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El timo lia sido reconocido como una glándula 
endócrina que- tiene una función principal en el sistema in 
munológico de defensa del cuerpoe. Recientemente, se ha de­
mostrado que los extractos crudos del timo de becerro con-

’* •>

.tienen una familia de hormonas, referidas como timosinas, 
teniendo pesos moleculares comprendidos entre aproximadamen 

•' te 3200 a 70000 daltoneso Ver por ejemplo, Frainin, N0, 
Physiological Reviews, Vol 54-, Po. 272 (1974-) 1 Víhite, A0, 
Ann0 No 'lo Acad«'Sci0, Vol0 29, Po 255 (1975)

. Se cree que estas hormonas actúan regulando 
la velocidad de maduración de células precursoras incapace 

. aún no identificadas, a linfocitos capaces (células ÍD) con­
virtiéndose así en contendientes efectivos contra invasores 
extraños0 Además, las células precursoras de otros tipos, 
Vogc. eritroide, se estimulan en su producción y maduración 
mediante preparaciones de timosina0 Recientemente se usó un 
extracto relativamente crudo del timo de becerro conteniendo 
timosina para incrementar la capacidad inmunológica de lina 
joven nacida con inmunidad deteriorada0 Wara, Dn V/0, et al» 

.New Enge J„ Med„„ Vol„ 292 p„ 70 (1975)o Un informe recíen 
te ha descrito también una mejora en el estado hematológico 
total, (incremento en él número de glóbulos blancos y rojos) 
en'pacientes tratados con una preparación de timosina0 Ver 
■ Alexsandrowicz, J0, et al, Froc» Intla Congress Immunolo, 
Brighton» England  ̂Julio 22-24-, 1974-o

Ha habido también informes, ver por ejemplo, 
Bach, Jo Fo, et al, Immunology<, Vol0 25, P» 555 (1975), en 
que la actividad semejante a la de timosina se ha detectado 
en la sangre fresca de cerdoB Se cree que el factor reapon-



10

1S

20

25

30

sable áe eso tiene un peso molecular de aproximadamente . 
1000 daltones»

DESCRIPCION DE LA INVENCION 
La presente invención se' relaciona cpn los 

métodos y composiciones farmacéuticas útiles para ihpremen
• <4 • * '

tar la capacidad inmunológica»
■ En las solicitudes norteamericanas, Expedien

. j •j j

tes Nos» 561o409.y 597<,116 describimos el aislamiento y câ
* 3 1 *

racterización de una proteína que tiene propiedades semejar 
tes a lás de la hormona del timo de incrementar la capaci­
dad inmunológiea0 Esta proteína se describió como de.un pe_ 
so molecular de aproximadamente 56700 daltones teniendo la 
proporción de aminoácidos aproximada siguiente:

AMINOACIDO % MOLECULAR
Acido ‘aspártico .6,6 .
Iréonina 9,5
Serina 9,5
Acido glutámico i 10,5
Prolina 6,6

Glicina _  J3,3 .
Alanina • 9,7
1/2 Cistina 0,9
Valina. 9,5 •
Metionina 0,7
Isoleucina 4,0 '
Leucina 5,9 .
lirosina 2,5
Eenilalanina 5,9
Iriptolano 1,0

Lisina 6,5



AHIIíOACITjO ff MOLECULAR

Histidina 3,1
Arginina 3,2

teniendo glicina e histidina como. l'T-amino ácidos terraiqa- 
les; y un punto isoeléctrico.de aproximadamente 59°’ • 
determinado como de aproximadamente A ,5)5 y componiéndose 
de .cuatro sub-unidades* . 'A •

Se.ha encontrado ahora que nuestra proteína
• . ' • y *  * ;

descrita previamente es idéntica a la prealbúmina del sue— 
ro humano , una proteína que existe en forma natural; en' el 
suero .humano 9 la cual ha sido aislada, purificada e rdenti 
fic'ada previamente por secuencia de aminoácidos* (Ver Itau- 

’ da, Y*, Jo Biolo Chem* 24% 6796-6805, 1974)0
La identificación de la presente proteína, 

como prealbúmina humana fue hecha por una comparación de 
sus propiedades físicas y químicas con una muestra comer- 
ci'almente disponible y por reactividad opuesta con los anti 
cuerpos de prealbúmina humana0

