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Proceso para producir un extracto de alérgenos
Campo técnico

La invencion se refiere a un proceso para producir un extracto de alérgenos
purificado y a composiciones farmacéuticas y vacunas para su uso en el diagnéstico y
tratamiento de la alergia.

Antecedentes de la invencion

La alergia es un trastorno adquirido de hipersensibilidad del sistema inmunolégico
y es activada por la exposicion de sustancias ambientales inofensivas conocidas como
alérgenos. La reaccion de hipersensibilidad de tipo | es caracteristica de las reacciones
alérgicas y da como resultado la produccién de cantidades excesivas de anticuerpos IgE
que, a su vez, activan a basofilos y mastocitos provocando una reaccion inflamatoria. Los
efectos pueden ser sistémicos, tales como vasodilataciéon, secrecidn de mucosidad,
estimulacién de nervios y contraccién del musculo liso provocando una reaccion
anafilactica, o pueden estar limitados a un area concreta del cuerpo, por ejemplo el
sistema respiratorio.

Las alergias alimentarias son un importante problema sanitario publico emergente
que afecta a aproximadamente 6% de nifios en edad escolar y a aproximadamente 4% de
adultos, y puede tener consecuencias graves, incluyendo reacciones anafilacticas
fatales™. Por tanto, las alergias pueden tener un impacto significativo sobre los aspectos
psicosociales de la calidad de vida que se extienden mas alla de los efectos clinicos
inmediatos del trastorno alérgico del paciente y las actividades diarias de las familias®. En
la actualidad, el criterio de atencidn para este tipo de alergias incluye evitar estrictamente
a los alérgenos ofensivos y el tratamiento con adrenalina.

La alergia a los cacahuetes es una respuesta inmunolégica de hipersensibilidad de
tipo | (mediada por IgE) a sustancias de la dieta procedentes de cacahuetes que provoca
una sobrerreaccion del sistema inmunolégico. The Asthma and Allergy Foundation of
America estima que la alergia a los cacahuetes es la causa mas comin de muertes
relacionadas con los alimentos en EEUU y ha estimado que afecta al 0,4-0,6% de la
poblacion. Los frutos secos, tales como las pacanas, los pistachos, los pifiones y las
nueces, también son alergénos habituales.

Hasta la fecha se han identificado once alérgenos (de Arah 1 a Ara h 11) en el
cacahuete (Arachis hypogea) y muchos de ellos se han secuenciado y clonado.
Basandose en la nomenclatura de “the International Union of Immunological Societies
Allergen Nomenclature Sub-Committee” (IUIS), estos alérgenos incluyen: Ara h 1, una
cupina (de tipo vicilina, globulina 7S) de 64 kDa; Ara h 2, un conglutina (albumina 2S) de
17 kDa; Ara h 3, una cupina (de tipo legumina, globulina 118, glicinina) de 60 kDa; Ara h
4, una cupina (de tipo legumina, 11S, glicinina) de 37 kDa; Ara h 5, una profilina de 15
kDa; Ara h 6, una conglutina (albumina 2S) de 15 kDa; Ara h 7, una conglutina (albumina
2S) de 15 kDa; Ara h 8, una proteina relacionada con la patogénesis, PR-10 de 17 kDa;
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Ara h 9, una proteina 1 de transferencia de lipidos no especifica de 9,8 kDa; Ara h 10, una
oleosina de 16 kDa, y Ara h 11, una oleosina de 14 kDa.

La alergia a los gatos es muy comun, y aparece hasta en un 25% de las personas
con alergias. La alergia a los gatos es mas comun que la alergia a la caspa de los perros,
que puede estar relacionado con la potencia del pelo y la caspa de gato como alérgenos,
asi como con el hecho de que a los gatos no se les bafia en general. El alérgeno de los
gatos es producido en grandes cantidades, en particular por gatos macho no castrados,
porque el alérgeno tiene un control parcialmente hormonal. La caspa esta constantemente
con el aire, es pegajosa y se encuentra en sitios publicos, aunque no haya gatos. Esto es
debido a que la ropa de los duefios de gatos porta la caspa que después se desprende en
sitios publicos. Por tanto, el alérgeno de los gatos es un componente del poivo doméstico,
incluso en hogares en que nunca haya vivido un gato. El tamarfio de las particulas de la
caspa dé gato es muy pequefio, y se inhala hasta las vias inferiores en los pulmones. Por
tanto, la caspa de gato es una causa habitual del asma alérgico, y los duefios de gatos
que son alérgicos a los gatos son mas propensos al desarrollo de sintomas de asma® 9.

Los principales alérgenos de los gatos y perros se encuentran en extractos de
pelo/caspa y saliva y, por tanto, se consideran alérgenos epiteliales. En el gato se han
identificado ocho alérgenos diferentes y muchos de estos se han secuenciado y clonado.
Basandose en el sitio Web de IUIS', estos alérgenos incluyen: Fel d 1, una uteroglobina
de 14 y 4 kDa; Fel d 2, una albumina de 69 kDa; Fel d 3, una cistatina de 11 kDa; Fel d 4,
una lipocalina de 22 kDa; Fel d 5, una inmunoglobulina A de 400 kDa; Fel d 6, una
inmunoglobulina M de 800-1000 kDa; Fel d 7, una proteina de la glandula de von Ebner
de 17,5 kDa; Fel d 8, una proteina de tipo laterina de 24 kDa. El principal alérgeno de
gato, Fel d 1, se ha caracterizado a fondo mediante técnicas inmunoquimicas y de
proteinas, y recientemente se ha expresado como un alérgeno recombinante. Fel d 1
representa un dimero de aproximadamente 36 kDa, que estd compuesto por dos
subunidades de 17 kd'?,

La alergia a gramineas es una de las formas mas comunes y extendidas de alergia
que afecta a las personas con historia de esta en ciertas estaciones del afo. Esta
presente en el aire en los meses de finales de primavera y pr'incipios de verano, y puede
provocar rinitis alérgica, conjuntivitis alérgica y asma. El contacto directo de la piel con la
hierba, tras sentarse sobre ella o segarla, puede provocar picores en la piel, urticaria y
dermatitis atdépica. Una de las especies mas representativas es Phleum pratense,
seleccionada como lider del grupo de gramineas. Se han identificado nueve alérgenos
diferentes de la especie Phleum pratense. Basandose en el sitio Web de la IUIS', estos
alérgenos incluyen: Phl p 1, una beta-expansina de 27 kDa; Phi p 2, un alérgeno del grupo
NIl de gramineas de 10-12 kDa; Phl p 4, una proteina de 55 kDa; Phl p 5 de 32 kDa; Phl
p 6 de 11 kDa; Phl p 7, una proteina de union al calcio de 6 kDa; Phl p 11, una proteina
relacionada con Ole e 1 de 20 kDa; Phl p 12, una profilina de 14 kDa; y Phl p 13, una
poligalacturonasa de 55 kDa.
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Phragmites es un género que pertenece al grupo de las gramineas. Se han
descrito varias especies, que incluyen P. australis, o P. communis. Se ha indicado que el
polen de Phragmites communis es alergénico en diferentes areas. La polinizaciéon se
produce entre el verano y el otofno, dependiendo de la latitud y de la altitud. En el género
Phragmites se han identificado cinco proteinas diferentes con capacidad de unién a IgE.
Basandose en el sitio Web de Allergome', estos alérgenos incluyen: una expansina de 30
kDa; una proteina que pertenece al grupo 4 de gramineas de 60 kDa; una ribonucleasa de
35 kDa; una profiluna de 14 kDa; y por ultimo una poligalacturonasa.

La ambrosia (Ambrosia) es una hierba que crece principalmente en Europa
central. Un pie de planta vive sélo una temporada, pero la planta produce miles de granos
de polen. El calor, la humedad y la brisa después del amanecer ayudan a liberar los
granos de polen. Hasta la fecha se ha relacionado a tres especies diferentes con los
sintomas de la alergia (Ambrosia artemisiifolia, A. psilostachya y A. trifida). Se han
identificado diez alérgenos diferentes en A. artemisiifolia, y muchos se han secuenciado y
clonado. En el caso de Ambrosia artemisiifolia se denominan Amb 1 a Amb 10 segun la
nomenclatura internacional para alérgenos. Basandose en el sitio Web de IUIS', estos
alérgenos incluyen: Amb a 1, una pectato liasa de 38 kDa; Amb a 2, una pectato liasa de
38 kDa; Amb a 3, una plastocianina de 11 kDa; Amb a 4, una proteina de tipo defensina
de 30 kDa; Amb a 5, de 5 kDa; Amb a 6, una proteina de transferencia de lipidos de 10
kDa; Amb a 7, una plastocianina de 12 kDa; Amb a 8, una profilina de 14 kDa; Amb a 9,
una polcancina de 10 kDa; y Amb a 10, una proteina de tipo polcalcina de 19 kDa. Sélo se
ha descrito el alérgeno Amb p 5 para A. psilostachya con funcién biolégica desconocida.
Sélo se ha descrito un alérgeno de 5 kDa en A. trifida.

Las hierbas pueden dividirse en grupos homdélogos seglin sus extractos
alergenicos clasificados. La ambrosia se seleccioné como uno de los lideres de este
grupo de plantas. Por esta razén, los resultados obtenidos con el extracto de este polen
pueden extrapolarse a otras hierbas'.

La alergia puede tratarse mediante una serie de métodos conocidos, que incluyen
la inmunoterapia con alérgenos, la inmunoterapia especifica (SIT) o la vacunacién de
alergias especificas (SAV), que es una forma de inmunoterapia para trastornos alérgicos
en que los pacientes son vacunados con dosis cada vez mayores de un extracto de
alérgenos con el objetivo de inducir una tolerancia inmunolégica. La inmunoterapia con
alérgenos modula la respuesta inmunoloégica al alérgeno en lugar de mejorar los sintomas
inducidos por una reaccion alérgica, y puede reducir la necesidad de medicacién, reducir
la gravedad de los sintomas o eliminar la hipersensibilidad en general.

Aunque existen muchas pruebas de que la inmunoterapia con alérgenos es el
unico medio, aparte de evitar los alérgenos, para tratar causalmente los trastornos
alérgicos mediados por IgE provocados por alérgenos inhalados y picaduras de insectos
del grupo Hymenoptera, la inmunoterapia con extractos de alérgenos no se emplea
habitualmente para el tratamiento de alergias alimentarias. Sélo dos estudios recientes '
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han demostrado una eficacia clinica moderada utilizando una inmunoterapia sublingual en
individuos sensibilizados a las avellanas y al melocotén, respectivamente® .

En estudios previos se ha intentado inducir una tolerancia a dosis bajas dando de
comer minusculos trozos de cacahuete a nifios, trozos que gradualmente se van haciendo
mayores para fortaleciendo el sistema inmunolégico™ ®. Aunque datos de ensayos
clinicos anteriores indican que la alergia a los cacahuetes puede mejorarse utilizando una
inmunoterapia”, en la actualidad no existe ningun tratamiento confirmado para prevenir o
curar las reacciones alérgicas a los cacahuetes, siendo la Unica opcién eficaz para
individuos atdpicos el evitar alimentos que contengan o que estén contaminados con
cacahuetes enteros, particulas de cacahuete y aceites de cacahuete, y proporcionar un
acceso sencillo a la epinefrina autoinyectable.

Uno de los riesgos de la inmunoterapia es que la inyeccién de un alérgeno a un
paciente sensible puede provocar una reaccién alérgica grave o anafilaxis. Desde su
primer uso a principios del siglo XX se han realizado muchos esfuerzos para mejorar aun
mas la seguridad y la eficacia de la inmunoterapia con alérgenos. Una estrategia es
emplear vacunas de alérgenos con alergenicidad reducida pero manteniendo la
inmunogenicidad.

Los documentos US 5.770.698 y EP 0662080 describen un proceso para la
eliminacion de sustancias y de otros materiales de bajo peso molecular para purificar el
extracto de alérgenos y para aumentar el contenido final de alérgenos/proteinas. El
proceso consiste en alterar las fuerzas electrostaticas, hidréfobas u otras fuerzas fisicas
bajo condiciones que despegan los compuestos no alergénicos de las proteinas
alergénicamente activas. El proceso puede consistir en un tratamiento acido suave
disminuyendo el pH por debajo del pl de las respectivas proteinas de alérgenos.

