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"Procedimiento para la  preparación de un 
agente proteinic o anti-inmunitario".

NATIONAL RESEARCH DEVELOP:¿¿NT CORPORATION, entidad 
inglesa, residente en Elngsgate Hou.se, 66-74 Victo­
r ia  Street, Londres, S. Y/. 1 ., Inglaterra.

Este invento se relaciona con agentes anti- 

-inmunitarios, ú tile s  para prolongar la  vida de los 
in je rto s  homólogos en mamíferos.

En la  actualidad se dedica una atención con- 

5. siderabie a los métodos para el trasplante o in je r-
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to  con éxito de la  p ie l u otros te jidos u órganos desde 

un donador sano a un receptor en e l que las células en 

cuestión están deterioradas o enfermas de algún modo.
Se comprueba sin embargo que existen invariablemente al 
gdn grado de incompatibilidad inmunológica entre e l re­
ceptor y el donador y que e l in je rto  o trasplante que ge 
neraímente resu lta  al aplicarlo , se deshecha o reAsa en 

cuestión de pocos dias. En un in tento  para reducir esta  

incompatibilidad, se ha propuesto la  administración de 
agentes anti-inm unitarios, especialmente azatioprina 

(imidazol-6-mercapto-purina), pero estos agentes tienden 
a ser sólamente efectivos en niveles o dosis tóxicas.

Los agentes anti-inmunitarios proteinicos, sin té­
ticos, se ha comprobado que tienen unas ca rac te rísticas 
más favorables actividad/toxicidad que los compuestos 
hasta la  actualidad utilizados.

Este invento proporciona nuevos compuestos prote i  
nieos en los que una molécula de ribonucleasa se enlaza 
dirécta o indiréctamente, a través de un agente proteini 

co de enlace a una molécula de proteina fisxlOgicamente 
innocua. En e l caso más sencillo  utilizando un agente de 
enlace difuncional, los nuevos compuestos pueden repre­
sentarse por una fórmula general

En la  que X representa ribonucleasa, Z representa la  pro 
teina fisiológicamente innòcua, e Y representa un enlace 
directo o residuo del agente químico de enlace.

El grupo Z puede además es ta r enlazado a través 
de otro grupo Y, a otros grupos X 6 Z aumentando e l ta ­

maño de la  molécula, pero conservando sin embargo la  ac-

X -  Y -  Z I
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t i  vi dad enzimàtica, de la  ribonu.de asa -de" la, que se deri­

va la  molécula. Estos materiales de peso molecular supe­
r io r , pueden representarse por una fórmula general.

X -  Y -  Z -  (Y -  R)n II
en la  que R representa un grupo X o un grupo Z y n repre 
senta un número entero de 1 á 3. Cuando n representa O 
e l material es de la. fórmula I  ante r i or, y los materiales 
preferidos son aquellos en los que n = O ó 1.

Los agentes de enlace polifuncionales son también
susceptibles de uso para unir entre s i las moléculas de 
proteina que proporcionan productos de fórmulas de estruc 
tura más completa, en la  que se realiza e l enlace cruza­
do.

En determinadas circunstancias, es también posible 
unir las moléculas de proteina juntas entre s i, directa­
mente, utilizando un grupo funcional en cada molécula, por 
ejemplo haciendo reaccionar un grupo oarboxilo activado 

en una molécula con un grupo amino de la  otra, en presen­
cia de, por ejemplo, una carbodi-imida para formar una 

amida, o con un grupo hidroxi, para formar un éster. En 
estos productos, e l grupo Y de enlace, representa un en­
lace diré oto y cuando se forma un enlace amida, las dos 
moléculas protelnicas se unen una a otra por un enlace 
análogo que enlaza los ácidos aminicos individuales de 
cada molécula de proteina entre s i.

La ribonucleasa, con preferencia, pero no necesa­
riamente, se deriva de la  especie a que los compuestos 
de este invento han de administrarse. La ribonucleasa 
puede recuperarse de la  orina u órganos internos y puede 

derivarse de orígenes bovinos o porcinos, por ejemplo re
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cuperarse del páncreas bovino Que, en estos momentos, 
representa un origen ú t i l  de ribonucleasa en escala co­
mercial. & acepta <iue la  ribonucleasa no exhibe una se 

lectividad especial para la s  especies y los agentes an- 
ti-inm unitarios derivados de una ribonucleasa proceden­
te de mamíferos, resultarán clínicamente aceptables en 
mamíferos d istin tos.