Aún cuando la prealbúmina humana ha sido des-' 
crita previamente, se ha considerado que actúa simplemente 

.como un vehículo específico para varias moléculas seleccio 
nadas más pequeñas y no sé ha reconocido que exhiba alguna 
actividad biológica intrínseca* Hemos descubierto, sorpren­
dentemente que la'prealbúmina humana tiene potentes propie 

• dades semejantes a la de la hormona timica de incrementar 
la capacidad inmunológica* El examen de muestras comercia­
les' de prealbúmina humana en bioensayos seleccionados, se­
gún se describe después, muestra verdaderamente que estos 
materiales poseen la actividad' biológica mencionada ante­
riormente, hasta ahora no reconocida*



De acuerdo con esto, un aspecto de la presen 
te invención se refiere a un método para incrementar la ca . 
pacidad inmunológica por administración de una cantidad• 
efectiva de prealbúmina del suero, humano a un .sujeto- -que ne 
cesite dicho tratamiento» . •

Un segundo aspecto de la presente invención 
se refiere a las composiciones farmaceúticas útiles 1 .pera . 
incrementar la capacidad inmunológica que comprenden una 
cantidad terapéuticamente efectiva de prealbúmina„del suerc 
humano én mezcla con un vehículo .no tóxico, farmaoéuticamer. 
te aceptable,, ' . '

Un tercer aspecto de la presente invención se 
refiere a los métodos de aislamiento y purificación de la 
prealbúmina del suero humano de la fracción Oohn IV-X dé 
sangre humana» . . .

Según se usa en la especificación y reivindl 
cationes finales la. expresión "capacidad inmunológica" se 
refiere .al grado de respuesta de aquellos mecanismos fisio 
lógicos que comprende la inmunidad» I»a inmunidad dota al 
paciente de la capacidad'para neutralizar.,* jsliminar o meta 
bolízar materiales extraños, vcgo, bacterias, virus y hon­
gos, así como también células de otras especies animales 
sin afectar al paciente0

Esta expresión es bien conocida y aceptada 
en la inmunología como se ilustra, por ejemplo, en Bellan- 
’ti, G. A0, "Immunology", W». B0 Saunders Co„, Philadelphia, 
Pa»-, 1971o Se reconocen dos tipos extensos de inmunidad, a 
saber, inmunidad humoral, basada en la producción de anti­
cuerpos circulantes, solubles, e inmunidad mediante células 
basada en la producción y funcionamiento de tipos específi *
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eos de células linfoides, (linfocitos)0 Los linfocitos ma­
duros participan en la inmunidad humoral y en la inmunidad 
mediante células (Ver, Gell, PD Gn H0 y Coombs, PoRoA*, • 
Clinical Aspects of Immunology, 2nd Ed0 , Po A0 Davi"s Co», 
Philadelphia, 1968; Mi11er Jc F0 A, P» and Osaba, P,,-Phy- 
.siological Reviews, V?% 137 5 1967; Trainin, Ne, Physiologi- 
cal. Reviews,■ J5fk 272, 197^? White AOJ Ann» R0 To Acude Sci«. 
^3, 253, 1975)<> .

. Aún cuando no se pretende sujetarse .a ningún
mecanismo de acción, se cree que el presente material ac­
túa incrementando el número y velocidad de maduración de 
linfocitos capaces inmunológicamente a partir de células.
' precursoras incapaces»

El mejoramiento de la capacidad inmunológica 
puede demostrarse por varios indicios que se. utilizan i’n vi 
tro y bioensayos de animales pequeños in vivo bien conoci­
dos en la inmunología» Por ejemplo, se pueden mencionar es­
pecíficamente los siguientes ensayos:

. lo Ensayo de roseta sensible a la azatioprina in vi- 
tro (ensayo de roseta in-vitro)0 

v 2c Ensayo de roseta sensible a la azatioprina in vi- 
: vo»

3» Síntesis de’anticuerpos in. vivo 
4-o Síntesis de anticuerpos in vi tro 0 •
- 5o Proliferación de tejido linfoide»
60 Reacción de linfocitos mezcladoso 
7o Blastogénesis concanvalina A0 

80 Ensayo de roseta espontáneo in vitro»
9o Producción de linfocitos citoióxicos* 
o Autosensibilización do linfocitos in vibro»10
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11. Autosensibilización de linfocitos in vivo.
Hemos utilizado cada uno de los bioensayos 

anteriores para demostrar el mejoramiento de la capacidad 
inmunológica mediante la prealbúmina humana, corno se-deta­
lla en los ejemplos. .