Una de varias formas de reducir la alergenicidad consiste en modificar
quimicamente extractos de alérgenos nativos con aldehidos (principalmente formaldehido
y glutaraldehido) para producir alergoides. Este tratamiento con aldehidos conduce a
unos productos de reaccion (principalmente polimeros) que han perdido parte de su
alerginicidad (es decir, muestran una reduccién de los epitopos de células B reactivos a
IgE), reduciendo los efectos secundarios alérgicos. Al mismo tiempo, la inmunogenicidad
nativa del alérgeno se mantiene debido a que los epitopos de células T no cambian. Esta
via de modificacién de alérgenos ha sido elegida por algunos fabricantes de vacunas de
alérgenos para desarrollar productos disponibles en el mercado basados en este principio.
En general, existe una tendencia a purificar ain mas los extractos de alérgenos,
seleccionando cuidadosamente los alérgenos mas importantes y los mas relevantes
desde el punto de vista clinico

Los documentos EP 1834649 y EP 1834648 describen métodos para producir
extractos de alérgenos; sin embargo, estos métodos no eliminan suficientemente las

proteinas contaminantes de bajo peso molecular.
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Es necesario aumentar aun mas la seguridad y la eficacia de los medicamentos
utilizados para la inmunoterapia de trastornos alérgicos mediante la optimizacién del
proceso de purificacidon de alérgenos para asegurarse de que se eliminan las proteinas
contaminantes de bajo peso molecular, y los componentes irritantes y toxicos.

Sumario de la invencion ‘

Los inventores han desarrollado una etapa intermedia antes de la polimerizacion
para mejorar aun mas el proceso de polimerizacion y reducir la alerginicidad de ciertos
extractos, tales como acaros, polenes que incluyen gramineas, hierbas y arboles,
alérgenos epiteliales y alérgenos alimentarios, antes del tratamiento con glutaraldehido.

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar un proceso para la preparacion
de extractos que comprenden alérgenos, y composiciones farmacéuticas y vacunas para
el tratamiento de la alergia. Otro objeto es proporcionar un extracto de alérgenos
optimamente eficaz con menor capacidad de unién a IgE pero que mantenga su
capacidad inmunogénica.

Segun un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un proceso
para producir un extracto de alérgenos, que comprende:

a) poner en contacto un material de origen que comprende un alérgeno con un
agente de extraccion liquida para producir una mezcla que contiene lipidos disueltos en la
fase liquida, y una fase soélida que consiste en residuos del material de origen que
comprenden alérgenos y proteinas,

b) someter la mezcla a una primera etapa de separacién para aislar los residuos
del material de origen;,

c) poner en contacto los residuos del material de origen con un agente de extracto
de alérgenos para producir una mezcla de alérgenos disuelta en la fase liquida, y una fase
sélida que consiste en residuos no alergénicos,

d) someter la mezcla a una segunda etapa de separacién para aislar los alérgenos
disueltos en la fase liquida, para producir un extracto de alérgenos bruto,

e) someter al extracto de alérgenos bruto a una étapa de eliminacién de fracciones
de bajo peso molecular para eliminar las moléculas que tengan un tamafio molecular
menor que 3,5 kDa, y

f) llevar a cabo la etapa e) hasta que el extracto de alérgenos tenga una
conductividad menor que 1000 uS/‘cm a 3-5°C para obtener un extracto de alérgenos
nativos purificado.

Una etapa posterior del tratamiento puede comprender:

g) Hacer un tratamiento con un acido suave del extracto de alérgenos nativos
paraeliminar las moléculas que tengan un tamafno molecular menor que 3,5 kDa, y
neutralizar el pH para producir un extracto de alérgenos despigmentado.

El proceso también puede comprender una etapa de polimerizaciéon, que
comprende:
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h) poner en contacto un extracto de alérgenos nativos o un extracto de alérgenos
despigmentado con un aldehido, y

i) eliminar las moléculas que tengan un tamafio molecular menor que 100 kDa.

Segun un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un extracto de
alérgenos que puede obtenerse segun el proceso del primer aspecto de la presente
invencion.

Segun un tercer aspecto de la invencién, se proporciona un extracto de alérgenos
purificado para su uso como una sustancia terapéutica activa para el tratamiento de la
alergia.

Definiciones

Un “alérgeno” puede definirse como una molécula capaz de inducir una respuesta
de IgE y/o una reaccion alérgica de tipo I.

El término “despigmentado” mencionado en la presente puede definirse como un
extracto de alérgenos semipurificados obtenido de un extracto nativo mediante la
eliminacién de las sustancias irrelevantes, incluyendo los pigmentos adsorbidos que
pueda contener.

Descripcion detallada de la invencién

Los extractos de alérgenos de la invenciéon pueden derivarse de cualquier material
de origen que comprenda alérgenos naturales conocidos por provocar una reaccion
inmunolégica mediada por IgE en un individuo. Estos alérgenos pueden incluir alérgenos
alimentarios (por ejemplo, cacahuetes), alérgenos aéreos (por ejemplo, polen de
gramineas, arboles, hierbas, acaros del polvo, hongos y mohos), alérgenos de insectos
(por ejemplo, cucarachas, pulgas, veneno de abeja y de avispa), y alérgenos epiteliales
(pelo de animales, caspa de animales, por ejemplo caspa de gato y perro).

Los alérgenos del polen de arboles, gramineas y hierbas se derivan del orden
taxonémico Fagales (por ejemplo, Alnus y Betula), Lamiales (por ejemplo, Olea y
Plantago), Poales (por ejemplo, Phleum pratense), Asterales (por ejemplo, Ambrosia y
Artemisia), Cariofilales (por ejemplo, Chenopodium y Salsola), Rosales (por ejemplo,
Parietaria), Proteales (por ejemplo, Platanus), etc. Los acaros del polvo pertenecen al
orden de Astigmata (por ejemplo, Dermatophagoides y Euroglyphus). Los alérgenos
aéreos se derivan de mohos y hongos que pertenecen al orden Pleosporales (por
ejemplo, Alternaria), Capnodiales (por ejemplo, Cladosporium), etc.

El material de origen segun la presente invencién puede ser cualquier alérgeno,
incluyendo alérgenos alimentarios, cacahuetes, cacahuetes enteros, alérgenos aéreos
(por ejemplo, polen (polen de arboles, polen de hierbas, polen de gramineas, polen de
cereales), acaros del polvo, hongos, mohos), acaros, alérgenos de gramineas, arboles y
hierbas, alérgenos epiteliales (pelo de animales, caspa de animales, por ejemplo pelo y
caspa de gato, y pelo y caspa de perro), y alérgenos de insectos (por ejemplo,
cucarachas, pulgas, veneno de abejas y de avispas).
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Un alérgeno alimentario caracter’sitico, dada su importancia alergénica es el
cacahuete alérgeno( Arachis hypogaea).

Los alérgenos aereos pueden seleccionarse o se seleccionan de los grupos de
polen de arboles (Alnus glutinosa, Betula alba, Corylus avellana, Cupressus arizonica,
Olea europea, Platanus sp.), polen de gramineas (Cynodon dactylon, Dactylis glomerata,
Festuca elatior, Holcus lanatus, Lolium perenne, Phleum pratense, Phragmites communis,
Poa pratensis), polen de hierbas (Ambrosia elatior, Artemisia vulgaris, Chenopodium
album, Parietaria judaica, Plantago lanceolata, Salsola kali), y polen de cereales (Avena
sativa, Hordeum vulgaris, Secale cereale, Triticum aestivum, Zea mays), acaros del polvo
(Acarus siro, Blomia tropicalis, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides microceras,
Dermatophagoides pteronyssinus, Euroglyphus maynei, Lepidoglyphus destructor,
Tyrophagus putrescentiae), hongos y mohos (Alternaria alternate, Cladosporium
herbarum, Aspergillus fumigatus).

Los alérgenos epiteliales pueden seleccionarse de cualquier animal, incluyendo
pelo y caspa de gatos, pelo y caspa de perros, pelo y caspa de caballos, pelo y caspa
humanos, pelo y caspa de conejos, y plumas.

Los alérgenos de insectos pueden seleccionarse de hormigas, pulgas, acaros
(Acarus siro, Blomia tropicalis, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides microceras,
Dermatophagoides pteronyssinus, Euroglyphus maynei, Lepidoglyphus destructor,
Tyrophagus putrescentiae), cucarachas, veneno de abejas, y veneno de avispas.

Preferiblemente, el material de origen se selecciona de alérgenos alimentarios
(Arachis hypogaea), polen (Alnus glutinosa, Betula alba, Corylus avellana, Cupressus
arizonica, Olea europea, Platanus sp., Cynodon dactylon, Dactylis glomerata, Festuca
elatior, Holcus lanatus, Lolium perenne, Phleum pratense, Phragmites communis, Poa
pratensis, Ambrosia elatior, Artemisia vulgaris, Chenopodium album, Parietaria judaica,
Plantago lanceolata, Salsola kali, Avena sativa, Hordeum vulgaris, Secale cereale,
Triticum aestivum, Zea mays), acaros del polvo (Acarus siro, Blomia tropicalis,
Dermatophagoides  farinae,  Dermatophagoides  microceras, = Dermatophagoides
pteronyssinus,  Euroglyphus  maynei,  Lepidoglyphus  destructor,  Tyrophagus
putrescentiae), hongos y mohos (Alternaria alternate, Cladosporium herbarum, Aspergillus
fumigatus), alérgenos epiteliales (pelo y caspa de gatos, pelo y caspa de perros, pelo y
caspa de caballos, pelo y caspa humanos, pelo y caspa de conejos, y plumas), alérgenos
de insecto (hormigas, pulgas, acaros, cucarachas, veneno de abejas, y veneno de
avispas).

Mas preferiblemente, el material de origen se selecciona de cacahuetes (Arachis
hypogaea), polen (Olea europaea, Parietaria judaica, Phragmites communis y Phleum
pratense), acaros (Dermatophagoides pteronyssinus) y material epitelial (caspa de gato).

En una realizacion preferida de la invencidn, el material de origen se selecciona de
Arachis  hypogaea, Olea europaea, Parietaria judaica, Phleum pratense,
Dermatophagoides pteronyssinus, Phragmites communis, y caspa de gato.
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En una realizacion aun mas preferida de la invencién, el material de origen se
selecciona de Arachis hypogaea, Phleum pratense, Phragmites communis, Parietaria
Jjudaica, y caspa de gato.

En una realizacion mas preferida de la invencién, el alérgeno es de Arachis
hypogaea.

Cuando el material de origen son cacahuetes preferiblemente se elimina la piel, o
el material puede triturarse o pulverizarse. Los cacahuetes pueden estar tostados, frito o
crudos.

El material de origen puede tratarse para crear una superficie especifica maxima
para que se ponga en contacto con el agente de extraccién liquida. El material de origen
puede estar homogeneizado, mezclado, triturado o en polvo para producir una suspension
homogénea para la extraccién liquida. La etapa de extraccién liquida es una etapa de
“desgrasado” para eliminar los compuestos lipéfilos, como lipidos y acidos grasos del
material de origen.

El agente de extraccion liquida puede ser acetona, que puede estar fria. La etapa
de extraccién liquida puede realizarse con una proporcion de 1:1 (peso del material de
origen/peso del agente de extraccion liquida), o cualquier proporcion en la que el peso del
agente de extraccién liquida sea mayor que el peso del material de origen, por ejemplo
1:2, 1:3, 1:5, 1:10. La etapa de extraccion liquida se realiza preferiblemente en una
proporcion de 1 kg de material de origen por 2 | del agente de extraccion liquida. 1.a etapa
de extraccién liquida se realiza preferiblemente durante un tiempo suficiente para que los
lipidos en el material de origen se disuelvan en el agente de extraccion liquida, que puede
ser durante mas de 1 minuto, prefefiblemente mas de 5 min, mas preferiblemente mas de
30 minutos, y lo mas preferiblemente durante 1 hora o mas. La etapa de extraccion liquida
puede realizarse entre 20-25°C, pero se realiza preferiblemente en frio entre 2-6°C, y lo
mas preferiblemente entre 3-5°C. Durante la etapa de extraccién liquida, el material de
origen se agita preferiblemente con el agente de extraccioén liquida.

La primera etapa de separacion puede ser una filtracion.

Después de la primera etapa de separacion, el residuo del material de origen
puede lavarse con el agente de extraccion liquida. Opcionalmente, el residuo del material
de origen puede extraerse otra vez con el agente de extraccion liquida y después
separarse. Preferiblemente se realizan una, dos o mas etapas de extraccién liquida
posteriores. La extraccion liquida del residuo del material de origen preferiblemente
continua hasta que el agente de extraccién liquida se mantiene transparente tras ponerlo
en contacto con el residuo del material de origen.

Después de la extraccion liquida, el residuo del material de origen puede secarse.
El residuo del material de origen pu'ede secarse entre 2-25°C y se seca preferiblemente a
temperatura ambiente. La etapa de secado contintua preferiblemente durante un tiempo
suficiente para permitir la eliminacién del agente de extraccion liquida del residuo del
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material de origen, que puede ser entre 1-24 horas, 6-18 horas, 10-14 horas y
preferiblemente durante aproximadamente 12 horas.

