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El invento concierne a un procedimiento para la pre­

paración de un agenta para la inducción de una inmunidad pre­

coz o temprana, largamente duradera y acrecentada*

Ya es sabido que oligonuclaótidos y polinueleótidos 

naturales y sintéticos acrecientan la respuesta da inmunidad 

(Braun y otros en Nuclaic Acids Immunology, O.J. Plascia y L'. 

Braun, Springor Verlag Nueva York, página 347 (1968)).

También es sabido que polianionee carboxiladoa, ta-
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las como poli (acida ecrilico), en parecencia de antigenos au­

menten lee células formadoras de anticuerpos en el bazo asi como 

la concentración da anticuerpos en el suero (T. Diamantstein 

y otros, Z. Klin. Chem. y Klin. Biocham. página 632 (1970)),

Sin embargo, la respuesta da inmunidad acrecentada 

producida por estas sustancias, no sola es corta sino que tam­

bién está limitada predominantemente a la respuesta primaria, 

as decir a una respuesta de inmunidad, que aparece después 

de una primera y única administración del antigeno. Además de 

ello, si aumento tanto da la respuesta de inmunidad primaria 

como también de la respuesta de inmunidad secundaria queda 

limitado a los anticuerpos de la clase 19 S.

Se ha encontrado ahora que la administración de po- 

lianionea sulfatados (ásteres de sulfato da polímeros) condu­

ce a un aumento precoz de las anticuerpos circulantes y condu­

ce a une concentración de anticuerpos acrecentada que ee con­

serva durante varias semanas. A diferencia de loa polianicnes 

earbsxiladas y fosfatados, la administración de poiianiones 

sulfatados no sólo conduce al aumento da la concentración de 

anticuerpos que pertenecen a la clase 19 S, sino también ai 

aumento da la concentración de anticuerpos que pertenecen a la 

elaae 7 5. Además da ello, ee inicia la formación de anticuer­

pos tanto de la slasa 19 5 como también de la clase 7 5 en un 

momento más temprano en comparación con las composiciones tes­

tigo.

A diferencia de los polinuclsótidos, los poiianiones 

sulfatados aumentan también en un valor múltiplo la respuesta



- 3 -

secundaria. Esta afecta da provocación de la reapuesta secunda­

ria se puede lograr tanto con una dosis de antigenos baja ccao 

también con una dosis de antígenoe óptima.

La formación da anticuerpos (inmunización) por polia- 

S nionea sulfatados se manifiesta del modo más intenso en el ca­

so de administración de dosis bajas de antigenos en forma de 

inyección primaria y en forma de inyección secundaria. En un 

margen da dosis en el cual los antigenos solos no producen ni 

una respuesta primaria tiplea ni una respuesta secundaria ti­

lo pica, en el caso de administración simultánea de polianiones

sulfatados se llega a una respuesta primaria tipiea y a una 

respuesta secundaria tipiea, las cuales respuestea en caso con­

trario sólo se pueden lograr con doeia de antígenoe óptimas.

En el caso de administración de polianiones sulfatá­

is dos con o sin antigene se llega además a un aumento hasta de

3 veces de la fracción de t-globulina en el suero.

Objeto del invento son por consiguiente agentes para 

la inducción de una inmunidad precoz, largamente duradera y aere 

cantada, que consiste en dosis de antigeno inferiores a la óp- 

20 tima y ásteres de sulfato de polímeros, asi como agentes paro

aumentar la defensa especifica y la defensa no especifica con­

tra infecciones bacterianas y virales, a base da ásteres de 

sulfato de polímeros.

Además, el invento concierne a un procedimiento para 

25 la inducción de la formación de anticuerpos en un huésped o

en un cultivo de tejidos, caracterizado porque se aplica un 

agente a base de dosis de antígenos inferiores a la óptima y



esteres de sulfato de polímeros, asi como a procedimientos pa­

ra el aumento de la defensa específica y de la defensa no es­

pecifica contra infecciones bacterianas y virales, caracteriza­

do porque aa aplica un agente a bese da esteres de sulfato de 

polímeros.

Como antigenos se deben entender todas las sustan­

cias que pueden inducir una formación de anticuerpos en un 

huésped.

En calidad de ásteres de sulfato de polimeroa entran 

en consideración por ejemplo;

Bextranaulfato C^HgOg (050gNa)^_^_7n con un peso molecular 

medio da 500.000 (DS^^)

Bextransulfato (OSO^Ka)^^-?^ con un peso molecular

medio de 50.000 (DS^^)

Polivinilsulfato/*CgHg(030gfia)n (Serva, Haidelberg), 

Pentoaansulfato eon un peso molecular de 2,000 (5Pg^), 

además levaneulfato, heparina, ácido eondroitineulfúrico, ácido 

hialurónico, etc.