Los ensayos mencionados anteriormente se re­
fieren a una o más de las clases generales siguientes,de . 
significado clínico, para los cuales se cree que la; capaci­
dad .inmunológica sea un factor: _

estimulación, de síntesis de anticuerpos (espsciálmente 
■ los ensayos 3 y 4);. . ‘ •
: sustitución y terapia de restauración (especialmente 
los ensayos 5“9)í
enfermedades de, autoinmunidad (especialmente los eñsa 
yos 10 y 1 1 ) „

El ensayo de selección para una indicación 
rápida y exacta de la actividad para incrementar la capaci­
dad inmunológica es el bien ponocido ensayo de roseta in vi
tro, mencionado anteriormente según se describe por Bach,
J. P., Proc. Nati. Acad. Sci. U. S „ , J U p .  233 
(1971);. donde' se mido la sensibilidad de las células de ro 
seta formadas en el bazo a la azatioprina 6“(l~metil-4-ni 
tro-5‘"iniidazolil)mercáptopurina7. '

Este ensayo muestra buena correlación con el 
número de linfocitos de la clase T capaces inmunológicamen 
te. En esta clase de linfocitos la que está involucrada en 
el funcionamiento conjuntamente con los linfocitos B en la 
síntesis de anticuerpos y que son las células principales 
que regulan la inmunidad mediante células» Un gran volumen 
de evidencia sostiene el significado de este ensayo para



asegurar- el estado inmunológico (referencia, Bach, Jo l1'*, 
"Che Mode of Action of Immuno suppres s A ve Agents" , North 
Holland American Elsevier Publishing Coas Amsterdam/New ■ 
York, 1975)® ' • ‘ '

De acuerdo con esto, la prealbúmina humana 
puede ser útil clínicamente para el tratamiento de humanos 
en situaciones donde se cree que la capacidad inmunoíógica 
es un factor importante,por ejemplo, enfermedades de autoin 
munidad, (v0go, lupus eritematoso, colitis ulcerativa, ane­
mia hemólítica aútoinmune, tirotoxicosis, artritis x'eumatoi 
de, cirrosis hepática) aplasia ydisplasia tímicas, ausento 
de inmunidad en padecimientos infecciosos, (v0go, bacteria­
les, virales-y de hongos), enfermedad de Hodgkin, síndrome 
hipogamaglobulinémico, proliferación de células aberrantes, 
decrecimiento de.la capacidad inmunológica debido a una.dis 
minución temporal en la producción de hormona túnica en es­
tados de inmuno-supresión inducidos química o radiológica­
mente, etc o

Se ha encontrado que, la prealbúmina humana 
cuando está esencialmente libre de.impurezas, preparada co­
mo sé describe después, exhibe actividad en el ensayo dé ro 
seta in vitro a niveles inferiores de un nanogramo»

Aún cuando es deseable para muchos propósitos 
utilizar prealbúmina humana esencialmente pura en una compo 
■sición adecuada para administración terapéutica, la purifi­
cación y preparación tediosas del material puro en grandes 
cantidades, requieren considerable pérdida del material y 
el costo y esfuerzo concurrentes, lo cual hace aconsejable 
utilizar para muchos fines terapéuticos, fracciones menos 
puras conteniendo prealbúmina humana, siempre que dichas
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fracciones están libres de impurezas citotóxicas» Así, se 
ha encontrado que fracciones parcialmente purificadas que 
exhiben actividad en la prueba de roseta in vitro a aproxi 
malamente 0,01 'a 6,20 microgramos., son- altamente útiles pa­
ra fines terapéuticos,» .