Los alérgenos pueden obtenerse a partir del residuo del material de origen
“desgrasado” mediante una extraccion con un agente de extracciéon de alérgenos para
producir un extracto de alérgenos bruto que comprende alérgenos disueltos en la fase
liquida, y una fase sdlida que consiste en residuos no alergénicos “no deseados”. El
agente de extraccién de alérgenos puede ser una disolucion acuosa y comprende
preferiblemente un agente tamponante. El agente de extraccion de alérgenos puede
comprender PBS y/o NaCl, por ejemplo una disolucién de PBS 0,01 M/NaCl 0,15 M. El
residuo del material de origen puede extraerse en el agente de extracciéon de alérgenos en
cualquier proporcién en la que el peso del agente de extraccidn de alérgenos sea mayor
que el peso del residuo del material de origen, por ejemplo 1:2, 1:3, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50.
Preferiblemente, el residuo del material de origen se extrae en el agente de extraccion de
alérgenos en una proporcidn de residuo del material de origen:agente de extracciéon de
alérgenos 1:10 (en p/p). La proporcion del residuo del material de origen al agente de
extraccion de alérgenos en la etapa de extraccion puede variar, pero deberia de ser de tal
forma que los alérgenos en el residuo del material de origen puedan disolverse en el
agente de extraccion de alérgenos. La extraccion del residuo del material de origen con el
agente de extraccidon de alérgenos se realiza preferiblemente durante un tiempo suficiente
para que los alérgenos en el residuo del material de origen se disuelvan en el agente de
extraccion de alérgenos, que puede ser entre 30 minutos a 12 horas, preferiblemente
entre 1-6 horas, mas preferiblemente entre 2-5 horas, y lo mas preferiblemente durante
aproximadamente 4 horas. La etapa de extraccion de alérgenos puede realizarse entre
20-25°C, pero se realiza preferiblemente fria entre 2-6°C, y lo mas preferiblemente entre
3-5°C. Durante la etapa de extraccién de alérgenos, el residuo del material de origen se
agita preferiblemente con el agente de extraccion de alérgenos.

Después de la etapa de extraccién de alérgenos, los alérgenos disueltos en la fase
liquida pueden separarse del residuo no alergénico para producir un extracto de
alérgenos bruto. La etapa de separacion es preferiblemente una centrifugaciéon aunque
pueden utilizarse muchas técnicas para separar sélidos de liquidos, siendo éstas muy
conocidas por los expertos en la técnica. Preferiblemente, los alérgenos disueltos en la
fase liquida se centrifugan entre 2-6°C, y preferiblemente entre 3-5°C, durante un tiempo
suficiente para sedimentar el residuo no alergénico como un sedimento, por ejemplo entre
1 minuto a 1 hora, o mas de 1 hora. El extracto de alérgenos bruto (es decir, el
sobrenadante que contiene los alérgenos disueltos) puede conservarse entre 2-6°C. El
sedimento del residuo no alergénico puede extraerse otra vez con el agente de extraccion
de alérgenos utilizando las mismas condiciones que la primera etapa de extracciéon de
alérgenos, y preferiblemente durante un periodo de extraccién mas largo, como entre 4-8
horas, 8-12 horas, 0 mas de 12 horas. Después de la segunda etapa de extraccioén de
alérgenos, los alérgenos disueltos en la fase liquida pueden separarse del residuo no
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alergénico para producir un extracto de alérgenos bruto. Los extractos de alérgenos
brutos procedentes de la primera y la segunda etapa de extraccidbn de alérgenos
preferiblemente se relinen para su posterior tratamiento.

El extracto de alérgenos bruto puede filtrarse, por ejemplo utilizando un tamafio de
poro de 0,45 um. El extracto de alérgenos bruto puede someterse a una etapa de
eliminacién de fracciones de bajo peso molecular para eliminar las moléculas que tengan
un tamano molecular bajo, como sales y otros compuestos no alergénicos. El solicitante
ha determinado de modo experimental que la composiciéon de proteinas y alérgenos de
los extractos de cacahuete es entre 8 y 150 kDa, y que estos alérgenos deben retenerse
durante las etapas de eliminacion de fracciones moleculares. Por ejemplo, la proteina de
transferencia de lipidos (LTP) (un importante alérgeno) de cacahuete tiene 8 kDa vy
necesita retenerse durante la etapa de eliminacion de fracciones de bajo peso molecular.
En la etapa e), las moléculas que tienen un peso molecular menor que 8 kDa, o 7 kDa, 0 6
kDa, o0 5 kDa, 4 kDa o 3,5 kDa pueden eliminarse. La etapa de eliminacién de fracciones
de bajo peso molecular continia preferiblemente hasta que la conductividad del extracto
de alérgenos a 3-5°C es menor que 900 uS/cm, 0 menor que 800 uS/cm, o menor que
700 pS/cm, o menor que 600 puS/cm, o mas preferiblemente menor que 500 puS/cm. La
etapa de eliminacién de fracciones de bajo peso molecular continta preferiblemente hasta
que la conductividad del extracto de alérgenos a 3-5°C es entre 200 y 1000 uS/cm, o
entre 300 y 900 uS/cm, y lo mas preferiblemente entre 400 y 800 uS/cm.

El extracto de alérgenos nativos purificado resultante puede filtrarse, por ejemplo
utilizando un tamafio de poro de 0,45 y/o 0,22 um.

El extracto de alérgenos nativos puede utilizarse para la preparacién de una
composicion farmacéutica o una vacuna para objetivos de estandarizacidn, diagnéstico,
sintesis y vacunacion.

El proceso también puede comprender una etapa de tratamiento posterior, en la
que se eliminan los compuestos no alergénicos adheridos a las proteinas de alérgeno
utilizando medios que rompan las fuerzas electrostaticas, hidréfobas u otras fuerzas
fisicas que son responsables de la adherencia de los compuestos no alergénicos a las
proteinas. Los medios para romper las fuerzas electrostaticas, hidréfobas u otras fuerzas
fisicas pueden seleccionarse del grupo de medios quimicos que consisten en materiales
acidos y alcalinos, incluyendo materiales de intercambio aniénico y catiénico, sales y
corrientes eléctricas. Los medios quimicos acidos y alcalinos pueden utilizarse en una
cantidad que provoque que se exceda el punto isoeléctrico de las proteinas. El extracto de
alérgenos resultante de esta etapa de tratamiento posterior se denomina en lo sucesivo
en la presente el extracto de alérgenos despigmentado.

Esta etapa de tratamiento posterior puede comprender:

g) acidificar el extracto de alérgenos nativos, eliminar las moléculas que tengan un
tamafio molecular menor que 3,5 kDa, y neutralizar el pH para producir un extracto de
alérgenos despigmentado.
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Esta etapa de tratamiento posterior comprende preferiblemente un tratamiento
acido suave. En el tratamiento acido suave, el pH de las proteinas de alérgeno puede
reducirse a un pH menor que 3, por ejemplo a un valor de pH entre 2,0 y 2,5. El pH de las
proteinas de alérgeno puede estar entre 2,0 y 6,0. El solicitante ha identificado de modo
experimental que el pH 6ptimo para despegar los compuestos no alergénicos adheridos a
las proteinas de alérgeno es entre pH 2,0 y 2,1. Un valor de pH menor que 2,0 conduce a
que el perfil de proteinas del extracto de alérgenos despigmentado sea incompleto, y un
pH insuficientemente bajo, por ejemplo mayor que 3,0, conduce a la eliminacién
incompleta de los compuestos no alérgicos en el extracto de alérgenos despigmentado
resultante.

El pH del extracto de alérgenos nativos puede reducirse utilizando un acido
adecuado, por ejemplo HCI. El extracto acidificado puede mantenerse a un pH bajo
durante 1-60 minutos, preferiblemente 5-30 minutos, mas preferiblemente 10-20 minutos,
y lo mas preferiblemente aproximadamente 15 minutos. Las moléculas que tienen un
tamafio molecular menor que 3,5 kDa pueden eliminarse en una etapa de eliminacién de
fracciones de bajo peso molecular.

Después de la etapa de tratamiento posterior, el extracto despigmentado
resultante puede recogerse, y el pH del extracto de alérgenos de cacahuete puede
neutralizarse utilizando un alcali adecuado, por ejemplo NaOH. El pH puede ajustarse
hasta un valor en que se evite la precipitacion de las proteinas, por ejemplo mayor que pH
7,0, preferiblemente entre pH 7,0 y 8,0, mas preferiblemente entre pH 7,0y 7,5, y lo mas
preferiblemente entre pH 7,3y 7,4.

La etapa de tratamiento posterior comprende:

g) acidificar el extracto de alérgenos nativos hasta pH 2-2,1 y mantener el extracto
acidificado durante 5-30 minutos, seguido de someter al extracto a una etapa de
eliminacién de fracciones de bajo peso molecular para eliminar las moléculas que tengan
un tamafio molecular menor que 3,5 kDa, y ajustar el pH a 7,3-7,4 para producir un
extracto de alérgenos despigmentado.

La etapa de tratamiento posterior puede comprender acidificar el extracto de
alérgenos nativos hasta un pH de 2,0 a 4,0.

Los medios para romper las fuerzas electrostaticas pueden comprender corrientes
eléctricas en forma de una electroforesis. Los compuestos no alergénicos pueden tener
un peso molecular menor que 8.000 daltons, 5.000 daltons y preferiblemente menor que
3.500 daltons, y pueden comprender flavonoides y/o sus glicésidos.

La etapa de eliminacién de fracciones de bajo peso molecular puede ser una etapa
de dialisis, en la que el extracto se dializa contra un dializado, como agua purificada o un
tampdn. La etapa de eliminacion de fracciones de bajo peso molecular puede realizarse
entre 20-25°C pero se realiza preferiblemente en frio entre 2-6°C, y lo mas
preferiblemente entre 3-5°C. La etapa de eliminacién de fracciones de bajo peso
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molecular puede realizarse durante 12-24 horas, en las que el disolvente, 0 en el caso de
la dialisis, el dializado, se cambia regularmente para mantener la reaccion.

El extracto de alérgenos despigmentado resultante puede filtrarse, por ejemplo
utilizando un tamaro de poro de 0,45 um y/o 0,22 um, y puede congelarse o liofilizarse
para su conservacion.

Cualquiera de los extractos producidos utilizando el proceso de la presente
invenciéon puede tratarse posteriormente. El proceso puede comprender ademas una
etapa de polimerizacion, que comprende:

h) poner en contacto un extracto de alérgenos nativos o un extracto de alergenos
despigmentado con un aldehido, y |

i) eliminar las moléculas que tengan un tamafio molecular menor que 100 kDa.

El aldehido puede ser cualquier aldehido adecuado, por ejemplo glutaraldehido o
formaldehido.

La etapa de polimerizaciéon puede comprender:

h) poner en contacto un extracto de alérgenos nativos o un extracto de alérgenos
despigmentado con glutaraldehido o formaldehido,

i) someter el extracto a una etapa de eliminacion de fracciones moleculares para
eliminar las moléculas que tengan un tamafio molecular menor que 100 kDa, y

j) llevar a cabo la etapa i) hasta que el extracto de alérgenos tenga una
conductividad menor que 210 puS/cm a 3-5°C y/o estd ausente de glutaraldehido para
obtener un extracto de alérgenos polimerizado o un extracto despigmentado polimerizado.

Cuando el extracto para la polimerizacion se liofiliza, puede reconstituirse en un
tampén, por ejemplo PBS 0,01 M/NaCl 0,15 M, hasta una concentracién final de 0,1-500
mg/mi, preferiblemente 1-100 mg/ml y lo mas preferiblemente 10-50 mg/mi.

La reaccion de polimerizaciéon se realiza preferiblemente hasta que se completa,
de forma que las bandas de proteinas <100 kDa (por ejemplo, 14-25 kDa) no sean
detectables mediante una SDS-PAGE no reductora en el extracto polimerizado. El
solicitante ha determinado de modo experimental (véase la tabla 2) que dos parametros
influyen en las condiciones éptimas para la polimerizacion.

En primer lugar, la concentracion final del glutaraldehido es importante, por lo cual
concentraciones crecientes de glutaraldehido disminuyen el rendimiento del polimero y
aumentan el rendimiento del residuo obtenido mediante centrifugacién antes de la dialisis.
Por contraste a las condiciones de polimerizacion previamente conocidas, que emplean
una concentraciéon de glutaraldehido de aproximadamente 5 mg/ml (es decir, 0,009 ml de
glutaraldehido por ml de extracto de alérgeno), se determin6 de modo experimental que la
concentracion optima de glutaraldehido era aproximadamente el doble que la de la
cantidad conocida, es decir, 10 mg/ml (0,02 ml de glutaraldehido por ml de extracto de
alérgenos). El aldehido puede afadirse en un intervalo de 1-20 mg/ml. Mientras que el
empleo de las cantidades previamente conocidas de concentracion final de glutaraldehido
puede conducir a que se produzca algo de polimerizacion de los alérgenos, se prefiere
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que el aldehido se afiada a una concentracion final de 10 mg/ml o en una proporcion de
0,02 ml de glutaraldehido por ml de extracto para lograr una polimerizacién 6ptima.