La cantidad eficaz de áster de sulfato es diferente 

para cada auataneia en particular. En general son necesarias 

dosis de 0,05-200 mg por ttg de peso corporal.

Loe antigenos y ásteres de sulfato del polímero pue­

den ear aHadidos da modo simultáneo o en diferentes momentos. 

Así, todavía se observan claros efectos e¡ja&do el áster de sul­

fato es administrado hasta 24 horas antas o hasta 24 horas des­

pués de la introducción de antígeno. Sin embargo, los mejores



lastimados se obtienen cuando al antigano y loa ásteres da 

sulfato aon aplicados da modo simultáneo o da moda sucesivo con 

un psquaKa intervalo entra las aplicaciones. En el caso de la 

utilización de eritrocitos de carnero en calidad de antigenos, 

se aconsejo aplicar los ásteres de eulfato aproximadamente IB 

minutos antee o después de le administración de antigenos.

La administración en al caso da un animal de sangre 

caliente como huésped se puede efeduar por ejemplo por vía 

subcutánea, intraperitoneal, intravenosa o per-oral. Las sus­

tancias son administradas de modo general en solución fisioló­

gica tempanada de sal común.

Los agentes de acuerdo con el invento son sobresa­

lientemente apropiados como vacunas para la inducción de una 

inmunidad precoz, largamente duradera y acrecentada.

Lee vacunas poseen la ventaja da que la doais de 

antigeno he sido disminuida en relación con vacunas conocidas cp& 

parables. Be este modo se evitan lea complicaciones o afectos 

secundarios provocados por elevadas dosis de antigeno.

Además, se aumenten fuertemente la defensa especifi­

ca y la defensa no especifica contra infecciones bacterianas y 

virales. Los esteres de sulfato pueden ser administradas tanto 

profilácticamente en el caso da peligro de infección acrecenta­

do como también en al caso de una infección que ya se ha produci­

do, con el fin da influir entonces favorablemente eobre al trans­

curso de la enfermedad. Entonces ye no es necesaria ninguna adi­

ción de antigeno. Además, los polianianss sulfatados poseen una 

actividad antitumoral.
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A partir de la sangre de animales, que habían sida 

tratados con el agente de acuerdo con el invento se pueden ob­

tener antiguaros. Los antiguaros se necesitan para determina­

ciones inmunológieas, por ejemplo de hormonas.

3 El invento concierna por consiguiente también a un

procedimiento para la obtaneión de antisueros con elevada con­

centración, que esté caracterizado parque el agente de acuerdo 

con el invento es aplicada, después de 5 hasta 120 días ee re­

tira sangra y se prepara el suero de manera usual.

10 Los siguientes ejemplos deben explicar el invento

con mes detalle.

Solucionas oara la administración intraoeritonaal ointravenosa.

a) 108 mg de dextransuifato BSggg (Serva. Hoidelbarg) eon disusl- 

15 toe en 50 mi de solución de sal común fisiológica 0,15 molar

estéril tempanada con sulfato a pH - 7,2 (PUS) y son carga­

dos en ampollaa de 8,5 mi cada una.

b) 2 x 10^ eritrocitos de carnero (Behringwerke, Harburg) son 

lavados tres veces eon PUS y luego son suspendidos en 8,5 mi

20 de PBS.

EJEMPLO 2

Soluciones oara la administración subcutánea.

a) 108 mg de dextransuifato BSggtServa, Heidelberc) aon disuel­

tas en 50 mi de solución de sal común fisiológica 0,15 molar 

estéril tempanada con fosfato a pH =7,2 (PB5) y son cargados25



en ampollas da 0,5 mi cada una. 

b) 2 x 10** aritroeitos da carnero (Bahringwerke, Maiburg) aon 

lavados tres vacas con PBS y luego aon suspandidos en 0,5 mi 

de PBS,

3 M M .%0.3

20 ratones blancos da la rara MMRI recibieron intra- 

paritonaalmanta (i. p,) 1 mg da daxtransuifato (Serva,

Heidalberg) an 0,5 mi da solución de aal común fisiológica 

estéril 0,15 melar tamponada con fosfato a pH 7,2 (PBS),

IB Baspuéa da 10 minutos, loa animales fueron inmuniza-

dos i.p. con 2 x 10^ aritroeitos da carnaro (Behringearka, Mar- 

burg). Loa aritroeitos de carnaro fueron lavados previamente 

tras veces con PBS y luego fueron suspendidos en 8,5 mi de PBS.

