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El invento concierne e un procedimisnto para la pre-
peracién de un agente pera la induccidn de una inmunidad pre-
coz o temprana, largaments duradara y acretentada.

Ya es sabido gue oligonucledtidos y polinucledtides
naturales y sintéticos acrecisenten la respuesta da inmunidad
{Braun y otroe en Nucleic Acids Immunology, O.J. Plescia y ¥,
Braun, Springer Verlag Nuova York, pdgina 347 {(1968)).

Tambifn es sabido que polianiones carboxilados, ta-
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les como poli{Acide acriliesc), en presencia de antigenocs au-
menten lss c@lulas formadoras ds anticuerpos en sl bazo asi como
la concentracidn de anticusrpos en sl suers (7. Diamanistein
y otros, Z. Klin. Chem. y Klin. Biochem. 8, pagina £32 (1970)).
8in embargo, la2 raspussta da inmunidad acrscentada
producida por estas sustanciss, noshlsc ®s corte sino que tame
bidn estd limitada predominantemente a la respuesta primaria,
es decir & una respussta de inmunidad, que aparsce despufis
de una primers y dnics sdministracidn del antigenc. Ademds de
sllo, sl aumento %tanto da la respussta ds inmunidad primaris
como también de la respuesta de inmunided secundaria queda
limitadeo a los anticuerpos de la clase 19 S.

Se ha encontrade shora que la sdministracidn de po-
lianiones sulfatados (ésterse de sulfato de polimercs) condu-
ce a un asumento precnz de los anticusrpos cireculantes y cendu-
ce a una concentracidn de anticuerpos screcentada que se cone
serva durante vsrias semenas. A diferencis de los pnlisniones
carboxilados y fosfatados, la adwministracidn de polianiones
sulfatados no s8lo conduce sl auments de la concentracifn de
anticuerpos gue pertenscen a la clase 19 S5, sino también al
asumgnto de la concentracifn de anticusrpes que pertenecen a la
clase 7 S. Ademds de sllc, se inicia la formacifn de anticuex-
pos tanto de la clase 19 S comc tembién de la clase 7 5 en un
momsnio més tempranc en comparacidn con lae compasiciones tege
tigo.

A diferancia de los polinucledtideos, los polianicnes

sulfatados aumsntan tewbi&n en un valor mGltiple ls respuesta
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secundaria, Este efecto de provocecidn de la respuesta secunda-
ria se pusde lograr tantoc con une dosis de antigenos bejs cocmo
tembidn con une dosis de entigence dptima.

Le formecidn de anticusrpos {inmunizscidn) por polia~
niones sulfstados se manifisstz del modo mas intenso en el ca~
so de administracidn de dosis bajas de antigenos en forme de
inysccidn primaria y an farme de inyeccidn secundaria. En un
margen da dosis en sl cusl los antfgenos sflos no producer ni
una respussta primaria tipice ni una respugsitz secundaris ti-
pice, en sl caso de administracidn simultinea de polisniones
sulfatados se llsga & una respusata primaria tfpica y a uns
respussta swcundaria tipica, las cuales respuestes en casa con-
traric sdlo sce pusden lograr con dosis de antigenos Sptiﬁas.

En vl ceso de edministrecién de polianicnes sulfate-
dos con o sin antigenc se llega sdemds a un aumento hasta de
3 vecss de la freccidn de Y-globulinaz en el suero,

Uhjsto desl invento seon por consiguiente egentes para
la induccidn de una inmunidad precoz, largamente dursdere y acre
centada, que consiste en dosis de antigenoc inferiores a ls &p-
tima y 8sterss de sulfatc ds polimeros, asi comp agentes para
aumgntar la defensa sepeci7ica y la defsnsa no especifica con-
tra infecciones becterianas y virales, a base de @sterss de
sulfato de polimeros.