En segundo lugar, el solicitante ha determinado que disminuyendo la velocidad de
adicion del glutaraldehido se disminuye el rendimiento del polimero y se aumenta el
rendimiento del residuo. El aldehido puede afadirse al extracto a una velocidad
constante, por ejemplo entre 0,001-0,5 ml por minuto (1-500 pl/min, 60-3000 pl/hora).

La reaccion de polimerizacion puede mantenerse entre 1-12 h, preferiblemente
durante 7 horas a temperatura ambiente. La reaccion de polimerizacién puede detenerse
utilizando glicina en una proporcion de 40 mg por ml de disolucién de extracto
polimerizado. La reaccion de detencion puede mantenerse durante la noche a 3-5°C,
preferiblemente con agitacion. Los alérgenos polimerizados en la fase liquida pueden
separarse del residuo insoluble para producir un extracto de alérgenos polimerizado o un
extracto de alérgenos despigmentado polimerizado. La etapa de separacion es
preferiblemente una centrifugacién, aunque son aplicables muchas técnicas de
separacioén, siendo éstas conocidas por los expertos en la técnica. Preferiblemente, el
extracto se centrifuga entre 2-6°C, y preferiblemente entre 3-5°C, durante una tiempo
suficiente para sedimentar el residuo insoluble como un sedimento, por ejemplo entre 1
minuto a 1 hora, 0 mas de 1 hora. El sobrenadante (que contiene los alérgenos solubles)
puede recogerse y someterse a una etapa de eliminacion de fracciones moleculares (i).

En la etapa i), las moléculas que tienen un tamafio molecular menor que 150 kDa
pueden eliminarse. Se ha descubierto que las moléculas con un peso molecular mayor
que 3 Mda precipitan y también pueden eliminarse durante la etapa de polimerizacién.

Preferiblemente, la etapa de eliminacidon de fracciones moleculares es una etapa
de dialisis, en la que el extracto se dializa contra un dializado, como agua purificada o un
tampdn, a 3-5°C. La etapa de eliminacién de fracciones moleculares puede continuarse
hasta que la conductividad medida a 3-5°C sea menor que 200 pS/cm, mas
preferiblemente menor que 175 uS/cm, mas preferiblemente menor que 150 uS/cm, mas
preferiblemente menor que 125 uS/cm, mas preferiblemente menor que 100 uS/cm, mas
preferiblemente entre 50 y 200 uS/cm, y lo mas preferiblemente entre 100 y 150 uS/cm.

El extracto de alérgenos resultante puede filtrarse, por ejemplo utiilzando un
tamafio de poro de 0,45 um y/o 22 um, y puede congelarse o liofilizarse para su
conservacion.

Cualquiera de las etapas de eliminacién de fracciones de bajo peso molecular c),
e) o g) puede comprender una etapa de ultrafiltracion, una etapa de diafiltracién, una
etapa de dialisis, o una filtracion.

En su forma mas simple, el proceso de la presente invencion puede comprender
preparar un extracto de alérgenos nativos soluble, opcionalmente tratar después el
extracto, por ejemplo mediante un tratamiento acido suave, para eliminar los compuestos
no alergénicos que tienen un tamafo molecular pequefio, y polimerizar el extracto

utilizando un aldehido. El extracto de alérgenos nativos solubles puede ser de alérgenos
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de cacahuete, polen, hierbas, epiteliales, de mohos, hongos, insectos o acaros. El
proceso de la presente invencion produce un extracto de alérgenos que muestra una
capacidad de unién a IgE reducida pero que mantiene su capacidad inmunogénica.

La presente invencién comprende ademas un tratamiento para la alergia y un
farmaco de diagndstico para la alergia, que comprenden extractos de alérgenos
producidos mediante los procesos de la presente invencion, como ingrediente activo. La
alergia puede estar asociada a la exposicion a diversos alérgenos que provocan una
respuesta alérgica mediada por IgE, segun se analiza en la presente.

Segun un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un extracto
de alérgenos que puede obtenerse segun el proceso del primer aspecto de la presente
invencion. Se proporciona un extracto de alérgenos purificado para su uso como
sustancia terapéutica activa. Se proporciona un extracto de alérgenos nativos, un extracto
de alérgenos nativos polimerizados, un extracto de alérgenos despigmentado, un extracto
de alérgenos despigmentado polimerizado, que pueden obtenerse segun el proceso del
primer aspecto de la presente invencién. Preferiblemente, el extracto es un extracto de
alérgenos nativos polimerizado, y mas preferiblemente un extracto de alérgenos
despigmentado polimerizado.

El extracto de alérgenos puede seleccionarse de alérgenos de cacahuete (Arachis
hypogeae), polen (Olea europaea, Parietaria judaica, Phragmites communis, Parietaria
judaica y Phleum pratense), acaros (Dermatophagoides pteronyssinus), y epiteliales
(caspa de gato).

El extracto de alérgeno puede utilizarse para el tratamiento de la alergia. En una
realizacion preferida, el extracto de alérgenos de Arachis hypogaea puede utilizarse para
el tratamiento de la alergia a los cacahuetes.

El extracto de alérgenos despigmentado polimerizado puede caracterizarse
mediante las siguiente propiedades fisicoquimicas y bioldgicas:

i. es soluble en agua,

ii. no hay alérgenos/proteinas no polimerizados con un peso molecular menor que
100 kDa (identificados con bandas en una SDS-PAGE en condiciones no reductoras),

iii. no existen bandas de reconocimiento de IgE con un peso molecular menor que
100 kDa (identificadas mediante una inmunotransferencia en condiciones no reductoras),

iv. no existen moléculas polimerizadas con un peso molecular menor que 100 kDa
(determinadas mediante una cromatografia de exclusién molecular con HPLC),

v. presenta una reducciéon del 75% de los grupos amino libres con respecto al
extracto nativo (determinado mediante el método de fluram),

vi. presenta una reduccion de la potencia biolégica (95%) con respecto al extracto
de alérgenos nativo (determinada mediante experimentos ELISA de IgE utilizando un pool
especifico de sueros de individuos sensibilizados), y

vii. no hay toxicidad anémala en ratones.
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Los extractos de alérgenos de la presente invencion pueden utilizarse como
componente activo de un medicamento para el tratamiento de un individuo alérgico, con el
objetivo de inducir tolerancia a ciertos alérgenos.

Se proporciona el uso de un extracto de alérgenos segun la presente invencion en
diagnésticos de trastornos inmunolégicos, preferiblemente para detectar una enfermedad
alérgica. Se proporciona el uso de un extracto de alérgenos segun la presente invencién
para el tratamiento de la alergia o para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de la alergia. El uso puede ser para inmunoterapia. El uso puede ser para
objetivos de estandarizacion, diagnostico, sintesis y vacunacién. El uso puede ser en un
tratamiento terapéutico de pacientes, preferiblemente en inmunoterapia. El uso puede ser
para controlar a los pacientes durante una inmunoterapia.

Segun otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un extracto de alérgenos segun la presente invencion. Se
proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento de la alergia, que
comprende como ingrediente activo una cantidad farmacéuticamente eficaz de un extracto
de alérgenos segun la presente invencion y al menos un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Se proporciona una composicién de diagnéstico para la
alergia que comprende como ingrediente activo una cantidad diagnésticamente eficaz de
un extracto de alérgenos segun la presente invencion.

Segun otro aspecto de la presente invencion se proporciona una vacuna que
comprende un extracto de alérgenos segun la presente invencidn. La composicién
farmacéutica y la vacuna también pueden comprender uno 0 mas adyuvantes, diluyentes,
conservantes 0 sus mezclas. La composicidn farmacéutica o la vacuna pueden
comprender un vehiculo fisioldgicamente aceptable. Tal como se emplea en la presente,
la expresion “farmacéuticamente aceptable” significa preferiblemente un medio aprobado
por una agencia reguladora de un gobierno, o listado en la Farmacopea Europea o de
EEUU u otra farmacopea generalmente reconocida para su uso en seres humanos.

Estos vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ser liquidos estériles, como
agua y aceites, incluyendo los que tienen su origen en el petréleo, un origen animal,
vegetal o sintético, como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de
sésamo y similares. También pueden emplearse disoluciones salinas y'disoluciones
acuosas de dextrosa y glucosa como vehiculos liquidos, en particular para disoluciones
inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen manitol, albumina de
suero humano (HSA), almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina,
tiza, gel de silice, carbonato de magnesio, estearato de magnesio, estearato de sodio,
monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada deshidratada, glicerol,
propileno, glicol, agua, etanol y similares.

Segun otro aspecto de la presente invencién se proporciona un proceso para
producir una vacuna de alérgenos, que comprende formular un extracto de alérgenos
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segun la presente invencion, con uno o mas adyuvantes, diluyentes, conservantes o sus
mezclas.

Se proporciona una vacuna que puede obtenerse segun el proceso del otro
aspecto de la presente invencién. La vacuna puede ser para el uso subcutaneo o
sublingual.

Se proporciona el uso de una vacuna segun la presente invenciéon para el
tratamiento de la alergia cacahuetes, o para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de la alergia.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para
evitar una sensibilizacién a alérgenos, que comprende la etapa de exponer un individuo a
una cantidad eficaz de un extracto de alérgenos, la composicion farmacéutica o la vacuna
de la presente invencion.

Segun otro aspecto de la presente invencioén, se proporciona un método para tratar
una alergia en un individuo sensibilizado, que comprende administrar al individuo una
cantidad eficaz de un extracto de alérgenos, la composicién farmacéutica o la vacuna de
la presente invencidn. El extracto de alérgenos, la composicién farmacéutica o la vacuna
puede administrarse por via subcutanea o sublingual, y puede administrarse como una
dosificacion creciente o constante.

El individuo puede ser un ser humano o un animal, preferiblemente un ser
humano.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Resume el proceso para la produccion de extractos de alérgenos.

Figura 2: Andlisis de HPLC del extracto de alérgenos de cacahuetes nativos:
patron de baja amplitud BioRad (carril 1), extracto nativo (carril 2), precipitado (carril 3),
fraccion 20 (carril 4), fraccion 21 (carril 5), fraccion 40 (carril 6), fraccién 78 (carril 7),
fraccion 96 (carril 8), fraccion 111 (carril 9).

Figura 3: Analisis de HPLC del extracto de alérgenos de cacahuete
despigmentado polimerizado.

Figura 4: Analisis de HPLC del residuo del extracto de alérgenos de cacahuete
despigmentado polimerizado: patrén de baja amplitud BioRad (carril 1), residuo del
extracto despigmentado polimerizado (carril 2), precipitado (carril 3), fracciéon 21 (carril 4),
fraccion 51 (carril 5), fraccion 74 (carril 6), fraccion 75 (carril 7), fraccién 120 (carril 8).

Figura 5: Analisis de SDS-PAGE de 40 pg de extractos de alérgenos de
cacahuete: STD (patron de baja amplitud BioRad), carriles 1-4 bajo condiciones
reductoras, carriles 5-8 bajo condiciones no reductoras, extracto nativo de cacahuete
230209/LN (carril 1), extracto despigmentado de cacahuete 230209/LD (carril 2), extracto
despigmentado/polimerizado de cacahuete 030309/LP (carril 3), residuo del extracto
despigmentado/pblimerizado de cacahuete 030309/LP (carril 4), extracto nativo de
cacahuete 230209/LN (carril 5), extracto despigmentado de cacahuete 230209/LD (carril
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6), extracto despigmentado/polimerizado de cacahuete 030309/LP (carril 7), y residuo del
extraco despigmentado/polimerizado de cacahuete 030309/LP (carril 8).

Figura 6: Analisis de IEF de 40 ug de extractos de alérgenos de cacahuete:
patrones marcadores de |EF Bio-Rad, pl 4,45-9,6 (carriles 1 y 2), extracto nativo de
cacahuete 230209/LN (carril 3), extracto despigmentado de cacahuete 230209/LD (carril
4), extracto despigmentado/polimerizado de cacahuete 030309/LP (carril 5), residuo del
extracto despigmentado/polimerizado de cacahuete 030309/LP (carril 6).

Figure 7: Analisis de inmunotransferencia de 40 pug de extractos de alérgenos de
cacahuete bajo condiciones reductoras (figura 7a) y bajo condiciones no reductoras
(figura 7b) utilizando un pool de sueros de donantes alérgicos a los cacahuetes (dilucién
1/20) y a-IgE-PO (120705, dilucidn 1/500), en la que en cada figura: extracto nativo de
cacahuete 230209/LN (carril 1), extracto despigmentado de cacahuete 230209/LD (carril
2), extracto despigmentado/polimerizado de cacahuete 030309/LP (carril 3), residuo del
extracto despigmentado/polimerizado de cacahuete 030309/LP (carril 4).