La prealbúmina humana, en forma esencialmente 
pura o como un componente de una fracción libre de,-impure** 
zas citotóxicas,.parcialmente purificada, puede obtenerse 
en-forma de preparaciones farmacéuticas o medicinales con­
vencionales, mezclándola con excipientes no"tóxicos, .farma 
céuticamente aceptables,,• Por ejemplo, el material se puede 
mezclar con vehículos farmacéuticos inertes orgánicos o 
inorgánicos adecuados para administración por vía parente- 
ral, por ejemplo, intramuscular, subcutánea o intravenosa­
mente en forma de, por ejemplo, soluciones líquidas, süsper 
siones y similares, en dosis unitarias o divididas,.

Las composiciones farmacéuticas que contienen 
el material presente pueden someterse a operaciones farraa

l
céuticas convencionales- tales como esterilización (v.g., 
por filtración de miliporo) y pueden contener excipientes 
farmacéuticos convencionales tales como preservativos, agen 
tes de estabilización, agentes emulsificantes, agentes de 
abultamionto-ligamiento, sales para el ajuste de la presión 
osmótica, o reguladorese Las composiciones pueden contener 
también otros materiales terapéuticamente útiles o materia­
les que prolonguen la duración de acción del compuesto pre­
sente o Los métodos actuales para preparar tales formas de 
dosis son conocidos o serán evidentes para aquellos peri­
tos en la materia» Una compilación extensiva de tales técná 
cas de formulación puede encontrarse, por ejemplo, en "Re

'K f

■ ■. \ y



mington’s Pharmaceutical Sciences" por B0 \10 Martirio Un mé 
todo preferido para preparar formulaciones que contienen el. 
presente material es por reconstrucción de la prealbúmina 
humana liofilizada0 Así, la prealbúmina humana preparada cc 
mo se describió anteriormente puede esterilizarse y liofili •
.zarse ya sea sola o con otros excipientes sólidos y guardar 
se en un medio estéril hasta que se necesite o Inmediatamen- 
te antes de la administración se agrega la cantidad desea- 
da de solvente, v»g0, agua, agua conteniendo preservativos 
o una .solución dé. varios excipientes en agua, para disólvei 
la prealbúmina. humana,, .

; . ' En cualquier cas o, la composición f armacéuti
‘ ca qué va a administrarse contendrá una cantidad de prealbó 
mina humana en una cantidad terapéuticamente efectiva, para 
el tratamiento del padecimiento particular,.

El régimen de dosis puede consistir de dosis 
unitarias o divididas, pero en cualquier caso necesariamen 
te dependerá de las necesidades del sujeto que está siendo 
tratado y del juicio del médico que lo atiende0 Sin embar­
go, como una guía extensa para la mayoría de los propósitos, 

.el material presente esencialmente puro se administrará en 
el régimen de aproximadamente 10 pg/Kg/día a aproximadamen­
te 20. pg/Kg/día, con preferencia aproximadamente 100 pg/Kg/ 
díá a aproximadamente 5 pg/Kg/díao Expresado en términos ad 
• ternativos para un adulto medio (70 KgB), éste podrra ser 
'de aproximadamente 0,7 ng/d£a a aproximadamente 1,4 mg/día, 
preferiblemente de aproximadamente 7 ng/día a aproxiroadamei 
te 0,2 mgo/día o en una escala determinada por el resultado 
del tratamiento diario inicial' a la dosis anterior,-. Necesa­
riamente una fracción menos pura se administrará en ¿losas
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correspondientemente mayores0

La prealbúmina humana puede aislarse como un . 
componente de una fracción parcialmente purificada, libre 
de impurezas citotóxicas, o en forma esencialmente pura, 
partiendo de sangre humana o.una fracción de sangre humana • 
fácilmente disponible por medio de un procedimiento de pu­
rificación de múltiples pasos0