La otra mitad proteínica 2 de los compuestos de
este invento, ha de ser fisiológicamente innocua, es de 
c ir, ha de ser una proteina carente de actividad espe­
c ia l p ro filác tica  o terapéutica y que pueda administrar 
se a seres en proporciones de dosificación clásica, por 
ejemplo 0,2 mg/kg. de peso del cuerpo, sin cambio apre- 
ciáble en e l metabolismo del individuo. Desde e l punto 
de v is ta  módico, estas proteínas se considerarán normal­
mente como inertes aún cuando posean alguna actividad 
bacteriológica como resultado de su carácter proteínico. 
Los materiales proteínicos adecuados, incluyen las dis­

tin ta s  albúminas, ta le s  como la  albúmina de huevo y la  

albúmina de suero bovino, las globulinas que contienen 
globulina gamma bovina y hemoglobina, los- colágenos so 
lubles y los materiales gelatinosos. La verdadera ribo­
nucleasa es también adecuada como segunda proteina para 

acoplarse a la  primera molécula de ribonucleasa a través 

del grupo de enlace Y. La ribonucleasa tiene un peso mo­
lecular relativamente reducido para una proteina, alrede 
dor de 14. 000, y constituye una proteina fisiológicamen­
te innocua bien conocida por ser rápidamente excretada 

por e l cuerpo de los ratones. La proteína Z puede consi 

derarse como una proteína portadora para impedir que la
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r ib  on mole asa se desprecie. Los materiales proteinicos 
inadecuados, incluyen las d istin tas proteínas fis io ló ­

gicamente activas ta les  como A.C.T.H. (hormona adreno 
co rticortrófica) y los compuestos que contengan este 

cuerpo u otra actividad hormonal.
¿1 grupo de enlace Y puede derivarse de cualquia 

ra  de los compuestos orgánicos simples fisiológicamente 
inertes  corrientemente usados para enlazar entre si mo­

léculas de proteina activa. Corrientemente están constir 

tuidas por compuestos que contienen nitrógeno, y uno de 
los grupos de enlace más corriente para fines esperimen- 

ta le s , es la  4, 4'-bis-diazobencidina que se acopla con 
las  demás moléculas en cada grupo azòico, como en un co­
lorante azòico. Así, en e l caso de las proteínas que con 
tienen tiro sina , ta l  como la  ribonucleasa, se cree que 
la  4, 4'-bis-diazobencidina se acopla a l residuo del ani­
l lo  de tiro sin a , en posición orto con respecto al grupo 

hidroxi. Otros compuestos conocidos como adeouados para 
e l enlace entre si de moléculas de proteina y que pueden 

u tiliza rse  para proporcionar e l enlace Y en los compues­
tos de que se tra ta , incluyen: 1, 3-d iflu o r-4, 6-d in itro - 
benceno, agentes de enlace preferido para productos in­

directamente enlazados, t o lilen-2- 4- d i - i sòcianato, p-fo­
ni lendi amina 1-  ci el ohe x i l - 3-(  2-morfolini 1-  4-e t i l ) -  carb o- 
di-imida metil p-tolueno sulfonato, N -etil-5 -fen il-iso - 

-oxazolio-31 sulfonato (reactivo K de Woodwards) o clo­
ruro cianhri co. Las carb odi-imi das son los agentes de 
enlace preferidos ya que permiten que las dos moléculas 
de proteina se enlacen entre si directamente a través de 

uno o más enlaces amida. Estos productos no contienen



grupos de enlace "anómalos" y se espera que sean más 
- aceptables para e l individuo que los recibe.

Los compuestos de este invento, pueden preparar­
se colocando juntas la s  dos moléculas de proteina X e Y 

5, en presencia del agente de acoplamiento Y en condiciones
ta le s  que la  molécula X se acople a la  molécula 2 direc­
ta  o indirectamente, a través de Y. Los compuestos pre­

feridos de este invento, en los que X y Z representan 
proteínas d is tin ta s , son aquellos en los que una molácu- 

10. la  X enlaza, a través de una molécula Y, a una molécula
Z, por ejemplo de la  fórmula I ,  y cuando Z es una albú­
mina, e l producto tiene un peso molecular de 80.000 
aproximadamente. Los productos de mayor peso molecular 
pueden obtenerse cuando más de una molécula X 6 Z se acó 

15. plan juntas modificando la  proporción de reactivos, y
quizá también utilizando agentes de enlace trifunciona­
les. Los reactivos, idealmente, han de hallarse presen­
tes  en cantidades equimoleculares para, productos de la  
fórmula I ,  pero a menudo es necesaria alguna desviación 

20. de estas cantidades ideales, para perm itir las diferen­
tes reactividades de X y Z en la  reacción de acoplamien­
to.

En e l caso de usar la  verdadera ribonucleasa como 
proteina Z fisiológicamente innòcua, los compuestos pre- 

25. feridos son los de fórmula I I  en los que n =1 preparados
por la  reacción de ribonucleasa y agente de enlace difun 
cional en una relación molar de 3:2.