Otros 20 ratones fueron inmunizados i.p, sólo con 

15 2 x 10^ aritroeitos da carnaro en 0,5 mi de PBS.

96 horas daapuóa del comienzo dal ensayo sa obtuvie­

ron suaraa por punción dal corazón. A continuación los anima­

les fueron muertos por decapitación y as prepararon da manara 

usual, en frío, suspensiones da células aaplénicas (dal bazo).

20

En el suero

La concentración da hsmolisina anti-eritrocitos da 

camero se determinó de acuerdo con Sabat y otros (Immunology 

1969, ¡m.*433). Como concentración aa indica la máxima dilución 

de suero qua produce una famólisis completa de ios aritroeitos 

25 enadidos.
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En los animales tratados con eritrocitos de carnero 

y DSggg ae determinó una concentración de anticuerpos de 256, 

y en los animales testigo tratados sólo con eritrocitos dB car­

nero se determinó una concentración de anticuerpos menor de 8.

5 ST..,*i „t?a?a
El número de las células esplénieas dirigidas contra 

ios eritrocitos de carnero farmadoras de anticuarpos 1? S y 

7 S fue determinada con al método de acuerdo con ¿lerna y otros 

(Contaranca on Cali Bound Antibodiaa. Editoras! B. Amos y 

10 H. Xoprowaki, página 10?, Mistar Inatitute Press* Phiiadelphia

(1963)),

En loe animalas tratados con eritrocitos de carnero 

y DSggp se determinaron 65.Q0Q + 10.000 células formadores de 

anticuerpos por cada bazo, y en los animales testigo tratados 

15 sólo con eritrocitos de camero ae determinaron 41 céluiae hor­

madoras de anticuerpos por cada bazo.

De manera análoga se inmunizaron ratones con eritro­

citos de carnero y 1 mg de BS^^, PV5 o 5Pg^. Loo resultados es­

tén recopilados en la Tabla I.
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T A B L A  I

Estimulación da la formación da anticuerpos por polianiones
sulfatadas (éataren ¿a sulfato da polímeros)

Polieniones
sulfatados

Srupo 50^
Atomos de 
carbono

Números da 
las CFAC/
10* células 
asplénieaa

Número de las 
CFAC/baro

Concentración
de

anticuerpos.

3*500 1/3 244+50 65 000 + 10 000 256

3^50 1/3 210+6B 58 050 + 8 603 123

PVS 1/2 25,0+6 6 SOO + 1 000 32

*'54 1/3 71+12 15 000 + 3 000 64

Testigos 0,4 41 <8

CFAC 3* Células formaderae da anticuerpos

Concentración da anticuerpos ̂  concentración de anticuerpos que ha- 

i5 molizan eritrocitos de carnero.

EJEMPLO 4

En un ensayo análogo ai Ejemplo 3 se investigó la 

dependencia con la dosis de SP^^ (inmunización con 2 x 10 eritroci­

tos de carnero después de diferentes administraciones de SP^^). Los 

20 resultados se desprenden da la representación gráfica en la figura 

1. Con 4 mg de SP ^  se determinan concentraciones y valores de CFP 

óptimos. (CFP <* células formadoraa de plecas * células farmadoras de 

anticuerpos).



EJEMPLO 5

En un ensayo análogo al Ejemplo 3 so investigó la
6dependencia con la dosis de DS^pg (inmunización con 2 x 10 

eritrocitos de carnets después de diferentes administracio­

nes de DSggg)* Lee resultados se desprenden de la representa­

ción gráfica en la figura 2.

EJEMPLO 6

En un ensayo análogo al Ejemplo 3 se investigó la 

respuesta primaria después da inmunización con 1 mg de DSgpp 

y diferentes dosis de antigeno ¿*2 x 10 , 2 x 10 y 2 x 10 

eritrocitos de carnero (EC)_J?. Los resultados se desprenden
g

da la representación gráfica (en la figura 1). Con 2 x 10 

haata 2 x 10^ eritrocitos se manifiesta el máximo afecto*

EJEMPLO 7

En un ensaya análogo al Ejemplo 3 se determino la 

respuesta secundaria (segunda inmunización efectuada 30 dias 

después de la primera inmunización) después de administración 

de 1 mg de BS^pg y de diferentes dosis de antigenos. Los re­

sultados se desprenden de las representaciones gráficas (fi­

guras 4-6).

En la figura 4 se representa la concentración de 

anticuerpos hemelizadorsa de eritrocitos de carnero en el 

suero de loa animales de ensayo (después da tratamiento con 

eritrocitos de carnero y DS^gg) y en los animales taatigo 

(después de tratamiento con eritrocitos de carnero).
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ta figura 5 muestra ia respuesta secundaria en rato- 

... ... qu. .. 1. 1. .

segunda inyecciones 2 x 10^ eritroeitos de carnero.