Adsmas, el invento concierne a un procedimiento para
1a induccifn ds la formscidn de anticuerpos en un hussped o
sn un cultivo de tejidos, cerasctexizado porque se aplica un

agente s base de dosis de antfgencs inferioves a la Optima y
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gsteras de sulfato de polimercs, asi como a procadimientos pa-
ra gl aumenta de la defensa especifice y de ls defensa no ece
pecifica contras infeccionss bacterianes y virales, caracteriza-
do porgue se aplice un sgente a base de Ssteres de sulfatoc de
polimexas,

Como antigeros se dsben sntender todas las sustan-
cias que pusden inducir una farmacign de anticuexrpos en un
husaped,

En calided de 8sisres de sulfato de polimerca sntran

an consideracién por sjemplo:

Dextransulfato [fteﬂaﬂa {ﬂse3ﬂa)1.2_7n con un pesc molscular
madio da 500,000 (DSEDB)

Dextransulfate ‘TcﬁaaGB (3583&5)1_2_7n con un psse moleculaz
mnedic de 50.000 (DSsD)

Polivinilsulfate / C, H,(0S04Na)n (Sexve, Heidalberg),
Pentgaansulfato son un peso molscular de 2.800 (5?54),

ademés levansulfato, heparina, Scido cendroitinsulflrice, Bcido
hialurdnico, stc.

La cantidad eficaz de égtexr de sulfato es diferente
para cada pustancia sn particular. En generel son necesariass
dosis de 0,05-200 mg por kg de peso corporal.

tos antigenos y 8stieres de sulfeto del polimero pus-
den.eer asladidos de modo simultineo o en diferenies momentos.
Aai, todavia se obssrvan claros efecons cyando sl #ster de sul-

Tato ¢s administrado hasta 24 horas antes o hasta 24 horas des-

pués de la introduccidn de antigenoc. 5in embsrgo, los mejores
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resultados se obtisnen cuande el antigens y los Zsterss de
sulfato son splicedos de modo simultanwsc o de mcdo sucesivo con
un paguela intervels sntrm las aplicacionss. En sl caso de la
utilizecidn de earitrocitos de carnera en calidad de antigenos,
se aconsejs splicer low dsterss de sulfeato aproximadamente 10
minutos sntes o despuSs de la administracifn de antigenos.

La administracifn en al caso ds un z2nimal de sangre
calients como huesped se puede sfecuar por sjemplo por via
subcuténea, intesperitonsel, intravenoas o por-oral. Las sus-
tancias son administradss de wode general sn sclucidn fisiold-
gica temponada de sal comin.

Los agenies de acuerdo con el invento son sobresa-
liesntemente spropiados como vacunas parxa la induccidn de una
inmunidad precoz, largemente duraders y screcentada, g

Las vacunes poseen la ventsja dp que la dosis de
antigens hs sido disminuida en relacifn con vacunas conocidas cop
parables, Us sste modo se evitan las complicaciones o efectos
secundarios provocados por elesvadss dousis de antigeno.

Ademas, ss sumenten fuertemsnte la defensa sspecifi-
ca y ls defense no especifica contra infscciones bacteriamas y
viralsa. Los &steres de sulfato pueden ser administrados tanto
profildcticamente sn &l caso de paligro ds infsccidn acrecenta-
do como tambi€n en sl ceso de uns infeccidn que ye se ha produci-
do, con el fin do influir entonces favorshlemente sobre sl trans-
cursn de la enfermedsd. Entonces ya no es necesaria ninguna adi-
cidn de entigann. Ademds, los polianiones sulfstados poseen una

astividad antitumoral,
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A partir ds la sangre de animalss, que habian side
traindos con el agente de acuerdo can el invenito se pueden ch-
tener antisusrce. Los entisueros se necesitsn para detezmina-
cicnes inmuncldgicas, per cjemplo de harmonas,

El invento concierns por consiguiente también a un
procedimienta para la obisncifn de antisueros cun glsvada cone
centracidn, qus ssté carscterizads porgue sl -agsnie de scuerde
con 81 invento es aplicado, despufs de 5 hasta 12D dias se re-
tira sangre y se prepara el suers de maners usual.