En e l caso de que e l agente de acoplamiento sea 

la  4, 4'-dis-diazobencidina, e l acoplamiento en orto con 
e l grupo hidroxi en e l residuo de tiro sin a , se realiza30.
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fácilmente en c ondi cion&s"alcalinas. ñor ejemplo alre­
dedor de pH 9 -  10. Estas condiciones alcalinas se pre 

fieren también cuando se u til iz a  e l difluordinitroben- 
ceno, corno agente de enlace, pero los demás agentes de 
enlace, antes citados, experimentan la  reacción más fá 
oilmente en solución neutra.

Los compuestos de este invento pueden separarse 

de los reactivos de peso molecular in ferio r, y de las 
gomas y resinas de peso molecular superior, por técni­
cas cromatográficas y por técnicas de f iltrac ió n  de ge­

lee utilizando los d istin tos "tamices moleculares" en 
la  actualidad disponibles. Estos "tamices" pueden usar­
se para separar mezclas de componentes de pesos molecu­
lares d istin tos y pueden obtenerse productos de fórmula 
I en estado de muestras cromatogràficamente puras. Uno 

de estos tamices adecuados, es e l Sephadez GrjoO suminis 
trado por Farmacia de Upsala, bue eia lue separa la  ribo 

nucleasa sin reaccionar, de la  ribonucleasa acoplada.

Los compuestos de este invento, se precipitan por e l anti 
cuerpo de la  ribonucleasa, aán cuando los compuestos es 
ten casi lib res de ribonucleasa sin acoplar, la  reten­
ción de la  actividad enzimàtica, es un rasgo caracterís­
tico  de los compuestos de este invento. *

Otros aspectos de este invento, incluyen composi­
ciones farmacéuticas lue comprendan un diluyante o sopor 
te farmacéuticamente aceptable junto con compuestos an- 
ti-inm unitarios, como antes se describe, en los lue 
una molécula de ribonucleasa se enlaza; por un agente de 
enlace protelnico, a una molécula de proteina fisio lóg i­
camente inerte . El método preferido de administración es
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la  vía parenteral y e l diluyante preferido es un di Lá­
yente inyectable, por ejemplo un suero fisiológico api 

rógeno. Otro nuevo aspecto de este invento, proporciona 
un método para prolongar la  vida de los in je rto s  homólo 
gos en mamíferos, que comprende e l administrar una com­

posición farmacéutica ta l  como se ha definido, a l indi­
viduo tratado, aproximadamente en e l  momento de in tro ­

ducir e l in je rto  homólogo. ¿1 compuesto, con preferencia 
se introduce parenteralmente en e l individuo, convenien­

temente por inyección intravenosa de una composición ta l  
como acaba de indicarse, pocas horas o días antes de in  

troducir e l in je rto  homólogo. Puede ser preciso adminis 
t ra r  nuevas cantidades del compuesto, en e l periodo que 
sigue al trasplante o in je rto , cuando, en ausencia de 
agente anti-inm unitario, se presenta normalmente e l re­
chazamiento o expulsión de in je rto , La necesidad para es 
ta  terap ia de conservación puede evitarse por un régimen 

de inyección modificado, en e l que las células del in ­
je rto  homólogo a trasp lan tar, se introducen en e l ind i­

viduo en tratamiento en una o preferentemente dos ocasio 
nes, aproximadamente al mismo tiempo que e l agente an ti- 
-inmunitario. be comprueba que siguiendo este tratamien­

to , e l individuo tratado adquiere una tolerancia a la  
protaina extraña, de ta l  modo que existe una respuesta 
inmune despreciable cuando se realiza la  trasplantación 
o verdadero in je rto .

Las proporciones típ icas de dosificación de estos 
agentes anti-inm unitarios, son de 20-100 mg/kg. peso del 
cuerpo por ribonucleasa trímera, o sea, compuestos de 

fórmula I I  en los que n = 1 y X,Z y R representan ribo-
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nucleasa y 3OO/6OO mg/kg. de peso del cuerpo para r i -  
bonu.deasa/albdmína, o sea, compuesto de fórmula I .

Un los ejemplos siguientes se fa c i l i ta  para 
aclarar los varios aspectos de este invento.