Figura 8: Analisis de la inhibicidn de inmunotransferencias de extractos de
alérgenos de cacahuete bajo condiciones reductoras utilizando un pool de sueros de
donantes alérgicos a los cacahuetes (dilucion 1/20) y a-IgE-PO (120705, dilucion 1/500),
en la que el carril 1 es un control (sélo suero) y los carriles 2-4 utilizan los sueros
agrupados junto con 800 pg de extracto de alérgenos de cacahuete
despigmentado/polimerizado, 400 ng de extracto (carril 3), y 200 pg de extracto (carril 4).

Figura 9: ELISA basado en el analisis de la inhibicién de IgE de extractos de
alérgenos de cacahuete.

La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos que detallan
procesos para la preparacion, la purificacion, el tratamiento posterior y la polimerizacion
de extractos que comprenden alérgenos. Los métodos A-D detallan los procesos
utilizados para fabricar los extractos de alérgenos, y los ejemplos 1-8 detallan la
caracterizacion experimental de un extracto de alérgenos despigmentado polimerizado o
despigmentado.

Métodos :
A. Proceso de desgrasado del material de alérgenos bruto

Los extractos desgrasados se obtuvieron mediante diversos métodos dependiendo
de la naturaleza del material bruto. Los métodos para cada alérgeno se definen en cada
ejemplo.

En general, el material homogeneizado se desgrasa en acetona a 3-5 °C y se filtra.
Esta etapa se repite hasta que la acetona es transparente. El material desgrasado se
recupera y se seca a temperatura ambiente hasta que toda la acetona haya desaparecido.
B. Preparacion del extracto de alérgenos nativos

El material desgrasado seco se pesé y se extrajo en PBS 0,01 M/NaCl 0,15 M en
una proporciéon de 1:10 durante 4 horas a 3-5°C bajo agitacién magnética. Después, la

disolucién se centrifugé durante 30 minutos a 4°C a 10.000 rpm. El sobrenadante
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resultante se recogid y se conservé a 3-5°C, y el sedimento se reconstituyé en PBS 0,01
M/NaCl 0,15 M (1:10) y se extrajo durante la noche a 3-5°C bajo agitacion magnética.
Después la disolucidon se centrifugé durante 30 minutos a 3-5°C a 10.000 rpm vy el
sobrenadante se recogié y se mezclé con la fraccion previamente obtenida. El extracto
reunido se filtré utilizando un tamafio de poro de 0,45 um y se dializé extensamente en
membranas de didlisis de limite de exclusion de 3 kDa hasta que la conductividad fue
menor que 1000 uS/cm. El extracto entonces se esterilizé6 mediante filtraciéon utilizando un
tamanio de poro de 0,22 um.
C. Preparacion del extracto de alérgenos despigmentado

El extracto nativo en disolucién salina y mantenido a 3-5°C se traté después
utilizando el siguiente procedimiento. Bajo agitacion magnética, el pH de la disolucién se
ajustd a 2-2,1 mediante la adicion de HCI 0,1 M y se mantuvo bajo estas condiciones
durante 15 minutos. Después el extracto se dializé en membranas de dialisis de limite de
exclusion de 3,5 kDa con agua purificada durante 17 horas contra 10 volimenes de agua
purificada a 3-5°C. El agua purificada se sustituy6 4 veces durante este periodo. Después
del tratamiento acido débil, el extracto se recogié y el pH se ajusté a 7,3-7,4 utilizando
NaOH 0,1 M. Por ultimo, el extracto se esterilizé mediante filtracion hasta conseguir 0,22
um, se congeld y se liofilizé.
D. Preparacion del extracto de alérgenos despigmentado polimerizado

El extracto despigmentado liofilizado se reconstituyé en PBS 0,01 M/NaCl 0,15 M

hasta una concentracién final de 15 mg/ml con agitacién magnética hasta que se dluyé

completamente. El proceso de polimerizacion consistid en la adicién de glutaraldehido,
empleando 0,02 ml de glutaraldehido por ml de extracto despigmentado. El glutaraldehido
se afnadid al extracto despigmentado a una velocidad constante (36 ml/hora) utilizando un
inyector automatico. La reaccién de polimerizacion se mantuvo durante 7 horas a
temperatura ambiente. La reaccién se detuvo mediante la adicién de glicina en una
proporciéon de 40 mg de glicerina por ml de disolucion. La reacciéon se mantuvo durante la
noche a 3-5°C bajo agitacion magnética continua. Después la disolucién se centrifugé a
10.000 rpm durante 30 minutos a 3-5°C. El sedimento se retir6 y el sobrenadante se
recogio y se dializdé extensamente en membranas de dialisis de limite de exclusién de 100
kDa con agua purificada (16,67 ml de agua por ml de extracto) en condiciones
refrigeradas. Se consideré que el proceso habia finalizado cuando la conductividad fue
menor que 210 uS/cm, y se confirmé la ausencia de glutaraldehido mediante barrido de
UV/luz visible. Por ultimo, el extracto se esterilizd6 mediante filtracién utilizando un tamano
de poro de 0,22 pm, se congeld y se liofilizd.

El producto final consiste en un extracto despigmentado y polimerizado liofilizado
que se conservé a 4°C en condiciones de liofilizacion.

Caracterizacion inmunoldgica

Contenido en proteinas
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El contenido en proteinas de los extractos nativo, despigmentado vy
despigmentado/polimerizado y del residuo despigmentado/polimerizado se midid
mediante el método de Lowry-Biuret siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados para un lote experimental del ejemplo 1 se muestran en la tabla 1.

Cromatografia de exclusion molecular (HPLC)

Una muestra liofilizada del extracto se resuspendié en agua muy purificada hasta
una concentracion final de 1 mg/ml y se agité durante 10-15 minutos. La muestra se
centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante se trasladé a un vial para la
inyeccion automatica. La columna utilizada para el analisis de HPLC fue PL-aquagel-OH
60 8 um (PolymerLabs), previamente equilibrada con agua, en la que el fraccionamiento
se basa en las diferencias de tamafo. Las muestras se ensayaron con un caudal de 1
ml/min (siguiendo las recomendaciones del fabricante). Se detectaron las sefiales de UV a
254 nm y 280 nm para obtener un cromatograma. Las figuras 2-4 muestran los resultados
del analisis de HPLC.

Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio

Se empled un andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) para determinar el perfil antigénico/de proteinas de los extractos. Las
muestras se ensayaron en geles de SDS-PAGE con acrilamida de 2,67%, C y 15%T al,
en condiciones nativas o desnaturalizadas (la disolucién tampén contenia -
mercaptoetanol y se calent6 durante 10 minutos a 95°C). Se cargaron 40 microgramos de
material liofilizado de cada extracto en los geles. Como control se pusieron marcadores de
referencia con pesos moleculares conocidos (BioRad Laboratories, Hercules, CA, EEUU)
en el mismo gel. Los geles se tifieron con azul de Coomassie R-250 (BioRad
Laboratories). El perfil antigénico se estudié utilizando un escaner (Sharp JX-330; Sharp
Electronics Corp., Mahwah, NJ) y se analizé utilizando Image Master I-D Elite v. 4.00
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). La figura 5 muestra un gel tefiido con azul de
Coomassie, en el que el extracto de alérgenos despigmentado/polimerizados, bajo
condiciones no reductoras (carril 7), muestra la ausencia de alérgenos/proteinas no
polimerizadas con un peso molecular menor que 100 kDa.

Enfoque isoeléctrico

Se empled un analisis de enfoque isoeléctrico (IEF) para determinar el perfil de
proteinas/antigénico de los extractos segun el punto isoeléctrico de las proteinas. Las
muestras se ensayaron en geles de electroforesis de poliacrilamida en condiciones
nativas. Se cargaron 40 microgramos de material liofilizado de cada extracto en los geles.
Se ensayaron marcadores de referencia con puntos isoeléctricos conocidos (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, EEUU) en el mismo gel. Los geles se tifieron con azul
Coomassie R-250 (BioRad Laboratories) y el perfil antigénico se estudié utilizando un
escaner (Sharp JX-330; Sharp Electronics Corp., Mahwah, NJ) y se analizé utilizando
Image Master I-D Elite v. 4.00 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Los carriles 3-6 de

la figura 6 muestran los resultados para el extracto nativo (carril 3), despigmentado (carril
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4), despigmentado/polimerizado (carrii 5) y para el residuo de extracto
despigmentado/polimerizado (carril 6). |

Inmunotransferencia

Las proteinas separadas mediante electroforesis se ellectrotransfirieron a
membranas P-Immobilon (Millipore, Bedford, MA). Después de la transferencia, las
membranas se secaron a temperatura ambiente durante 4 horas. Las membranas se
incubaron durante la noche con un pool de de sueros diluidos en salina tamponada con
fosfato 0,01 M y Tween al 2%. Se detecté la uniéon especifica a IgE utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-lgE humana conjugado con peroxidasa (Ingenasa, Madrid)
durante 2 horas. El perfil alergénico se estudié utilizando el Sharp JX-330 y se analizé
utilizando Image Master |-D Elite v. 4.00. Los carriles 1-4 de la figura 7b muestran los
resultados para el extracto nativo (carrii 1), despigmentado (carrii 2),
despigmentado/polimerizado  (carril 3) y para el residuo de extracto
despigmentado/polimerizado (carril 4) bajo condiciones no reductoras. El extracto de
alérgenos despigmentado/polimerizado no muestra bandas de reconocimiento de IgE por
debajo de 100 kDa. En la figura 8, se observa inhibicion de IgE utilizando diluciones de
extractos de alérgenos de cacahuete polimerizados, comparado con un pool de sueros de
donantes alérgicos a los cacahuetes.

Inhibicién de IgE

Se ensay6 la actividad alergénica in vitro de los extractos (nativo, despigmentado y
polimerizado) mediante ELISA de inhibicién, estableciendo el punto de inhibiciéon del 50%
utilizando un extracto nativo como referencia. Se revistieron placas de microvaloracién de
plastico (Immulon IV; Dynex Technologies, Chatilly, VA) con el extracto nativo (10 ug de
proteina/ml) durante la noche. Se realizaron varias diluciones a partir de los extractos
nativo, despigmentado y polimerizado. Cada dilucién se incubé con un pool de sueros
durante 2 horas a temperatura ambiente. Después las diluciones de los extractos se
trasladaron a las placas con extracto nativo revestidas y se incubaron durante 2 horas.
Después de lavar se anadieron 100 ul de anti-IgE humana con peroxidasa y se dejé en
reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar, las placas se
revelaron durante 30 minutos y se detuvieron con acido sulfurico (1 N). Se observé la
mayor inhibicion de la wunién de IgE utilizando el extracto de alérgenos
despigmentado/polimerizado (figura 9).

Inhibicién de IgG

Se ensayo la actividad alergénica in vitro de los extractos (nativo, despigmentado y

polimerizado) mediante ELISA de inhibicion, estableciendo el punto de inhibicion del 50%
utilizando un extracto nativo como referencia. Se revistieron placas de microvaloracién de
plastico (Immulon 1V; Dynex Technologies, Chatilly, VA) con el extracto nativo (10 pg de
proteina/ml) durante la noche. Se realizaron varias diluciones a partir de los extractos
nativo, despigmentado y polimerizado. Cada dilucién se incubé con un pool de sueros

durante 2 horas a temperatura ambiente. Después las diluciones de los extractos se
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trasladaron a las placas con extracto nativo revestidas y se incubaron durante 2 horas.
Después de lavar se afiadieron 100 pi de anti-lgG humana con peroxidasa y se dejé en
reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar, las placas se
revelaron durante 30 minutos y se detuvieron con acido sulftrico (1 N).
Fluram

La determinaciéon de los grupos amino libres se detecté en extractos nativos,
despigmentados y despigmentados-polimerizados. La polimerizacién reduce el nimero de
grupos amino libres porque el entrecruzamiento entre alérgenos es mediado por este
grupo reactivo. Se preparan extractos nativos y despigmentados a 25 ug/ml y extractos
despigmentados-polimerizados a 1000 pug/ml. Se emplea el acido 6-aminocaproico a 2-10
mg/ml como patrén. Se afade disolucion de Evans a todas las muestras. Los grupos
amino se diluyen en este tampén. Después se afiade tampén borato de sodio (0,2 M) a
todas las muestras y se homogeneizan. Por ultimo se afiade fluorescamina, previamente
diluida en acetona, a la mezcla, y la disolucién se mide en un fluorimetro, con excitacién a
390 nm y emisidén a 480 nm.,

Espectrofotometria de barrido de UV/visible

Los extractos nativo, despigmentado y despigmentado-polimerizado se diluyen a 1
mg/ml en PBS 0,01 M. Después de la dilucién, las muestras se analizan a una A entre 200
y 600 nm.
Potencia bioldégica mediante HEP

La actividad bioldgica de los extractos (nativo y despigmentado) se mide mediante
una competicion REINA. Placas de microtitulacion de plastico se tapizatapizan con anti-
IgE humana. Se ahade un pool de sueros de individuos alérgicos a las microplacas y se
incuba durante 30 minutos. Las muestras y una referencia interna (IHR) se diluyen
previamente y se incuban con la IHR marcada con peroxidasa. Después las microplacas
se lavan y las muestras incubadas se afiaden a las microplacas y se incuban durante 30
minutos. Por ultimo, las microplacas se lavan y se incuban con cromégeno. Las placas se
leen a 450 nm.