Los siguienics ejemplos deben pxplicar el invento

con mas detalle.

nPELo

Solugion axa administracidn intraperito o _jntravenesa

a) 180 mg de dextransulfate DS, (Serva, Heidelberg) son disusle
tos en 50 ml de solucidn de sal comin fisiolGgica 0,15 molar
estéril temponads con sulfato & pH = 7,2 (PBS) y son carge-
dog sn ampollas de 0,5 mi cada una.

b) 2 x 106 sritrocitos de carnerp (Hehringwerke, Marburg) son
lavgdos tres veces con PBS y luegu son suspendidos en 0,5 ml

de PES.

EJENMPLO 2

Spluciones pars la administracifn sybcutfnesa.
a) 108 mg de dextrxensultato BSSQ€Surva. Heidelberg) son disuml-
tos en 50 ml de solucidn de sal comdn fisioldgica 0,15 molar

estéril tamponadz con focfato a pH = 7,2 (PBS) y son cargados
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sn ampolles de 0,5 ml cada una.

b) 2 x 108

eritrocitos de cexnero {(Behrimgwerke, Marburg) aon
lavados tres veces con PBS y luegn son suspesndidos en 0,5 ml

de PBS,

EJEMPLD 3
20 ratones blencos de lp raza NMRI recibieron intra-
peritonsalmente (i. p.} 1 mg de dextransulfato Bssnn {Serva,
Heidelberg) en 0,5 ml de solucifn de sal comin fisioldgica
estéril 0,15 moler tamponada con fosfato a pH 7,2 (PBS).
Bespuga de 10 minutos, los animales fusron inmuniza-
dos i.p. con 2 x lﬁs eritroecitos de carnerxoc (Behringwerke, Har-
burg). Los sritrocitos de carnerc fueron lavades prevismants
tras veces con PHS y lumgo fusron suspendidos en (,5 ml de PES,
Otros 20 ratones fusron immunizados i.p. sflo con
2 x 105 sritrocitos de cernera an 0,5 ml de PBS, f
96 horas dsspuis del comienzo desl ensayo se cbtuvie-
ron aueros par puncifn del corazdn., A continuacidn los anime-
lez fumron musrios por decapitacidn y se prepavaron de manera

ususl, =n frio, suspsndicnes de c#lulas ssplénicas {del bazo).

n sygro

La concentracidn de hemolisina anti-eritrocitos de
carnsro sz determind de acuerdo con Sabet y otros (Immunology
1969, 16:1433). Comc concentracifn se indica la mixima dilucidn
de susro que produce unatfemSlisis complsta de los eritrocitos

sfiadidos.
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En los animales tratados con aritrocitos de carnerc
¥y DSgqq se determind unz concentracidn de enticuerpos de 256,
y sn los animales testigo tratados s@lo con sritrocites de care

nexro se detemmind una concentracidn de anticisrpos msnor de B.

En sl bazg

El nimaro de les célulss ssplénicas dirigidas contra
los eritzocitos de cernsro formadorss de anticuerpos 19 S5 y
7 S fue deierminada con sl método de acuerdo con dexrns y otros
(Conference on Cell Bound Antibodies, Editores: B, Amos y
He Koprowski, pagina 109, Wistar Institute Press. Philadelphia
{1963) ).

En los animales tratados con sritrocitos de carrerc
v nssna ss determinaron 65,000 + 10,000 células formadores de
snticuarpos por cada bazo, y sn los enimalee testigu tratados
sélo con sritrocitos de carneru ss detezminaran 41 célules fore
madoras de anticusrpos por cads bazo.