BjBiiPLO 1 -  Acoplamientos con 4.4'-bis-diazobenciáina
Se prepara 4,4'-bis-diazobóncidina (BDB) por 

diazotación de 45 mg. de bencidina oon 36 mg. de n i t r i ­
to sódico, en 10 cc. de ácido clorhídrico al 3 %. Los 
reactivos se enfrian a 4^C. antes de mezclarse, y lue­

go se mantienen a 7 -  8°C durante una hora. A continua­
ción se añade 0 ,1 cc de la  solución BDB a 2 moles de 
proteina disueltas en 5 cc. de amortiguador o solución 
tampón de glicina/ÑaOH/í'IaCl (0,8 H de glicina, 0,2 M 
NaCl y 0,2 M de NaOH) a 4°C. con agitación enérgica, 
evitando la  formación de espuma. La proteína es una mez 
ola Q.ue contiene 10 mg. de ribonucleasa (RNasa) y 100 
mg. de albúmina de suero bovino (BSA). Al cabo de 10 mi 
ñutos, se ajusta el pH a 5 con HC1 N/l y la  mezcla se 
calienta a 37°C. durante 30 minutos, después de añadir 
un volámen igual de acetato tampón 0 ,1 M. ¡ü& se omite 
e l caldeo, se forman burbujas de nitrógeno en el gel 
cromotográfico. La separación de la  fracción proteínica 
se lleva a cabo en una columna Sephadex G100 de 50 x 2,5 
cm., en NaCl O,1 M. Se recoge e l material sobrenadante y 
se calcula la  concentración de RNasa y de proteina, en 
e l complejo RNasa/BSA.

ás ta  reacción de acoplamiento, se repite u t i l i ­

zando proporciones molares equivalentes de globulina 
gamma humana (HGG) y ovalbdmina (OA) para proporcionar 
complejos correspondientes RNasa/RGG y RNasa/OA.
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Además, se prepara un complejo RNasa/ídVasa.(poli-

RNasa) por e l método general antes descrito, en e l que.
se añaden 0,5 cc. de solución BDB a 100 mg. de RNasa.

oTodos loa complejos se conservan a 4 0. En todos e llo s, 
las moléculas de proteina están enlazadas entre sí a 
través del sistema bis-diazobencidina.

EJEtiPLO 2 -  Acoplamiento con difluordinitrobenceno
Se disuelven 100 mg. de ribonucleasa pan­

creática bovina en 10 cc. de NagCOj 0,05 M y se conser­

va a 20°C. A esta solución se añaden 0,12 cc. de una sjo 
lución al 1 % de difluordinitrobenceno di suelto en meta 
nol absoluto seco. La adición se hace rápidamente, con 
enérgica agitación, para asegurar la  mezcla rápida, y 
luego se deja la  mezcla a 20°C durante una hora con lo 
cual e l pH desciende a 4,5 por adición de ácido acético 
4M. El producto se cromatografía a continuación en una 

columna Sephadex G100 de 60 x 5 cm., equilibrada con 
NaCl 0,15 M. El cuerpo sobrenadante y una parte superior 
siguiente, correspondiente a un peso molecular de 40 á 
50. 000, se recogen. Esta segunda parte superior contiene 
ribonucleasa trímera, o sea X-Y-X-Y-X en la  que X repre­

senta ribonucleasa, e Y representa un grupo d in itro fen i- 
leno, y la  parte superior se cree que contiene ribonu­
cleasa pentámera y polímeras superiores. Las dos muestras 
se concentran por u l t ro.filtración  y se ensayan para su 
ac tiv i dad anti-inmunit ari a.

En otros experimentos se disuelven 100 mg. de a l­

búmina de suero bovino y 10 mg. de ribonucleasa de jugo 
pancreático bovino en 11 cc. de carbonato sódico al que 

se le agrega 0,4 cc. de solución de difluordinitrobence-

-  10 -
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no. El producto se separa nuevamente en una columna 8ep- 
hadex 0 100 y la  parte superior se recoge dando un pro­
ducto de albúmina ribonucleasa. Empleando 55 mg. de glo­

bulina gamma bovina, en lugar de albúmina se prepara en 
forma sim ilar un complejo de globulina ribonucleasa. Los 
complejos se comprueban con respecto a su actividad an ti- 
-inmunitaria. En todos estos complejos las moléculas se 
enlazan entre si a través del sistema de anillo  dinitro- 

fenileno.
EjnmPLO 3 -  Acoplamiento con tolilen-2,4-di-isocianato

100 mg. de albúmina de suero bovino se disuel 
ve en 5 ce. de fosfato 0,1 M amortiguador de un pH de 7 , 

y se enfrian a 15°C. Se añaden 0,17 cc. de to lilen-2 ,4 - 
diisocianato, y la  mezcla se agita sin formar espuma du­

rante 3 horas. A continuación se agregan 5 cc. de carbona 
to sódico, 0,15 11 que contengan 10 mg. de ribonucleasa de 
jugo pancreático bovino, y la  mezcla se agita durante 

otras dos horas. La mezcla se enfria a continuación a 4°C. 
y se separan los cris ta les  de diisocianato solidificados 

y no utilizados. La solución sobrenadante, se ajusta a un 
pH de 7 con ácido acético y se separan por cromatografía 
Sepahdex, como se describe en los ejemplos 1 y 2; la  par­