Le figura 6 nuestra ie respuesta secundaria en rato- 

5 nes tretadoe con PSggg* que recibieron coco primera inyección

une dosie de antigano inferior a ia óptima (2 x 10^ EC) y co-
O

mo segunda inyección una doeie de antigeno óptima (2 x 10 EC). 

EJEMPLO 8

Se evalúo de modo separado y cuantitativo el suero 

13 de ratones no inmunirades y de ratones no inmunizados pera tra­

tados con i mg de i. p., por electroforeáis sobrs tiras

da acetato de celulosa de acuerdo con el taáodo de Kohn (Shandón 

Instrument Applications ; 2ur Tschnik dar Zeiluioseacatat- 

Elektrophorsse 1965, número 11 (6)). Tal como lo muestra ia 

15 'le"?. ?. 7' "Ssm "7 <"M- I" <t. T-slsbulin..

EJEMPLO 9

Como ejemplo del efecto de un áster da sulfato polí­

mero sobre la formación de anticuerpos para otro antigeno {al­

búmina de suero de vacuno =* ASV) y con aplicación subcutánea 

20 ee be comparado el efecto de DSgpp con al efecto da adjuvante

completo de PREtMD (ALT).

Conejos de un peso de 2-2,5 kg han sido inyectados 

subcutáneamente en la región eervieal con ID mg/kg de ASV 

(Bahring-Werke, Marburg) subcutáneamente. Otro grupo de conejos 

fue inyectado del mismo modo, pero con una mezcla de 10 mg/kg25
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de ASV con 1 mi de ACf/kg. Un tereer grupo da conejos recibió 

10 mg/kg da ASV mezclados con 33 mg/kg de BS g ^  administrados 

del modo arriba descrito. El ASV y el fueron diaueltos

en cada caso en 1 mi de solución fisiológica de sal común tam- 

5 panada con fosfato (PB5) a pH a* 7,2. Como testigos adicionales

sirvieron animales que recibieron 2 mi de PBS. Las concentra­

ciones de anticuerpos en el suero de los animales han sido 

determinadas radioinmunológieamente después de diferentes es­

pacios de tiempo ayudándose de CATT, del siguiente modo:

10 auaro diluido a 1:1000 con tampón de bicarbonato (pH" 9,6t 0,5

molar) fue absorbido en tubitoa da poliestireno y se midió la 

fijación especifica de ASV marcado con i en ios tubitos de 

poliestireno reeubiertos con antisuero. La radioactividad fija­

da ha sido medida con un contador de radiaciones (PACKARD) y se 

15 designa en lo qus sigue como concentración de anticuerpos. La

tabla 2 muestra los resultadas de tal ensayo. Mientras que los 

sueros de los animales que habían sido inyectados sólo con ASV 

na tupieron ningún aumento conmensurable deja concentración de 

anticuerpos en comparación con animales no inmunizados, los 

20 animales que habían sido inyectados con una mezcla de ASV y

ACP, tenían el día 15 después de la inmunización una concen­

tración de 205 y an el día 30 una concentración de 370. Los 

animales tratados con una mezcla de ASV y HS^^ mostraron en 

el día 15 una concentración de 380 y en al día 30 una concen­

tración de 430.25
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Figura 1 (Ejemplo 4) Dependencia con la dosis del efecto de SP-.

54

O A / R A Z O

4T
20 ratones inmunizados con 2x10 eritrocitos de carnero (EC) 
i.p. (testigo)
Grupos cada uno de 20 ratones recibieron,10 minutos antes de 
la inmunización con 2x 10% EC, diferentes dosis de i.p.
CFA = células formadoras de anticuerpos 0 = testigos; 
f =* tratados con SP^^.
Concentración de anticuerpos (valor recíproco): A = testigos;
A  = tratados con SP-..54
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Figura 2 (Ejemplo 4) Dependencia con la dosis del efecto de DSgpp

O- Q)

17^^-

Ol
*-*
-t̂ O<-n

c f a / R á z o

20 ratones inmunizados con 2x10^ eritrocitos de carnero (EC)
i.p. (testigos). Grupos cada uno de 20 ratones recibieron,
10 minutos después da la inmunización con 2x10^ EC, diferen­
tes dosis de DSgpp i.p.
C.F.A a! cílulas formsdoras da anticuerpos: 0 testigos 
W = tratados con USg^..