De mansra enSlaga se inmunizaron ratones con sritro-
citos de carnera y 1 mg de BSSB‘ VS o 5P54' Los resultades se-

t&n recopiladoa sn lz Tshla I.
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TABLA I

Eatimulacidn de le formaciln de enticusrpos por polianiones
sulfatados (&stmres de sulfatc de polimeros)

Nimsros de

Grupo 534 las CFAC/ Concentracidn
Polianiones Atoman de 1&6 célulag amers de las ds
sulfatados carhono gsplénicas CFAC/bazo anticusrpas.
BSSDD 1/3 244450 65 000 & 10 400 258
DS /3 210460 58 OG0 + 8 600 128
PYS 1/2 25,6846 6 500 + 1 DOD 32
‘.SP,_SJ1 1/3 71412 15 068 ¢ 3 000 64
Testigos - 2,4 41 <8

CFAC = C#lulas formsdorss de anticusrpos

Concentracidn de anticuerpos 2 concentracifn de anticusrpos que he-

molizen sritrocitos de carnero.

EJEMPLD 4

En un ensayo analogo al Ejemplo 3 se ipvestigd la

dopendencia zon la dosie de 5P54 {inmunizacidn con 2 x 106 sritroci~-

tos de carnero daspufs de difersniss administraciones de SPSA)' Los

resultados se desprenden de la representaciin gréfics sn la figura

1. Con 4 wg de SPSd se deteminan concentreciones y valores de LFP

Sptimos. (CFP = ¢8lulss formadoras de placas = célulms formadoras de

anticusrpos),



10

15

25

- 10 -

EJEMPLO &

En un snsayo anflogo al Ejemplo 3 se investigd le
dependencia con la dosis de Dssnn {inmunizacidn con 2 x 1&6
eritrocitos de carnexo después de difersntes administracio~

nes ds BSSOD)‘ Lo resultados se dasprenden de l2 reprssanta-

cifn gréfics sn la figura 2,

EJEMPLD &

En un ensayc snélogo al Ejemplo 3 se inveatigd la
respussta primaria despus da irmunizacidn con 1 mg de nssﬂﬁ
y difsrentes dusis de antigena [ 2 x 186, 2 x 107 y2x 108
sritrocitos de carners (EC)_7. Los rasultados se desprendsn
da la representacifn grafica {en la figura 1). Lon 2 x 108

hasts 2 x 107 exitrocitos se manifiesta el méximo sfecta.

EJENPLO T

En un ensayo aniloge al Ejemplo 3 v determind lo
respussta secundaria (segunda inmunizecidn sfectusds 30 dies
deepufs de la primera inmunizecidn) despufis de administrscidn
de 1 mg da-BSSQB y de diferentes dosis de entigenos, Los re~
sultadon se desprenden de las rapresentaciénas gréfices {fi-
gurzas 4-6).

E£n la figurs 4 se representa le concentracifén da
anticuerpos hemolizedores de eritrocitos de carnero en el
guerc de los snimales de ensayc {despufis de watsmiento con
eritrociton de carnero y Bsﬁng} y &n las animales isstigo

(dsapufa de tratamiento con eritrocitos de carners).
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{a figura § muestra ls respueste sscundaria en rato-
nes tratados con Bssaa’ que xecibieron en la primera y en la
ssgunda inyecciones 2 x 136 sritrocitos de carnerc.

La figura § mupatra la respussta secundaria en ratoe
nes tratasdos con DSSGE' gue recibisron como primera inyeccidn
une douis de entigeno inferior a la optima (2 x 108 EC) y co-

no segunda inysccidn une dosis de antigens dptima (2 x 108 £C).

EJEMPLD 8
Se svalio de modo separado y cusntitativo el suexp
dis ratonas no immunizados y de retones no inmunirzsdos pern tra-

tados con 1 mg de DS i. p., por electroforésis sobre tiras

500
de acetato de celulose de acuerde con sl miinde de Kohn (Shandan
Instrument Applications 3 Zur Technik der Zelluloseacetat-
Elektrophorese 1965, nimsra 1} (G)). Tal como lo muestra la

figura 7, ls BS.q, suments al dbble is fraccién de Y-globulins,

EJERPLO 9

Coma ajemplo del sfectc de un £stsr de sulfato poli-
marc schre la formacidn ds anticusrpos para otra antigeno (el-
blmine de susro de vacuno = ASV) y con aplicacidén subcuténea
ss ha comparadn al sfecto de DSSBD con el efecto de adjuvante
complisto de FREUND (ACF),