Toxicidad anémala en ratones

Siguiendo las recomendaciones de la Farmacopea Europea, se inyectaron ratones
hembra (raza NMRI) con 1 ml de los extractos de cacahuete despigmentado y
polimerizado a concentraciones de 0,1 mg/ml y 1 mg/ml. Se emplearon inyecciones
intraperitoneales para la administracion. El periodo de observacion fue de 7 dias después
de los cuales no se observaron variaciones significativas en el peso o en el
comportamiento en los animales.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Extracto de alérgenos de cacahuete
Etapa A. Proceso de desgrasado del material de cacahuete bruto
Se homogeneizaron cacéhuetes pelados en un mezclador para obtener una

suspension homogeneizada. El material homogeneizado se desengrasé con acetona fria
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en una proporcion de 1 kg de suspension:2 | de acetona durante 1 hora a 3-5°C bajo
agitacidon magnética continua para extraer los lipidos, los acidos grasos y los flavonoides
libres. La disolucion resultante se filtrd con un embudo Buchner. La acetona se retiré y el
extracto de cacahuete se recogié en un filtro, y se lavd dos veces con acetona fresca. El
proceso completo se repitié dos veces mas hasta que la acetona recogida fue
transparente. Después de terminar el proceso, el extracto de cacahuete desgrasado se
recogio y se seco a temperatura ambiente bajo una campana de flujo laminar durante 12
horas, hasta que el material se secé totalmente y toda la acetona se hubo eliminado.

Se obtuvo un extracto de alérgenos de cacahuete despigmentado polimerizado
segun las etapas B-D del método.

Caracterizacion de los extractos de alérgenos de cacahuete

El producto  de extracto de alérgenos de cacahuete despigmentado polimerizado
tenia que cumplir las siguientes especificaciones:

a. que el producto sea soluble en agua,

b. que no haya alérgenos/proteinas no polimerizados con un peso molecular
menor que 100 kDa (identificados como bandas mediante SDS-PAGE en condiciones no
reductoras),

c. que no existan bandas de reconocimiento de IgE con un peso molecular menor
que 100 kDa (identificadas mediante inmunotransferencia en condiciones no reductoras),

d. que no existan moléculas polimerizadas con un peso molecular menor que 100
kDa (determinadas mediante cromatografia de exclusion molecular con HPLC),

e. que presente una reduccion de los grupos amino libres (75%) con respecto al
extracto nativo (determinada mediante el método del fluram),

f. que presente una reduccion de la potencia biolégica (95%) con respecto al
extracto nativo (determinada mediante experimentos de inhibicién ELISA de IgE utilizando
un pool especifico de sueros procedentes de individuos sensibilizados),

g. que no haya toxicidad anérmal en ratones.

El sedimento que comprende el residuo despigmentado/polimerizado se utilizé
como co‘ntrol

para la caracterizaciébn de los extractos nativo, despigmentado vy

despigmentado/polimerizado (véanse las tablas 1y 2).

Cacah. Lote Rend. ELISAde | ELISAde Lowry- Fluram, UV-luz
inh. (IgE), | inh. (1gG), Biuret, ug de visible,
ug, inh. ug, inh. ugde | ACA/mgde | 1 mg/ml
del 50% del 50% prot./mg | liof. (% de
(% de (% de de liof. pérdida de
pérdida de | pérdida de grupos
potencia) potencia) amino)
Nativo 230209/LN | 5,95% 0,041 0,021 419,6 65,1 1,326
(264 nm)
Despigm. | 230209/LD | 85,3% 0,153 0,144 372,7 66,9 1,356
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(260 nm)
Despigm. | 030309/LP | 9,08% 1,336 0,699 348,3 6,45 (90%) 2,591
y polimer. (96,9%) (260 nm)
Despigm. | 030309/LP | 46,3% 1,405 0,627 234,6 2,82 0,192
y polimer. (97,1%) (95,7%) (260 nm)
(residuo)

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos con un lote experimental

Ejemplo 2 - Extracto de alérgenos de ambrosia (Ambrosia artemisiifolia)

Etapa A. Proceso de desgrasado del material de alérgeno bruto

Polen de ambrosia recogido de la planta después de la polinizacién se desengrasé
con acetona fria en una proporcion 1:4 (en p/v) bajo agitacién continua durante 3 horas a
3-5 °C. La disolucién resultante se filtr6 con un embudo Buchner y se lavd al menos tres
veces con acetona fresca. Después de terminar el proceso, el extracto desgrasado se
recogio y se secd a temperatura ambiente bajo una campana de flujo laminar durante 12
horas, hasta que el material se sec6 totalmente y toda la acetona se hubo eliminado.

Se obtuvo el alérgeno de ambrosia (Ambrosia artemisiifolia) despigmentado
polimerizado segun las etapas B-D del método. El pH de la disolucién se ajusta a 4-4,1
mediante la adicién de HCI 0,1 M en la etapa 3.

El producto final consiste en un extracto de ambrosia despigmentado y
polimerizado liofilizado que debe conservarse en condiciones de liofilizacion a 4 °C. El
producto resultante tenia que cumplir las siguientes especificaciones:

a. que el producto sea soluble en agua,

b. que no haya alérgenos/proteinas no polimerizados con un peso molecular
menor que 100 kDa (identificados como bandas mediante SDS-PAGE en condiciones no
reductoras),

. que no existan bandas de reconocimiento de IgE con un peso molecular menor
que 100 kDa (identificadas mediante inmunotransferencia en condiciones no reductoras),

d. que no existan moléculas polimerizadas con un peso molecular menor que 100
kDa (determinadas mediante cromatografia de exclusién molecular con HPLC),

e. que presente una reduccion de los grupos amino libres (75%) con respecto al
extracto nativo (determinada mediante el método del fluram),

f. que presente una reduccion de la potencia bioldgica significativa con respecto al
extracto nativo (determinada mediante experimentos de inhibicién ELISA de IgE utilizando
un pool especifico de sueros procedentes de individuos sensibilizados),

g. que se detecten anticuerpos monoclonales del alérgeno principal Amb a 1,

h. que no haya toxicidad anormal en ratones.

Contenido en el alérgeno principal

El contenido en el alérgeno principal Amb a 1 se midi6é utilizando el kit Indoor

Biotech (INDOOR Biotechnologies Inc., Charlottesville, Virginia, EEUU). Se tapizatapiza
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un anticuerpo IgG policlonal anti-Amb a 1 (1:1000 del vial preparado a 1 mg/ml). Se

prepara una curva patron utilizando un extracto de ambrosia cuantificado y estandarizado

frente a un extracto de la FDA de EEUU (referencia de inmunodifusién radial para Amb a
1, C14-RAS que contiene 30 U de Amb a 1/ml) que contiene una actividad 2,5 U/ml de
Amb a 1. El anticuerpo secundario consiste en un anticuerpo biotinilado IgG policlonal

generado contra el alérgeno de A. artemissifolia. Las muestras nativa y despigmentada se

diluyen a 500 ng/ml. Se calcula el contenido en el alérgeno principal en los extractos

polimerizados utilizando estos valores.

El sedimento que comprende el residuo despigmentado/polimerizado se utilizd

como control para la caracterizacion de los extractos nativo, despigmentado y

despigmentado/polimerizado (véanse las tablas 3a'y 3b).

Ambrosia | Rend. ELISA de Cont. en | Fluram, png | UV-visible, 1| Amb
(%) inh. (IgE), proteinas, | de ACA/mg | mg/mli, a 1

inh. del 50% | pg  de | (% de | Absorbancia | U/mg
(ug) (% de | prot/mg | reduccion (nm) liof.
pérdida de del grupo
potencia) amino)

Nativo 12,36 | 0,022 201 62,3 1,102 (272 nm) | 61,3

Despigm. | 77,4 0,011 288 82,4 0,766 (274 nm) | 69,2

Despigm./ | 81,7 [ 0,104 332 4,04 (93,5%) | 1,665 (268 nm) | N/A

polimer.

(0,009)

Despigm./ | 72,5 0,120 359 4,06 (93,5%) | 1,687 (268 nm) | N/A

polimer.

(0,013)

Despigm./ | 70,13 | 0,182 210 6,3 (89,9%) | 1.610(268 nm) | N/A

polimer.

(0,02)

Despigm./ | 68,3 | 0,141 274 3,8 (93,8%) | 1,502 (268 nm) | N/A

polimer.

(0,018)

Tabla 3a - Resumen de los resultados obtenidos para el ejemplo 2 (ambrosia, Ambrosia

artemisiifolia)

Ambrosia

SDS-PAGE (kDa)

Inmunotransferencia
(kDa)

(kDa)

Tamano molecular

Nativo

10-100

10-100

10-100
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Despigmentado 10-100 10-100 10-100

Despigmentado- > 100 ausente > 100
polimerizado (0,009)
Despigmentado- >100 ausente >100

polimerizado (0,013)

Despigmentado- > 100 ausente > 100

polimerizado (0,02)

Despigmentado- >100 ausente > 100

polimerizado (0,018)

Tabla 3b - Resumen de los resultados obtenidos para el ejemplo 2 (ambrosia, Ambrosia
artemisiifolia)

Ejemplo 3 - Extracto de alérgenos del polen (Olea europaea)

Polen de Olea europaea recogido del arbol después de la polinizacion se
desengras6 con acetona fria en una proporcion 1:4 (en p/v) bajo agitacion continua
durante 3 horas a 3-5 °C. La disolucién resultante se filtré con un embudo Buchner y se
lavé al menos tres veces con acetona fresca. Después de terminar el proceso, el extracto
desgrasado se recogié y se secoé a temperatura ambiente bajo una campana de flujo
laminar durante 12 horas, hasta que el material se seco totalmente y toda la acetona se
hubo eliminado.

Se obtuvo el extracto de alérgeno de polen despigmentado segun las etapas B-C
del metodo.

El producto final consiste en un extracto despigmentado liofilizado que debe
conservarse en condiciones de liofilizacion a 4 °C. El producto resultante tiene que cumplir
las siguientes especificaciones:

a. que el producto sea soluble en agua,

b. que tenga un perfil de proteinas similar al extracto nativo, determinado mediante
SDS-PAGE y 2D,

c. que tenga un perfil alergénico similar al extracto nativo, determinado mediante
inmunotransferencia,

d. que tenga un contenido en proteinas similar al extracto nativo,

€. que tenga un contenido en alérgeno principal similar al extracto nativo,

f. que tenga una actividad bioldgica similar al extracto nativo.

Olea europaea Rend. | ELISA de | Cont. en | UV-visible, 1 | Potencia,
(%) inh. (IgE), | proteinas, | mg/mi HEP-L/mg
ng, 50% de | ug de
inh. prot./mg
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Nativo 3,64 | 0,009 321,6 1,677 (270 nm) | 257,2
Despigmentado, pH 2 | 74,0 | 0,009 307,4 1,302 (274 nm) | 196,8
Despigmentado, pH 3 | 62,0 | 0,007 324,2 1,365 (274 nm) | 204,8
Despigmentado, pH4 | 70,7 | 0,008 368,7 1,291 (274 nm) | 221,3
Despigmentado, pH 5 | 78,2 | 0,009 348,8 1,374 (274 nm) | 257,7
Despigmentado, pH 6 | 80,2 | 0,010 402,1 1,348 (274 nm) | 247,0

Tabla 4 - Resumen de los resultados obtenidos para el ejemplo 3 (Olea europaea)

Ejemplo 4 - Extracto de alérgenos del polen (Parietaria judaica)

Polen de Parietaria judaica recogido de la planta después de la polinizacién se
desengrasé con acetona fria en una proporcion 1:4 (en p/v) bajo agitacion continua
durante 3 horas a 3-5 °C. La disolucién resultante se filtré con un embudo Buchner y se
lavé al menos tres veces con acetona fresca. Después de terminar el proceso, el extracto
desgrasado se recogid y se secd a temperatura ambiente bajo una campana de flujo
laminar durante 12 horas, hasta que el material se secé totalmente y toda la acetona se
hubo eliminado.

Se obtuvo el extracto de alérgeno de polen desengrasado segln la etapa B del
método.