te superior se recoge y se concentra para proporcionar un 
complejo albúmina/ribonucleasa, que se ensaya. Se rea liza  

un experimento análogo utilizando 55 mg. de globulina 
gamma bovina, en lugar de albúmina, para proporcionar un 
complejo de globulina/ribonucleasa. En todos estos comple 
jos, las moléculas de proteina se enlazan entre si a tra ­

vés del sistema de an illo  to lilén ico .
EJEMPLO 4 -  Acoplamiento con reactivo IVoodwards K
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A una mezcla de 100 mg. de albúmina de suero bovi 
no y 10 mg. de ribonucleasa de jugo pancreático bovino 

dLsuelta en 11 cc. de NaCl 0,2 M ae añaden 4 mg de N-etil- 
-fen ilisoxazo lio -3- sulfonato (reactivo K de Woodwards).

El pH se ajusta a 7,2 con NaOH, 1 N y la  solución se agi­
ta  durante 24 horas a la  temperatura ambiente. El produc­

to  se cromatografía a continuación en Sephadex como se 

describe en los ejemplos 1 y 2 y la  parte superior se 
concentra para dar un complejo albúmina/ribonucleasa. En 

otros experimentos, la  albúmina se sustituye por 55 mg. 
de globulina gamma bovina, o 10 mg. de ribonucleasa, para 
proporcionar los complejos globulina/ribonucleasa y poli- 
ribonucleasa correspondientes. En todos estos complejos, 
las moléculas de proteína están enlazadas directamente 

como amidas.
EJEMPLO 5 -  Acoplamiento con carbodi-imidaionica

Se repite e l método descrito en e l ejemplo 3; 

utilizando 1,5 mg. de 1-ciclohexil-3-(2-m orfolinil-(4)- 
etil)-carbodi-im ida metil-p-toluenosulfonato, en lugar del 

reactivo de Woodwards, para dar complejos albúmina/?ibonu 
cleasa, globulina/ribonucleasa y poliribonucleasa. En to­

dos estos complejos, las moléculas de proteína se enlazan 
directamente como amidas.
EJEMPLO 6 -  Acoplamiento c.on b is-diazo-p-fenilendiamina 

Se repite e l método descrito en e l Ejemplo 1 

para e l acoplamiento con bis-diazo-bencidina, utilizando 

una solución de bie-diazo-p-fenilendiamina de la  misma 
concentración molar, que se prepara por diazotación con 
n i t r i to  sódico en HC1 de la  mitad de la  cantidad de p-fe 
n i len d i amina con respecto a la  de bencidina, para propor-
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clonar complejos albdnñna/rib onucleasa, globulina/^ibonu 
cleasa y poliribonucleasa. ün todos estos complejos, las 

moléculas de proteina se enlazan entre sí a través del 

sistema de anillo  fenilénico.
Caracterización de los complejos -

Todas las preparaciones obtenidas utilizando al­
gún agente de enlace contienen actividad proteinica y de 

ríbonucleasa. Las preparadas con carbodi-imidaiOnica, o 
Woodwards K o toluendiieocianato, son incoloras. Los com 
piejos, obtenidos con reactivos di azoicos son amarillo-ro 
jizas , y con difluordinitrobenceno, amarillo-verdosas.

Los espectros tienen todos absorciones máximas a 
280 mu, a causa del contenido de ácido snn.no aromático, 
pero pueden tener también absorción debida al egente de 
acoplamiento.
Agente de acoplamiento Máxima mu mínima mn
carb odi-imi da 280
Woodwards K 280
t  oluendii a oci anat o 280

difluordinitrobenceno 280 310
350 390410

bisdiazobencidina y 280 335
bisdia.zo-p-fenilendiamina 400

relación 350/400 ev-h-in.
ci ón

difluordinitrobenceno 1.8
reactivos diazoicos 0.74
otros reactivos usados 1.0
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La actividad enzimàtica de los complejos prepara 

dos en los ejemplos 1 á 6, se confirma e l siguiente aná 

l i s i s  de ensayo de difusión en gel. Se llenan discos de 
poliestireno, de R etri, hasta una profundidad o espesor 
de 3 mm., con una solución de agar al 1 % (lonagar nS 3) 
a la  Que se ha añadido, dsspuás de enfriar a 45 °C, una 
decima del voi Amen de una solución al 2 % de levadura co 

mereiai RNA en acetato 0,1 M tsmpón de un pH de 5. En e l 
gel después del cuajado, se practican o rific ios de fondo 

oerrado, y se llenan con las muestras sometidas a ensayo. 
Las placas se incuban durante 18 horas a 37°C, y la  RNA 
sin d ir ig ir , se precip ita en el gel llenando los discos 

o placas con una solución a l 0,24 % de acetato de uranio 
en ácido triclo roacético  al 1,25 %. Los diámetros de las  
monas claras alrededor de los o rific io s, se miden y se 
u tilizan  para calcular la  relación de enzima en las muejs 
tra s  desconocidas y normales. El diámetro de las  zonas 

es proporcional a la  ra íz  cuadrada de la  concentración de 
enzima y se usa para comparar la s  muestras desconocidas 
con RNasa normales.

