergeno contiene antigeno E de polen de ambrosia.

16.= Procedimiento segin la.reivindica-
cidén 1, caracterizado porque el material que contiene
alergeno es un extracto acuoso que contiene pizcas de
polve casero o sus residuos.

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

18.~ Procedimiento segiin la reivindica-
cidén 1, caracterizado porque el material que contiens
alegeno es un extracto acuoso de un producto de insecto o
insectos.

19.- Procedimiento segin la reivindica-
¢idn 1, caracterizado porque el material que contiene
alergeno es un extracto acuoso de caspa/piel/pelo de ani-
mal.

20.- Procedimiento segin la reivindica-
cidén 1, caracterizado porque el material que contiene
alergeno es un extracto acuoso de alergeno de la sangre.

21.~ Procedimiento seghn la reivindica-

cidon 1, caracterizado porque el material que contiene
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alergeno es un preparado de alergeno purificado.

22,~ Procedimiento seglin la reivindica~
cidén 1, caracterizado porque se hace reaccionar a los
alergenos 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.

23.~ Procedimiento para producir un
alergeno tratado con aldehido de baja reactividad aler-
genica en seres humanos alergicos, tal y como queda sus-
tancialmente descrito en la presente memoria. o

Esta memoria consta de sesenta y dos

hojas escritas a madquina por una sola cara.

Madrid,
=3 NCT. 870

THE JOHN HOPKINS UNIVERSITY,

4. M. GOMEZ
NhF‘MJn

&
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