El producto final consiste en un extracto despigmentado liofilizado que debe
conservarse en condiciones de liofilizacion a 4 °C. El producto resultante tiene que cumplir
las siguientes especificaciones:

a. que el producto sea soluble en agua,

b. que tenga un perfil de proteinas similar al extracto nativo, determinado mediante
SDS-PAGE y 2D,

c. que tenga un perfil alergénico similar al extracto nativo, determinado mediante
inmunotransferencia,

d. que tenga un contenido en proteinas similar al extracto nativo,

e. que tenga un contenido en alérgeno principal similar al extracto nativo,

f. que tenga una actividad biol6égica similar al extracto nativo.

Parietaria judaica Rend. | ELISA de | Lowry- UV-visible, 1 | Potencia,
(%) inh.  (IgE), | Biuret, pg | mg/ml HEP-L/mg
ug, 50% de | de
inh. prot./mg
Nativo 4,07 |0,031 219,7 3,073 (266 nm) | 281
1,492 (342 nm)
Despigmentado, pH 2 | 82,7 | 0,018 197,9 2,680 (270 nm) | 397
1,393 (342 nm)
Despigmentado, pH 3 | 79,5 | 0,015 228,6 2,943 (270 nm) | 430
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1,519 (346 nm)

Despigmentado, pH4 | 83,5 | 0,017 2135 2,769 (270 nm) | 534
1,463 (348 nm)

Despigmentado, pH5 | 79,9 | 0,012 245 4 2,658 (272 nm) | 1007
1,504 (344 nm)

Despigmentado, pH6 | 87,3 | 0,001 21'6,2 2,763 (272 nm) | 954
1,539 (344 nm)

Tabla 5 - Resumen de los resultados obtenidos para el ejemplo 5 (Parietaria judaica)

Ejemplo 5 - Extracto de alérgenos de acaros (Dermatophagoides pteronyssinus)

Se obtuvo el extracto de alérgenos de acaros siguiendo la etapa B del método a
partir de un cultivo maduro de Dermatophagoides pteronyssinus.

El producto final consiste en un extracto despigmentado liofilizado que debe
conservarse en condiciones de liofilizacion a 4 °C. El producto resultante tenia que
cumplir las siguientes especificaciones:

a. que el producto sea soluble en agua,

b. que tenga un perfil de proteinas similar al extracto nativo, determinado mediante
SDS-PAGE y 2D,

c. que tenga un perfil alergénico similar al extracto nativo, determinado mediante
inmunotransferencia,

d. que tenga un contenido en proteinas similar al extracto nativo,

e. que tenga un contenido en alérgeno principal similar al extracto nativo,

f. que tenga una actividad biolégica similar al extracto nativo.

Contenido en el alérgeno principal

El contenido en el alérgeno principal (Der p 1 y Der p 2) se midié utilizando los kits
Indoor Biotech en D. pteronyssinus. Se revistieron anticuerpos IgG monoclonales anti-Der
p 1 y/o anti-Der p 2 (1:1000 del vial preparado a 1 mg/ml para Der p 1, y 2 mg/ml para Der
p 2) en pocillos de microtitulacién de poliestireno (NUNC Maxisorp). Se prepara una curva
patron utilizando un patrén universal cuantificado y estandarizado (subestandarizado
frente a la referencia de D. pteronyssinus de WHO/IUIS que contiene 2500 ng/ml de Der p
1, y 1000 ng/ml de Der p 2). Las diluciones de la curva control son de 250-0,49 ng/ml para
Der p 1, y 100-0,2 ng/ml para Der p 2. Las muestras de acaros se diluyeron en dos veces
de forma rutinaria. Después de lavar la placa se anadieron 100 pl de las muestras y el
patron de alérgeno diluido y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de lavar la placa se afiadieron 100 pl de anticuerpo secundario (anticuerpo IgG
monoclonal biotinilado) diluido 1/1000 y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de lavar la placa se afiadieron 100 ul de estreptavidina-peroxidasa diluida
1/1000 y se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo la placa se
lava, se revela afadiendo 100 pl de ABTS 1 mM en tampon citrato fosfato 70 mM, pH 4,2,
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que contenia una dilucién 1/1000 de H202 al 30% (es decir, ABTS 10 w/10 ml) y se leyd
cuando la densidad optica a 405 nm alcanz6 2,0-2,4.

D. Rend. | ELISA | Lowry- |UV- Potencia, | ug de | ng de
pteronyssinus | (%) de inh. | Biuret, visible, | HEP- Der p|Der p
(IgE), |ug de |1 mg/ml | L/mg 1img | 2/mg
ug, inh. | prot./mg liofil. liofil.
del
50%
Nativo. 4,59 0,161 2517 1,909 327 8,49 7,98
(276 nm)
Despig. pH2 | 34,7 0,268 238,1 1,851 339 0,37 14,62
(276 nm)
Despig. pH2 | 63,7 0,136 257,8 2,067 | 555 8,96 12,18
(276 nm)
Despig.pH2 | 67,6 0,110 271,4 2,188 873 13,32 10,92
(276 nm)
Despig. pH2 | 79,1 0,127 265,5 2,122 1221 14,10 | 8,40
(276 nm)
Despig. pH2 | 81,1 0,116 307,9 2,133 1705 13,20 | 8,55
(276 nm)

Tabla 6 - Resumen de los resultados obtenidos para el ejemplo 5 (Dermatophagoides

pteronyssinus)

Ejemplo 6 - Extracto de alérgenos del carrizo (Phragmites communis)

Polen de Phragmites communis recogido de la planta después de la polinizacién
se desengrasd con acetona fria en una proporcion 1:4 (en p/v) bajo agitacién continua
durante 3 horas a 3-5 °C. La disolucion resuitante se filtré con un embudo Buchner y se
lavd al menos tres veces con acetona fresca. Después de terminar el proceso, el extracto
desgrasado se recogié y se secd a temperatura ambiente bajo una campana de flujo
laminar durante 12 horas, hasta que el material se seco totaimente y toda la acetona se
hubo eliminado. |

Se obtuvo el extracto del alérgeno de Phragmites despigmentado polimerizado
segun las etapas B-D del método. En la etapa D, el proceso de polimerizaciéon consiste en
la adicion de glutaraldehido utilizando un factor de 0,015 ml de glutaraldehido/ml de
extracto.

El producto final consiste en un extracto de Phragmites despigmentado y
polimerizado liofilizado que debe conservarse en condiciones de liofilizaciéon a 4 °C. El
producto resultante tenia que cumplir las siguientes especificaciones:

a. que el producto sea soluble en agua,
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b. que no haya alérgenos/proteinas no polimerizados con un peso molecular
menor que 100 kDa (identificados como bandas mediante SDS-PAGE en condiciones no
reductoras),

c. que no existan bandas de reconocimiento de IgE con un peso molecular menor
que 100 kDa (identificadas mediante inmunotransferencia en condiciones no reductoras),

d. que no existan moléculas polimerizadas con un peso molecular menor que 100
kDa (determinadas mediante cromatografia de exclusion molecular con HPLC),

e. que presente una reduccién de los grupos amino libres (75%) con respecto al
extracto nativo (determinada mediante el método del fluram),

f. que presente una reduccién de la potencia biolégica significativa con respecto al
extracto nativo (determinada mediante experimentos de inhibicién ELISA de IgE utilizando
un pool especifico de sueros procedentes de individuos sensibilizados),

g. que no haya toxicidad anérmal en ratones.

El sedimento que comprende el residuo despigmentado/polimerizado se utilizé

como control para la caracterizacion de los extractos nativo,. despigmentado y

despigmentado/polimerizado (véanse las tablas 7a 'y 7b).

P. Rend. | ELISAdeinh. | Cont. en | Filuram, pg de | UV-visible, 1
communis | (%) (IgE), proteinas, ACA/mg (% de | mg/ml,
inh. del 50% | pg de | reduccion del | Absorbancia
(bg) (% de | prot./mg grupo amino) | (nm)
pérdida de
potencia)
Nativo 0,486 240,7 145 1,074 (272 nm)
Despigm. 0,847 321,5 103 0,844 (274 nm)
Despigm./ | 80,7 | 2,051 329,8 3,6 (95,7) 1,891 (266 nm)
polimer. (2,74)
(0,009)
Despigm./ | 80,7 1,217 3814 6,3 (95,7) 1,897 (268 nm)
polimer. 3,1
(0,045)
Despigm./ | 64,8 5,080 306,2 1,6 (98,9) 2,206 (268 nm)
polimer. (4,75)
(0,015)
Despigm./ | 25,2 5,035 306,1 24,3 (83,2) 1,749 (266 nm)
polimer. (2,5)
(0,02)

Tabla 7a - Resumen de los resultados obtenidos para el ejemplo 6 (Phragmites

communis)
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P. communis SDS-PAGE (kDa) | Inmunotransferencia | Tamafio molecular
(kDa) (kDa)

Nativo 10-100 10-100 10-100

Despigmentado 10-100 10-100 10-100

Despigmentado- >100 ausente >100

polimerizado (0,009)

Despigmentado- > 100 ausente >100

polimerizado (0,045)

Despigmentado- >100 ausente > 100

polimerizado (0,015)

Despigmentado- >100 ausente >100

polimerizado (0,02)

Tabla 7b - Resumen de los resultados obtenidos para el ejemplo 6 (Phragmites

communis)

Ejemplo 7 - Extracto de alérgenos epiteliales de gato

Se desengras6 pelo de gato con acetona fria en una proporcion 1:4 (en p/v)
manteniendolodurante cinco minutos de agitacién cada hora durante 7 horas a 3-5 °C. El
desengrasado continué durante al menos 16 horas sin agitacion. La disolucion resultante
se filtr6 con un embudo Buchner y se guardaron los matraces. El pelo de gato de nuevo
se desengraso con la misma acetona durante 1 hora a temperatura ambiente y se repiti6
dos veces. Los copos obtenidos se recogieron y se secaron a temperatura ambiente bajo
una campana de flujo laminar durante 15 horas, hasta que el material se secé totaimente
y toda la acetona se hubo eliminado.

En la etapa B, el material de copos de piel desengrasado secado obtenido de pelo
de gato se pesa y se extrae en PBS 0,01 M/NaCl 0,15 M en una proporcion 1:40 durante
4 horas a 3-5 °C y bajo agitacion magnética.

Se obtuvo el extracto del alérgeno de gato despigmentado polimerizado segun las
etapas B-D del método.

El producto final consiste en un extracto de epitelio de gato despigmentado y
polimerizado liofilizado que debe conservarse en condiciones de liofilizacién a 4 °C. El
producto resultante tenia que cumplir las siguientes especificaciones:

a. que el producto sea soluble en agua,

b. que presente una reduccion de los grupos amino libres (75%) con respecto al
extracto nativo (determinada mediante el método del fluram),

c. que presente una reduccion de la potencia biolégica significativa con respecto al
extracto nativo (determinada mediante experiméntos de competicion REINA de IgE
utilizando pool especifico de sueros procedentes de individuos sensibilizados),
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d. que puedan detectarse anticuerpos monoclonales frente al alérgeno principal
Feld 1,
€. que no haya toxicidad anormal en ratones.

Contenido en el alérgeno principal

El contenido de alérgeno principal Fel d 1 se midié utilizando el kit Indoor Biotech.
Se tapizatapiza un anticuerpo IgG1 monoclonal anti-Amb a 1 (1:1000 del vial preparado a
1 mg/ml). Se prepara una curva patron utilizando un patrén de alérgeno universal que
contiene 1000 ng de Fel d 1/ml. El anticuerpo secundario consiste en un anticuerpo
biotinilado IgG1 monoclonal generado contra el alérgeno epitelial de gato. Las muestras
nativa y despigmentada se diluyen a 250 ng/ml. Se calcula el contenido en el alérgeno
principal en los extractos polimerizados utilizando estos valores.

El sedimento que comprende el residuo despigmentado/polimerizado se utilizd
como control para la caracterizacion de los extractos nativo, despigmentado vy
despigmentado/polimerizado (véase la tabla 8).

Epitelio de | Rend. | ELISAde | Cont. en | Fluram, UV-visible, Potencia Fel d
gato (%) inh. (IgE), | proteinas, | ug de [ 1 mg/ml, | (HEPL/mg) | 1,
inh.  del | ug  de | ACA/mg | Absorbancia pg/ml
50% (ug) | prot/mg |(%  de | (nm)
(% de reduccién
pérdida del grupo
de amino)
potencia)
Nativo 10,3 | 0,029 154 14 0,396 1488 42
(280 nm)
Despigm. | 85,9 | 0,044 195 10,4 0,428 1478 42
(280 nm)
Despigm./ | 96,2 | 0,192 171 1,5 0,701 28 8
polimer. (8,9%) (268 nm)
(0,009)
Despigm./ | 92,9 | 0,373 183 1,4 0,698 23 7
polimer. (90,6%) | (268 nm)
(0,013)
Despigm./ | 90,6 | 0,494 169 1,2 0,769 17 2
polimer. (91,5%) | (268 nm)
(0,02)

Tabla 8 - Resumen de los resultados obtenidos para el ejemplo 7 (epitelio de gato)

Ejemplo 8 - Extracto de alérgenos de Phleum pratense
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Polen de Phleum pratense recogido de la planta después de la polinizaciéon se
desengrasé con acetona fria en una proporcién 1:4 (en p/v) bajo agitaciéon continua
durante 3 horas a 3-5 °C. La disolucién resultante se filtr6 con un embudo Buchner y se
lavé al menos tres veces con acetona fresca. Después de terrﬁinar el proceso, el extracto
desengrasado se recogié y se secd a temperatura ambiente bajo una campana de flujo
laminar durante 12 horas, hasta que el material se seco totalmente y toda la acetona se
hubo eliminado.