Conejos de un pesso de 2-2,5 kg hen sido inyectados
subcutlneanants en la regidn cervicel con 10 mg/kg de ASV
{Behring-Werke, Marburg) subcut@nsaments, Dtro grupo de conejos

fue inysctado del misme modo, psro con una mazcle de 10 mg/kg
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de ASV con 1 ml de ACF/kg. Un tercer grupo de conejos recibid
10 mg/kg de ASV mezclades con 33 mg/kg de DS509 administrados
del modo arriba descrito. El1 ASV y sl DSSBB fusron disueltos
en cada casc en 1 ml de solucidn fisioldgice de sal comin tame
ponada con fosfato (PBS) a pH = 7,2. Como testigos edicionales
girvisron animales que recibiercn 2 ml de PBS, Las concentra-
ciormes de enticumrpos en sl susrc de los animales han sido
determinades radioinmunoldgicamente despufs de diferentes es-
pacios de tiempo ayudéndose de CATT, del siguisnts modo:

susro diluidoc a 1:1000 con tamp@n de bicarhonato {pH= 9,63 0,5
molaxr) fus sbsorbido en tubiios ds polisstirena y se midid 1a
fijacidn especifica de ASV marcado con 1131 sn las tubitas de
poliestireno recubiertos con antisusro. La radicactividad fijs-
da ha sido medide con un contader de radiaciones (PACKARD) y sa
designa en lo qus sigue como concanﬁraciﬁé de anticuerpos. La
tabla 2 wmuestras los resultades de tel ensayo. Mientras qus los
syeros de los animales que hsbian sido inysctados sdlo con ASV
no tudieron ningln aumento conmensurable da la concsntracién de
anticusrpos en comparacidn con animales no inmunizados, los
animales que habian sido inysctados con una mezcla de ASY y
ACF, tenian el dia 15 despuds ds la inmunizecifin una cancen-
tracidn de 200 y wn el dia 30 une concentracidn de 370. Los
animales tratados con una mazcls de ASV y BSSBB mostraron sn
el dia 15 una concentracidn de 380 y en el dia 30 una concen-

tracifn de 430,
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Figura 1 (Ejemplo 4) Dependencia con la dosis del efecto de SP54
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concentracion de hemolisina

20 ratones inmunizados con leﬂs'eritrocitos de carnaxc {EC)
i.p. (testigo)

Grupos cada uno de 20 ratonss recibieron,l0 minutos antes de
la inmunizacifn con 2x 106 EC, diferentes dosis de SPz, i.ps
CFA = celulas formadoras de anticuerpos
® = tratados con SPSd'

Concentracién de anticuerpos (valor reciproco):

& = tratados con 5P54.

0 = testigos;

A = testigos;

UOIoD.1JUSIU0D
[



Figura 2 (Ejemplo 4) Dependencia con la dosie del efecto de DSy,
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20 ratones inmunizados con 2x106 sritrocitos de carnero (EC)
i.pe {testigos). Grupos cada unc de 20 ratones recibisron,
10 minutos despufs de le inmunizacidn con 2x106 EC, diferen-
tas dosis de DSSDD i.p.

C.FeA = células formadoras de anticuerpos; 0 = testigos

® = tratedos cen DSSBU'



Figuras 3 {Ejemplo 6) 16~
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a) dosis des antigeno 2:106 eritrocitos de carnexo (EC)

b) dosis de antigeno 2x107 EC; c) dosis de antigens 2x10% Ec
0 = inmunizedos; ® = inmunizados y tratados con 1 mg de DSSD
Linea continua = células formadoras de anticuerpos 19 S;
iinea de rayas = células formadoras de anticuerpos 19 S y 7 S.