^0
/'

5



16-Figura 3 (Ejemplo 6)
C F R / S á Z O

o.

g
a) dosis de antigeno 2x10 eritrocitos de carnero (EC)
b) dosis de antigeno 2x10' EC; c) dosis de antígeno 2x10 EC 
0 = inmunizados; W = inmunizados y tratadas con 1 mg de DSg^ 
Linea continua = células formadoras de anticuerpos 19 S; 
línea de rayas = células formadoras de anticuerpos 19 S y ? 5. 
CEA = células formadoras de anticuerpos.
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Anímalas testigos fueron inmunizados por primera vez con 2x10^ 
eritrocitos de carnero (EC) y 30 dias más tarde de nuevo cong
2x10 EC i.p. Otro grupo de ratones, inmunizados del mismo mo­
do, recibieron 15 minutas después de la primera y de la segunda 
inmunizaciones 1 mg da i.p.
Testigo = 0 ;  tratado con = §; linea continua = concentra
ción de anticuerpos 13 S y  7 S; linea de rayaa = concentración
da anticuerpos 7 S.
Coordenadas:

Figura 4 (con relación al Ejemplo 7)

70



Figura 5 (con relación al Ejemplo 7)

munizados de la misma manera recibieron 15 minutos después de la prime­
ra y de la segunda inmunizaciones 1 mg de DSgpg i.p.
0 a testigos; W ^ tratados con DS^^; línea continua ^ células formado- 
<ras de anticuerpos 7 S + 19 S; línea de rayas = células formadoras de 
anticuerpos 7 S+ CPA =* células formadoras de anticuerpos.
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figura 6 (con relación al Ejemplo 7}

,2 .7 0

Las ratones son inmunizados por primera 
vez con 2x10^ eritrocitos de carnero (EC) 
y 30 días más tarde con 2x10^ EC i.p. Otro 
grupo de ratones, inmunizados de la miema 
manera, recibieron 15 minutos después de 
la primera y la segunda inmunizaciones 1 tng 

0 = testigos; # = tratados 
con DSggpt línea continua = CFA 19 S y 7 S; 
línea de rayaa =* CFA ^ 7  5; CFA s* células 
formadoras de anticuerpos.

í
ü/bs baspoás be obm/bTsTroc/ob be J?°<4G

4
- L -
70



figura 7 (Ejemplo 8)

antes de tratamiento con BS-r,r,buU

4 días después de tratamiento con 1 mg de DS^Qp

Fxf/nc/on—%

5 0
5

or, 72

y 2 5
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N O T A

Sa reivindica coma nuevo y da propia invención)

1. - Procedimiento para la preparación de un agenta 

para la inducción de una inmunidad precoz, largamente durade-

g ra y acrecentada, caracterizado porque se disuelven de modo

separado ásteres do sulfato de polímeros y antigenos en solu­

ción fisiológica da sal común tampanada y se carga an ampollas.

2. - Procedimiento según reivindicación anterior, 

caracterizado porque dicho agente consista en dosis de antí-

iO genos inferiores a la óptima y ásteres de sulfato de políme­

ros.

3. - Procedimiento según reivindicaciones anteriores, 

caracterizado porque dicho agente consiste en dosis da antíga- 

no inferiores e la óptima y dnxtrsnsulfato, polivinilsulfato,

15 pentoeansulfato, levaneulfato, heparina, ácido condraitinsulfú-

rica o ácido hialurónico en calidad de ásteres de aulfato de 

polímeros.

4. - Procedimiento según reivindicaciones anteriores, 

caracterizado porque dicho agento poseo un contenido de 0,05

20 hasta 200 mg do ásteres de sulfata de polímeros por kg de peso

corporal.

5. - Procedimiento según reivindicaciones anteriores, 

caracterizado porque para la preparación da un agante para au­

mentar la defensa específica y no especifica contra infecciones

25 bacterianas y virales, so establece que se disuelvan ásteres da

sulfato de polímeros en solución fisiológica de sal común
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5

10

temporada y se caíga en ampollas.

6. - Procedimiento según reivindicaciones anteriores, 

caracterizado porque el contenido del agente de 0,5 hasta 208 

mg do esteras de sulfato de polímeros por kg de peso corporal.

7. -"PHOCEBIMIEMTO PARA LA PREPARACION BE UN AGENTE 

PARA LA INDUCCION SE UNA INMUNIDAD PRECOZ, LARGAMENTE DURADE­

RA Y ACRECENTABA!!

Tal como so describe y reivindica en la presante 

Memoria Descriptiva, que consta de veintidós hojas escritas 

a máquina por una sola cara.

Madrid,


	Bibliographic data
	Description
	Claims