Utilizando este ensayo, la  concentración enzimàti­
ca de todas las preparaciones complejas, antes descritas, 

se ajusta para que sea equivalente a 30 g/cc. RNasa de 
jugo pancreático bovino (Koch-ligero 4x recristalizado). 
Respuestas anticuerpos

Se inmunizan intravenosamente ratones de cepa A, 

con 0,1 cc. de hematíes al 10 % de carnero, 0,01 cc. de 

vacuna TAB, ó 0,1 cc. de hematíes de ra ta  a l 50 % marca- 
dos con  ̂ Or. Los animales se sangran a los 6 días y e l 

suero se separa. Se miden las  hemaglutininas por dilucio
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nes en serie en volúmenes de suero salino, tamp onado con 
barbitona, de 0,1 cc. del suero, en tubos de po liestire - 

no de 5 x 35 mm- A cada tubo se le añaden 0,02 cc. de 
hematíes de carnero al 2 %. Después de haber leído las 
titu laciones de hemaglutinina, se añade a cada tubo 1,5 

MHD de complemento de cobaya, absorbido con hematíes de 
carnero. Al cabo de dos horas de incubación a 37 °C, se 

registran las titu laciones de hemolisina.
La eliminación inmune de las células de ratones 

marcados se descubre por medición de la  radioactividad 
en muestras de sangre d iarias, por punción re tro -o rb ita l. 
Las aglutininas antitifó ideas H se calculan 8 días des­
pués da la  inmunización.
Anticuerpos -para hematíes de carnero

Cuando se administran intravenosamente una dosis 
sencilla de 0,4 mg. de BSA-RNasa en solución salina an­
tes del antigeno, se comprueba que existe un efecto so­
bre la  respuesta a las células de carnero y TAB, pero no 
a las células de ratón. Existe un período óptimo de al­
rededor de 10 á 20.horas antes del antigeno, en e l que 

proporcionan e l BSA/RNasa. Utilizando una inyección sen­
c i l la  de RNasa/&SA 16 horas antes de las células de car­

nero, las titulaciones de hemaglutinina hemoaglutinina y 
hemolisina, son sólo justamente elevadas como en los ani 
malea que no se han preparado con antigeno. (Ver Tabla I 
siguiente). Con la  inyección de ribonucleasa sin acoplar 
no se presenta efecto sobre la  respuesta inmune.

Que las titu laciones reducidas obtenidas a los 6 

días no se deben a retrasos con las respuestas anticuer­
po, se demuestra en la  Tabla I I  siguiente en la  que se
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observa que las titu laciones máximas males tra ta ­
dos y de control, se ve que se presentan a l mismo tiem­
po despuás de la  oposición antigena. Utilizando un in­
tervalo de 16 horas entre e l RNasa/complejo y e l an ti^ . 

no, se obtienen resultados análogos utilizando antigeno 
de células de carnero con otras preparaciones de comple 

jos de RNasa. Se resumen en la  Tabla 4 siguiente. 

Anticuerpos para fiebre tifo idea  y antigeno
H1 efecto de una inyección sencilla de BSA-RNaaa 

en solución salina, sobre la  respuesta a la  vacuna TAB, 
se indican en la  Tabla 3 siguiente. Lo mismo que en las 
células de carnero, existe una supresión casi completa 
de respuesta anticuerpos cuando la  inyección se adminis 
tr a  16 horas antes del antigeno, y un efecto menos sig­

nificante cuando se administra 1 ó 24 horas antes del an 
t i  geno.

Eliminación de hematíes de ratón
Una dosis sencilla de cualquiera de los comple­

jos, no fuá suficiente para impedir la  eliminación inmu 
ne de hematíes de ratón, ni para impedir la  aparición de 
anticuerpos en 6 días. Sin embargo la supresión se pre­

sentó cuando se usaron dosis múltiples de complejos 
RNasa.

-  16 -
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T A B L A  i

Tratamiento N9 Media geometri ca titulaciones
ra t one s hemoaglutinina he moli sina

S.E. S.E.
hematíes carnero 20 812 94 1420 126

ninguno 20 9,2 3,7 8 -
id.