0

CEA = células formadoras de enticusrpos.
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Figure 4 {con relscidn al Ejemplo T)

Animales testigos fusrsn inmunizados por primera ver con 2x106
sritrocitos des carnero (EC) y 30 dias més tarde de nueve con

2xlﬂﬁ
do, recibieron 15 minutns despuss de la primsra y de le ssgunda

EC i.p. Dtro grupo de ratones, inmunizedos del mismo mo-

inmunizacionea 1 mg de BSEGG iepe

Teatigo = O3 tratado con DSgn, = 63 lines continus = coneentrg

cifin de snticuerpes 19 S y T S; linea de rayas = concsntracidn

’

de anticusrpos T S.
Coordenadas:

1
concentracion
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Figura 5 (con relacién al Ejemplo T)

2.10° -

CFA/BAZO

2-10

’///’

— Dias despues de administracion de 2°AG
— ! |

4 ] 10
fistones son inmunizadeos por primers vez con 2xl0” aritrocitos de carne-
ro {EC} y 30 dias mfs tarde de nuevo con 2x106 EC i.p. Otros retones in

munizados de lz misma maners recibieron 15 minuios despugs de la primo-
ra y de la segunda inmunizacidnes 1 mg de BSgyp dePe

0 = testigos; ® = tratados con DSSQU: linea continua = células formado-
sras de anticuerpos 7 S + 19 S3 1lines de rayas = c#lulss formadoras ds
anticusrpos 7 5. CPA = c8lulss formadoras de anticuerpos.
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figura 6 (con relacidn el Ejemplo T}

Los ratones son inmunizados por primera
vez con leﬂﬁ eritrocitos de carnezo (EC)
// y 30 dias mds tarde con leﬂa EC i.p. Otro

grupo de ratones, inmunizados de la misma
manera, recibieron 15 minutos después de

la primsra y la segunda inmunizacibnes 1 mg
de DSSBU i.p. 0 = testigos; @ = tretados
can DSSBU; 1f{nea continua = CFA 18 S y 7 53
1inea de rayas = CFA = 7 S5; CFA = células

formadoras de anticuerpos.

Dias después de administracion de 2°AG
| L

4 10
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Figura 7 (Ejemplo 8)
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S8 reivindice coms nusvo y ds propis invencidng

1.~ Procedimisnto para ls preperacidn de un agents
pars la induccidn de ung inmunided precoz, largamsnte durade-
ra y scracentads, carscierizado porqus se disuelven de modo
ssparado Sateres de sulfatc de pnlimsros y sntigenos en solu-
cifin fisiolfgica de aal comin tawponada y ss carga b ampollas.

2.~ Procedimiento segiin rejvindicseidn anterior,
caracterizeds porgue dicho sgents consists en dosis de anti-
genos infariores a la Sptims y Sateres de sulfato de polime-
OB

3.~ Provedimisnto segin reivindiceciones anteriores,
caractszizado porque dicho ageants conaiste en dosis de antige-
no inferinres s la Gptima y dextransulfato, polivinilsulfato,
pentosansulfato, levansulfato, heparins, dcido condraitinsulfi-
rica o Scido hialurdnico en colidsd de Sotsres de sulfato de
polimeras.

4.~ Procedimiants segiin reivindicscionss anteriores,
caractsrizado purque dicho sgents puses un contenido de 0,05
haste 20D mg de dstsres de sulfato do polimercs por kg de paso
corpozal.

5.~ Procedimionto sagiin reivindicaciones antariores,
veracterizado porgue para la preparacién de un agents pars au-
wentar la defenss sspecifice y no sspecifica contra infeccianes
bacterisnas v virxsles, so satablece que sa disuelvan gsteres de

sulfato de pulimsxes en solucidn fisioligice ds sal comin
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temponada y se carga en ampollas.

6.~ Procedimiento segin zeivindicaciones anteriores,
caracterizaedo porque el contenido del agente de 0,5 hasts 200
mg de ésterss de sulfats de polimeros por kg de pesc corporal.

7.~-"PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN AGENTE
PARA LA INDUCCION DE UNA INRUNIDAD PRECOZ, LARGAMENTE DURADE-
RA ¥ ACRECENTABAY

Tal coma sp deseribe y reivindica en la presente
Hemoria Descriptiva, que consts de veintidos hojas escritas

a miiquina por una sola cara.
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