Una fuente de prealbúmina humana particular­
mente valiosa es la fracción de sangre humana conocida co­
mo la fracción COhn IV-1, que se obtiene y descarta gene­
ralmente como una fracción de deshecho durante el fraccio­
namiento de la sangre humana<> Esta fracción es por lo tan­
to, disponible en grandes cantidades de fuentes sanguíneas 
y es relativamente barata» En promedio, la fracción Cohn 
IV-1 exhibe actividad en el ensayo de roseta in vitro a. 
aproximadamente 24 microgramos. Én términos de actividad 
en' el ensayo de roseta, la fracción de Cohn IV-1 represen- • 
ta aproximadamente una purificación de 10 veces del suero 
humano crudo0 Así, la prealbúmina humana pura exhibe activj - 
dad en el ensayo de roseta inferior a un nanogramo, típica­
mente de 0,2 a 1,0 nanogramos representa un'mejoramiento de 
actividad de. 24000 a 12000Ó veces comparado con la fracciór
Cohn IV-1 y un mejoramiento de actividad de 240000 a 
1 .200o000 veces comparada con la actividad del suero crudo 
humano» Se cree que este mejoramiento en actividad es debí 
do en parte, a la remoción de una fracción inhibitoria ñor 
malmente presente en el suero» El procedimiento complejo 
de purificación necesario para lograr tal grado notable de 
mejoramiento de actividad y para producir el material esen 
cialmente puro, se describe después»
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El procedimiento para la purificación de pre 
albúmina humana partiendo de la fracción Cohn IV-1 involu­
cra los pasos- siguientes:

. le a, Filtración molecular, para-excluir material de 
alto peso molecular y material de-baje peso rnc 
lecular, o • .

'* be - separación fraccionada con sulfato de amenio,
'2o Cromatografía en gol • '

* »•<— «r-V

■3o Repetición del paso 2, o electroforesis de . 
flujo libre

4o Electroforesis preparativa en gel, y
5» . ■ cromatografía en gel, . .

■ Durante cada etapa del procedimiento de puri 
ficación las diversas fracciones que se generan se ensayan 
rutinariamente , con preferencia usando el ensayo de loseta 
in vitro para determinar la actividad semejante a la de la 
hormona del timo0 Da fracción o fracciones que contienen la 
mayor parte de dicha actividad se procesan además en las 
etapas finales concentrando así las fracciones activas en 
volúmenes cada vez más pequeños, separando a la vez el coro

I #
ponente activó de impurezas inactivas hasta que se obtiene 
el material deseado en forma esencialmente pura. Aún cuando 
las representaciones preferidas de los pasos de purifica­
ción bosquejados anteriormente se describen en los Ejemplos 
1 y 95 una breve descripción del procedimiento de purifica­
ción se presenta después: • ■

Si se desea, la fracción cruda OptolV-l puede 
•liofilizarse opcionalmente0 Esto se hace convenientemente 
suspendiendo la fracción Cohn IV-1 cruda en agua destilada 
o deionizada, agitando para romper las burbujas y removien
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■El material liofilizado tiene mayor estabili­
dad y puede almacenarse en el frío durante períodos exten­
sos o Antes de la purificación., la fracción Colín IV-1 cruda 
.o liofilizada se prepara como una solución" acuosa y con pre 
ferencia se centrifuga para eliminar el sedimento.''-'

Para la filtración molecular se usa cómo disol
1 9 * 3 •

vente agua destilada o deionizada, ajustando preferiblemen­
te el pH aproximadamente a 7 y para la separación fracciona 
da con sulfato.de amonio, se utiliza un regulador acuoso.

En una representación del presente proceso la 
fracción Cohn IV-1 (cruda o preferiblemente liofilizada) di 
suelta en agua destilada o deionizada se somete a dos fil­
traciones moleculares para eliminar los componentes que.tie 
nen. pesos moleculares sustancialmente superiores e inferio­
res a los del componente deseado. Una técnica de filtración 
molecular adecuada involucra, inicialmente, el paso de la 
solución mencionada anteriormente a través de un fracciona- 
dor de fibra hueco con un filtro de"membrana--adecuada para
eliminar los componentes de alto peso molecular (mayores 
que aproximadamente 60-70 mil daltones, ¿expendiendo de la 
presión de filtración). Eraccionadores de fibra huecos ade­
cuados son (dependiendo del volumen .del sustrato), los fra- 
•ccionadores Amicon DC-2 y DO-JO. Cuando se usa el fraccio- 
nador DC-2 una membrana para filtro adecuada es el Amicon 
HIDX-50, Con el fraccionador DC-JO un filtro adecuado es el 
Amicon HI0X-50.