BDB acoplado con 
RNasa/BSA 20 9,4 2,9 8 -

T A B L A  2

Tratamiento NS
ratones Media geometrica titulaciones

he moaglut inina
día 6 dia 9 dia 12

hematíes carnero 20 co !\3 1050 795
tt n

BDB acodado con 
RNasa/BSA 20 3,6 4,1 3,1

T A B L A  3

Tratamiento NS Media geometrica titulaciones
ra t one s aglutinina Anti S tiphy H S.E.

Ninguno 10 1,75 0,25

TAB 20 25,0 3,8

TAB
RNasa/BSA

30 1,78 0,27

T A B L A  4

Tratamiento Ns
ratones

Media geometrica titu laciones 
hem oaglut inina

Ninguno 20 10,2 4,1

hematíes camero solo 20
" " y

RNasa

850 84

920 92(1.0 mg. ) 20



TABLA 4 (continuación)

Tratamiento ' NS
ra t one s

Media geométrica titu lacione 
hemoaglutinina

hematíes carnero y 
BDB enlazado con 
RNasa/BSA (0,8 mg) 40 9,6 4,8
hematíes carnero y 
BDB enlazadas con 
RNasa/BGG (0,83 mg) 20 11,6 4,3
hematíes carnero y 
BDB enlazadas con 
RNasa/OA (0,78 mg) 10 9,5 4,0

hematíes carnero y 
BDB enlazado con po 
li-RNasa (0,3 mg) 30 8,6 4,6

hematíes camero y 
poli-RNasa (2 mg)
enlazado usando p- 
fenilendi amina 10 11,2 2,4

enlazado usando di 
flúor dinitrohenceno 10 3,0 0,8

enlazado usando car 
b odi-imi dai Oni ca 8 18,6 7,1

enlazado usando reac 
tivo  Woodwards K 10 12,0 2,9

hematíes de carnero y 
Albúmina/RNasa (4 mg)
enlazado usando p-fe- 
nilendiamina 10 9,6 1,9

enlazado usando di- 
fluo rd in itr obenceno 10 2,8 1,4

enlazado usando car 
b odi-imi da iónica 10 23,3 4,6

enlazado usando rea.c 
tivo Woodwards K 10 14,8 6,7

enlazado usando to li 
lendiisoci anato 9 45, 5 8,8



Tratamiento NB Media geométrica titulaciones
-------------- - ratones _________ hemoaglutinina____
hematíes de carnero 
y gl obulina/&Nasa (4 mg)

enlazado usando p-fe-
ni lendi amina 10 1ó,2 6,0
enlazado usando di- 
fluor di ni t r  obenceno 28 6,6 2,3
enlazado usando reac­
tivo  Woodwards K ó 21,0 8,4
enlazado usando to li-  
lendiisoci anato 8 48 10,5

5.

10.

15.

Traban o in je rto  piel
(a) -  be suministran dos inyecciones intraveno­

sas de 2,5 mg. de complejo ribonucleasa y albúmina de 
suero bovino enlazados utilizando difluordinitrobence 
no con soluciones fisio lógicas salinas, a cepas "A" de 
ratones, cada dos días después de dos inyecciones in tra  

venosas de células nodales de lin fa  Cyi con 4 días de 
in tervalo entre e lla s . Luego los animales se ensayan 
para la tolerancia, aplicando un in je rto  de p ie l Ĉ H.
No se suministra otro tratamiento con e l in je rto . Nor­
malmente esta  combinación de cepas da por resultado e l 
desprendimiento del in je rto  en 8,5 días *4 0,5. Los ani 
males tratados retienen, todos, los in je rto s durante
20 días, 2/10 durante 25 días y 1/10 parece ser más to 
lerante con e l in je rto , todavía sano después de 26 días.

(b) -  En una combinación análoga de piel de ra­
tón en la  que los in je rto s se desprendieron en 8 días,
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20 animales recibieron inyecciones intravenosas de 
complejo de albúmina de suero bovino/rebonucleasa, pra 
parado con BDB (25 mg. en solución fisio lógica en cada 
inyección) diariamente durante 12 dias. 16/20 in je rto s  

sobrevivieron 20 dias y 4 sobrevivieron 8 meses y me­
dio, a los que se mataron los animales y se examinaron 

histológicamente los in je rto s. Estos estaban casi nor­
males sin evidencia de desprendimiento.

(c) -  Cuatro días antes de transplantar los r i ­

ñones en perros, se suministra una inyección intraveno 
de

sa/complejo de albúmina de suero bovíno/ribonucleasa 
enlazados con BDB. El material se Inyecta en suero sa­
lino fisiológico a razón de 170 mg/kg. de peso del cuer 
po. Los 6 perros sobrevivieron durante más de dos sema­
nas con buena función renal, muriendo de enfermedad 
sin  evidencia de desprendimiento.- o infecciones qui­
rúrgicas, a los 15-17 dias. Sólo tre s  perros mostraron 
evidencia de desprendimiento. Solamente 1/t) de los pe­

rros de control no acusaron desprendimiento de su r i ­
ñón durante ó dias.