Se obtuvo el extracto del alérgeno de Phleum pratense despigmentado
polimerizado segun las etapas B-D del método. En la etapa D, el proceso de
polimerizacién consiste en la adicién de glutaraldehido utilizando un factor de 0,009 ml de
glutaraldehido/ml de extracto.

El producto final consiste en un extracto de Phleum pratense despigmentado y
polimerizado liofilizado que debe conservarse en condiciones de liofilizacién a 4 °C. El
producto resultante tenia que cumplir las siguientes especificaciones:

a. que el producto sea soluble en agua,

b. que no haya alérgenos/proteinas no polimerizados con un peso molecular
menor que 100 kDa (identificados como bandas mediante SDS-PAGE en condiciones no
reductoras),

C. que no existan bandas de reconocimiento de IgE con un peso molecular menor
que 100 kDa (identificadas mediante inmunotransferencia en condiciones no reductoras),

d. que no existan moléculas polimerizadas con un peso molecular menor que 100
kDa (determinadas mediante cromatografia de exclusién molecular con HPLC),

e. que presente una reduccion de los grupos amino libres (75%) con respecto al
extracto nativo (determinada mediante el método del fluram),

f. que presente una reduccion de la potencia bioldgica significativa con respecto al
extracto nativo (determinada mediante experimentos de inhibicidon ELISA de IgE utilizando
un pool especific de sueros procedentes de individuos sensibilizados),

g. que no haya toxicidad anormal en ratones.

Contenido en el alérgeno principal

El contenido en el alérgeno principal Phl p 5 se midié utilizando el kit Indoor
Biotech. Se tapizatapiza un anticuerpo 1gG1 monoclonal anti-Phl p 5 (1:1000 del vial
preparado a 2 mg/ml). Se prepara una curva patron utilizando un Phl p 5a recombinante.
El anticuerpo secundario consiste en un anticuerpo biotinilado IgG1 monoclonal generado
contra el alérgeno de Phleum pratense. Las muestras nativa y despigmentada se diluyen
a 250 ng/ml. Se calcula el contenido en el alérgeno principal en los extractos
polimerizados utilizando estos valores.

El sedimento que comprende el residuo despigmentado/polimerizado se utilizé
como control para la caracterizacion de los extractos nativo, despigmentado vy
despigmentado/polimerizado (véase la tabla 9).
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Phleum Rend. | ELISAde | Cont. en | Potencia SDS- Inmuno- Tamafio
pratense (%) inh. (IgE), | proteinas, | (HEPL/mg) | PAGE, transf. molec.,
inh.  del | ug de kDa kDa
50% (ug) | prot./mg
(% de
pérdida
de
potencia)
Nativo 8,42 {0,089 409,9 904,5 10-100 1478 10-100
Despigm. | 45,0 | 0,341 446,0 35,3 10-100 28 10-100
Despigm./ | 98,0 | 0,305 464,3 13,2 > 100 ausente | >100
polimer.
(0,009)
Despigm./ | 19,85 | 0,429 420,5 19,3 >100 ausente | > 100
polimer. ‘
(0,013)
Despigm./ | 57,5 | 1,274 1234,8 14,4 > 100 ausente | > 100
polimer.
(0,02)

Tabla 9.- Resumen de los resultados obtenidos para el ejemplo 8 (Phleum pratense)
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SDS-PAGE

Transferencia Western

Cacahuete

Lote

ido
Concentracion
final
Factor (veloc. de
adicién)

del polimero
(%)

del residuo
(%)

total (%)

Bandas<100 kDa
Condici

es no

Bandas<100 kDa

Bandas<100 kDa
Condici

Bandas<100 kDa

nor

P

de adicion

Ensayos para establecer a conentracién de
Via c "

polimero

residuo

polimero

residuo

polimero

residuo

polimero

residuo

Depigoid

250808/LP

4,5 mg/ml
0,009 (manual

12,96

57,96

si

Sk

si

si

Depigoid

260808/LP

15 mg/ml
0,03 (manual)

5,85

12,85

si

si

Depigoid

270808/LP

50 mg/ml
0,1 (manual)

49,85

58,45

si

si

Depigoid

020908/LP

4,5 mg/ml
0,009 (100
pl/min;

11,4

53,2

si

si

Depigoid

030908/LP

4,5 mg/ml
0.009 (10 pk/min)

si

si

Depigoid

040908/LP

4,5 mg/ml
0,009 (3 ulimin)

28,6

si

st

Depigoid

230908/LP

10 mg/ml
0,02 (133 pl/min)

41,13

si

no

si

Depigoid

240908/LP

10 mg/ml
0,02 (20 plimin)

42,15

si

no

si

Depigoid

250908/LP

10 mg/ml
0,02 (6,6 pl/min

44

si

si

Depigoid

300908/LP

2,25 mg/ml
0,0045 (100
al/min)

52,65

64,65

s

si

Cacahuete
del proyecto
(frito/crudo)

Depigoid

030309/LP

10 mg/ml
0,02 (100 pl/min)

9,1

46,3

554

si

no

s

s

no

no

Depigoid

030309/LP

10 mg/ml
0,02 (100 pl/min)

9,1

46,3

55,4

si

no

si

si

no

no

* el polimero se perdio

Tabla 2. Efectos de la concentracion final de glutaraldehido y de la velocidad de adicién sobre la polimerizacién
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REIVINDICACIONES

1.- Un proceso para producir un extracto de alérgenos que comprende:

a) poner en contacto un material de origen natural con un agente de extraccion
liquida para producir una mezcla que contiene lipidos disueltos en la fase liquida, y una
fase soélida que consiste en residuos del material de origen que comprenden alérgenos y
proteinas, entre otras muestras bioldgicas

b) someter la mezcla a una primera etapa de separacién para aislar los residuos
del material de origen;

) poner en contacto los residuos del material de origen con un agente de extracto
de alérgenos para producir una mezcla de alérgenoalérgenos/proteinas disuelta en la fase
liquida, y una fase sélida que consiste en residuos no alergénicos,

d) someter la mezcla a una segunda etapa de separacion para aislar los alérgenos
disueltos en la fase liquida, para producir un extracto de alérgenos bruto,

e) someter al extracto de élérgenos bruto a una etapa de eliminacién de fracciones
de bajo peso molecular para eliminar las moléculas que tengan un tamafio molecular
menor que 3,5 kDa, y

f) llevar a cabo la etapa e) hasta que el extracto de alérgenos tenga una
conductividad menor que 1000 uS/cm a 3-5°C para obtener un extracto de alérgenos
nativos purificado.

2.- Un proceso segun la reivindicacién 1, en el que la etapa de eliminacién de
fracciones de bajo peso molecular continia hasta que la conductividad es menor que 500
uS/cm a 3-5°C.

3.- Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende ademas una etapa de tratamiento posterior que comprende:

g) acidificar el extracto de alérgenos nativos hasta pH 2-3,0 y mantener el extracto
acidificado durante 5-30 minutos, seguido de someter al extracto a una etapa de
eliminacién de fracciones de bajo peso molecular para eliminar las moléculas que tengan
un tamano molecular menor que 3,5 kDa, y ajustar el pH a 7,0-8,0 para producir un
extracto de alérgenos despigmentado.

4.- Un proceso segun la reivindicacién 3, en el que el extracto de alérgenos nativos
se acidifica hasta pH 2-2,1.

5.- Un proceso segun la reivindicacién 3, en el que el extracto de alérgenos nativos
se acidifica hasta pH 2,0-4,0.

6.- Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende ademas una etapa de polimerizacion que comprende:

h) poner en contacto un extracto de alérgenos nativos o un extracto de alérgenos
despigmentado con glutaraidehido o formaldehido,

i) someter el extracto a una etapa de eliminaciéon de fracciones moleculares para
eliminar las moléculas que tengan un tamafio molecular menor que 100 kDa, y
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j) llevar a cabo la etapa i) hasta que el extracto de alérgenos tenga una
conductividad menor que 210 uS/cm a 3-5°C y/o estd ausente de glutaraldehido,
determinado mediante barrido de UV o de luz visible, para obtener un extracto de
alérgenos polimerizado o un extracto de alérgenos despigmentado polimerizado.

7.- Un extracto de alérgenos nativos que puede obtenerse segun el proceso de
una cualquiera de las reivindicaciones.

8.- Un extracto de alérgenos despigmentado que puede obtenerse segun el
proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 3 0 4.

9.- Un extracto de alérgenos despigmentado polimerizado que puede obtenerse
segun el proceso de la reivindicacién 5.

10.- Un extracto de alérgenos segun las reivindicaciones 6-8, en el que el material
de origen se selecciona de alérgenos alimentarios, cacahuetes, cacahuetes enteros,
alérgenos aéreos (por ejemplo, polen (polen de arboles, polen de hierbas, polen de
gramineas, polen de cereales), acaros del polvo, hongos, mohos), acaros, alérgenos de
gramineas, arboles y hierbas, alérgenos epiteliales (pelo de animales, caspa de animales,
por ejemplo pelo y caspa de gato, y pelo y caspa de perro), y alérgenos de insectos (por
ejemplo, cucarachas, pulgas, veneno de abejas y de avispas).

11.- Un extracto de alérgenos segun la reivindicacion 9, en el que el material de
origen se selecciona de alérgenos alimentarios (Arachis hypogaea), polen (Alnus
glutinosa, Betula alba, Corylus avellana, Cupressus arizonica, Olea europea, Platanus sp.,
Cynodon dactylon, Dactylis glomerata, Festuca elatior, Holcus lanatus, Lolium perenne,
Phleum pratense, Phragmites communis, Poa pratensis, Ambrosia elatior, Artemisia
vulgaris, Chenopodium album, Parietaria judaica, Plantago lanceolata, Salsola kali, Avena
sativa, Hordeum vulgaris, Secale cereale, Triticum aestivum, Zea mays), acaros del polvo
(Acarus siro, Blomia tropicalis, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides microceras,
Dermatophagoides pteronyssinus, Euroglyphus maynei, Lepidoglyphus destructor,
Tyrophagus putrescentiae), hongos y mohos (Alternaria alternate, Cladosporium
herbarum, Aspergillus fumigatus), alérgenos epiteliales (pelo y caspa de gatos, pelo y
caspa de perros, pelo y caspa de caballos, pelo y caspa humanos, pelo y caspa de
conejos, y plumas), alérgenos de insecto (hormigas, pulgas, acaros, cucarachas, veneno
de abejas, y veneno de avispas).

12.-Un extracto-de alérgenos de la reivindicacion 9, en el que el material de origen
se selecciona de cacahuetes (Arachis hypogaea), polen (O/eé europaea, Parietaria
Judaica, Phrégmites communis 'y Phleum pratense), acaros (Dermatophagoides
pteronyssinus) y material epitelial (caspa de gato).

13.- Un extracto de alérgenos de la reivindicacién 12, en el que el material de
origen es Arachis hypogaea.

14.- Un extracto de alérgenos segun una cualquiera de las reivindicaciones 6-13

para su uso en el tratamiento de la alergia.
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15.- El uso de un extracto de alérgenos de la reivindicacién 13 para el tratamiento
de la alergia a los cacahuetes.

16.- Una composicién farmacéutica que comprende un extracto de alérgenos
segun una cualquiera de las reivindicaciones 12-15.

17.- Una vacuna que comprende un extracto de alérgenos segun una cualquiera
de las reivindicaciones 6-13.
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DISENO INDUSTRIAL [} |’

Comple;:t'a [:’ : ' - Incompleta D

(Art. 119 Decision 446/00)

L]
.

O
O

lndicacifﬁn que se solicita Disefio industrial
Datos dé identificacién del solicitante 0 de la persona que presenta la solicitud

Repres entacxon graflca y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
|
cisefio | ' .

Compro.bante de pago de las tasas establecidas

.Comple:ta [] ' Incompleta ||

' ESQUEMA DE TRAZADO ||| | (Att. 92 Decision 486/00)

OO0

indicacion que se.solicita un esquema de trazado
1

Datos d:e identificacién del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud
i

Represéntacién grafica de un esquema de trazado
1

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D ‘ ' Incompleta D

. '
1
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