El filtrado de la filtración molecular ante- 
'rior se somete a otra filtración molecular para eliminar



materiales de "bajo peso molecular» Asi, el paso a travos de 
un fraccionador de fibra hueco, similar, ajustacio con una 
membrana para- retener el material de peso molecular de apro 
rimadamente 10„000 daltones o mayor produce el material de­
seado que tiene un'peso molecular de aprorimadamente 56o700 

daltones, que se aisla de ia retención» Un filtro adecuado 
para este fin con el aparato DC-2 es el Amicon HIDP-10, y- 
con el’aparato DC-JO, el Amicon HIOSMo

■ . • Alternativamente, el procedimiento de filtra­
ción puede invertirse, de modo que se remuevan primero las 
impurezas de bajo peso molecular y después las impurezas de 
alto peso•molecular» El primer procedimiento es el preferi­

do» ' '
En una.segunda y preferida representación, la 

fracción Cohn IV-1 cruda o con preferencia liofilizada se 
somete a separación fraccionada con sulfato de amonio» Por 
este procedimiento se obtiene un rendimiento mucho mas al­
to (aprorimadamente de ocho veces) del material deseado com 
parado con las técnicas de separación fraccionada molecular
'descritas anteriormente»

. "La fracción Cohn IV-1 se. disuelve primero en 
un regulador adecuado que tenga un pH entre aproximadamente 
7,8 y.8,2 tal.como la'Tris, conocida comúnmente como tris- 
(hi'drorimetil)aminometano —azida sódica y con preferencia 
•se centrifuga para eliminar sedimento» La solución se trata 
entonces secuencialmente con porciones de sulfato de amonio 
a vm? temperatura entre aproximadamente 0 y 5eU, para sali­
ficar varias fracciones» Después de cada adición de sulfato 
de amonio, el precipitado formado se separa de la capa so­
brenadante, que se trata además con sulfato de amonio»
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La fracción que contiene el material deseado 
se "salifica" o precipita, cuando se agrega el sulfato' de' 
amonio para llevar el contenido de sulfato de amonio de -la 
solución a una saturación de aproximadamente 4-0 a 60^ La 
cantidad de sulfato de amonio necesaria para alcanzar el 
grado de satua?ación apropiado puede determinarse fácilmen­
te a partir de tablas de solubilidad» /

El .precipitado que contiene el material de­
seado se desa.lifica preferiblemente por técnicas bien cono­
cidas en la materia, por ejemplo, por diafiltración o prefe 
riblemente por diálisis de una solución del precipitado en 
agua destilada. El material desalificado se concentra enton 
ces en preparación para el siguiente paso, por ejemplo, por 
liofilización partiendo del. estado congelado,.

En. el siguiente paso, el material deseado', de 
la filtración molecular previa o separación fraccionada con 
sulfato de amonio se somete'a cromatografía en una columna 
de gel de polisacáridos la cual fracciona por peso molecu­
lar los componentes aplicados en la misma» Las columnas 
adecuadas son aquellas preparadas jgartir^d_e_dextranos de 
enlaces cruzados tal como Sephadex G-715, G— 100, G-150 ó G~ 
200 (Pharmacia Fine Chemicals)0 Un material preferido es 
Sephadex G-150, que produce una separación óptima de compo­
nentes como se determina por examen.de la Kay en contraste 
•con la curva del logaritmo del peso molecular (Ver Andrews 
Biochemo J», Vol, 91, p» 222, 1964-)» Dicha cromatografía en 
gel se lleva a cabo en forma adecuada pasando a través de 
la columna cargada una elución reguladora acuosa que tiene 
un pH de aproximadamente 7*8 a 8,2, preferiblemente a aire- 
dedor de pH 8,0» Un regulador adecuado es el Tr i s -N aC 1-N aíí7)



La temperatura debo ser entre apr-oxi: 
feriblemente a alrededor de 5&CB Las

¡adámente 0 y 1020, 
fracciones eluidas

prc
se

colectan de la cromatografía en gel y la, o las traccioness
que contienen el componente deseado pueden determinarse por 
absorción ultravioleta, prote.ína total eluída o bióensayo<¡ ■ 
La columna se puede calibrar para que la fracción el.uída 
que.contiene el promedio del peso molecular deseado pueda- 
determinarse fácilmente (ver Andrews, citado anteriormen­
te)*, ' .