(d) -  Cuatro dias antes del in je rto  de riñón y 
e l dia del in je rto , se administra a los ratones prepa­
rados, complejo de albúmina de suero bovino/ribonuclea- 
sa, o complejo de poliribonucleasa, enlazados por BDB, 

en dosis que, en e l caso de la  poliribonucleasa supri­

mían las respuestas a la  hemoglutinina de las células 

de carnero, casi por completo, y en e l caso de comple­
jo de albúmina, alrededor del 60 %. Los ratones tra ta ­
dos con complejo de albúmina, no desprendían los r i ­

ñones en menos de 16 di as, pero todos los desprendían30.
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a los 18 días. Los otros grupos de ratones sobrevivía 
ron 19, 22, 22 y 42 dias. Todos los in je rtos de con­
tro l  se desprenden 8 dias después del trasplante.

- N O T A -

Descrita suficientemente la  naturaleza del in­
vento, asi como la  manera de rea liza rlo  en la  prácti­
ca, debe hacerse constar que las disposiciones ante­
riormente indicadas, son susceptibles de modificacio­

nes de detalle en cuanto no alteren su principio fun­
damental. También se hace constar que e l invento co­
rresponde a una, Solicitud de Patente presentada en In 
g la terra  con fecha 12 de octubre de 1966 y bajo el 
ndmero 45695/66; acogiéndose por lo tanto a los benefi 
cios que conceden los Convenios Internacionales en vi­
gor, siendo lo que constituye la  esencia del referido 
invento y por lo que se so lic ita  Patente de Invención 
por 20 años en España, sobre: "PROUEDIIUENT0 PARA LA 
PREPARACION Ib UN AGENTE PROTEINICO ANTI-INmUNITARIO"; 

caracterizándose por lo  siguiente:
1s.- "Procedimiento para la  preparación de un 

agente proteinico anti-inmunitario", caracterizado por 
que se hace reaccionar una ribonucleasa con una protei 
na fisiológicamente inocua, en presencia de un agente 
proteinico de enlace, de manera que la  ribonucleasa se 
enlace dirécta o indirectamente, a través del agente 
de enlace proteinico, a la  proteina fisiológicamente 
activa.

23.- Procedimiento según la  reivindicación 1a, 
caracterizado porque e l agente proteinico de enlace as 

difuncional y las proporciones molares de los reactivos



son ta les  que e l producto resultante tenga una formula 
general

X-Y-Z-(Y-R)n
en la  q.ue X representa ribonucleasa, 2 representa la  

proteina fisiológicamente innocua, R representa un gru 
po X 0 2, Y representa un enlace directo o e l residuo 
del agente proteínico de enlace, y n es 0 0 1.

33.- Procedimiento según la  reivindicación 23, 
caracterizado porque como reactivos se emplean ribonu- 
claasa y e l agente proteinico de enlace está  presente 
en una relación molar que proporciona un producto t r í ­
mero de ribonucleasa, de fórmula 

X-Y-X-Y-X
en la  que X e Y tienen los significados indicados mas 
arriba.

43.- Procedimiento según la  reivindicación 23, 
caracterizado porque como reactivos se emplean ribo­
nucleasa, una albúmina o una globulina y e l agente pro 
tein ico  de enlace está presente en una relación molar 
q.ue proporciona un producto, de fórmula

X-Y-Z

en la  que X e Y tienen los significados indicados mas 
arriba, y Z representa una albúmina o globulina.

53.- Procedimiento según cualquiera de las re i­
vindicaciones anteriores, caracterizado porque como r i  

bonucleasa se emplea una ribonucleasa pancreática de 
orina.

63. -  Procedimiento según cualquiera de las r e i­
vindicaciones anteriores, caracterizado porque como



proteina f i  si ol ógi cernente innocua se emplea albúmina 

de suero bovino.

7s . -  Procedimiento según cualquiera de las re i­
vindicaciones anteriores, caracterizado porque como 

5. agente proteinico de enlace se emplea uno elegido del
grupo consistente en 1, 3-d iflu o r-4, 6-dinitrobenceno; 

4, 4'-diazobencidina; p-fenilendiamina; to lilen -d iiso - 
ci anat o; 1- ci e lohe x i1- 3- ( 2-mor fe lin i1- 4-e til)-ca rb  odi- 
-imida p-tolueno sulfonato y N -etil-5-fenil-iso-oxazo- 

10. lin o -3' su lf onato reactivo Woodwards K.

83.- "Procedimiento para la  preparación de un 
agente proteinico anti-inmunitario", ta l  y como queda 
sustancialmente descrito en la  presente memoria.

Esta memoria consta de 23 hojas escritas  a má-
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