La fracción o fracciones deseadas se desálifi 
can preferiblemente por diálisis o con preferencia por dia 
filtración y concentran en la preparación para el siguiente 
paso, por ejemplo, por liofilización. La diafiltración se 
lleva a cabo bajo presión (y.g«, 70-80 psi/nitrógeno) a tra 
ves de una membrana con la medida de poros apropiada, para, 
que el material deseado se retenga,» Membranas adecuadas que 
puéden mencionarse son Amicon UM-05 y UM-10, que trenen un 
peso molecular que varía de 500 a 10<,000, respectivamente*, 
Otras membranas que pueden usarse son Amicon UM-2, PM-10 ó 
UM-20Eo

. En el siguiente paso, el. material anterior de 
la cromatografía en gel se recicla a través de la misma co­
lumna de gel u otra similar, o alternativamente, se somete 
a electroforesis de flujo libre*, La .electroforesis de flujo 
libre-se lleva a cabo de acuerdo con los procedimientos de 
por sí conocidos en la materia*. El pH debe ser entre aproxi 
madamente 5,0 y 5,5, preferiblemente de alrededor de 5?25<> 
Un regulador preferido para establecer dicho pH es el ace­
tato de sodio-ácido acético0 La localización del componente 
deseado puede nuevamente establecerse mediante'el uso de ab
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sorelfin ultravioleta, proteína total y/o Métodos de bioens 
yos y/o medíante el uso de una columna calibrada»

• El material deseado obtenido en el paso ante 
rior se somete entonces a electroforesis preparativa en di 
co de gel de poliacrilamida, en la forma usual para dicho 
.procedimiento8 Es preferible que tal eleetrofore3Í& *;© lie' 
ve a cabo en tal forma que el separador de gel y elución re 
' guiadora'tengan un pH entre aproximadamente 8,5 y 9 $5» con 
preferencia a alrededor de 8,9» Un regulador preferido para 
establecer dicho'pH es el Tris-HClo Normalmente, después 
de este procedimiento, se obtiene la prealbúmina humana 
electroforáticamente homogénea0 La homogeneidad del compo­
nente obtenido puede determinarse por técnicas analíticas 
standard tales como el uso de electroforesis analítica de 
gel de disco o enfoque isoeléctrico, y la actividad hormo­
nal puede determinarse por bioensayo* Gomo paso final, el 
material se libera del ácido poliacrílico y las sales resi' 
duales por cromatografía como se describió anteriormente, 
en una microcolumna de polisacáridos preferiblemente de Sep 
hades G-75* El primer pico que se eluye_de^la_columna con­
tiene el material activo, lo que se ¿juzga por el criterio 
mencionado anteriormente, y  el producto en sí mismo puede 
obtenerse por.Iiofilizaci6n0

; En los ejemplos específicos siguientes se de,
criben las preparaciones de la prealbúmina humana esencial 
mente pura, y do la parcialmente purificada, así como los 
bioensayos utilizados y los resultados obtenidos de los mis 
moso Debe reconocerse por aquellos peritos en la materia

Jque las descripciones aquí ccn/enidas son solamente ilustr 
tivas de la invención y no deben considerarse en ninguna
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1 forma como limitan-tos del campo o esencia de la invención* 
La literatura citada anteriormente y en los . 

ejemplos se incorpora aquí como referencia y forma parte, de 
la misma* ' . • •

s EJEMPLO 1 •
-piiri fi cación de orealbúmina humana a partir de la fracción

10

Colín IY-lo
• Cuatro kilos de la fracción de sangre .humana 

Colín IY-1 (Cutter Laboratories) se agitaron en 20 libros de 
agua destilada dos veces, a 5-0 por 1 horas, y se liofiliza 
ron para dar 1105 go de material seco que se suspendió en 
10 volúmenes de agua deionizada* El pH se ajustó a 7,0 con 
hidróxido de amonio y la mezcla se agitó durance 1 hora a 
temperatura ambiente0 El sedimento se eliminó y la capa so—

is brenadante se’ pasó a través de un cartucho de HIGX-50 en un
. 4

aparato Amicon DC-JO» La fracción de peso molecular infe­
rior obtenida en este paso se pasó a través de un cartucho 
HI0SM en el mismo aparato; Después de la liofilización del

20
producto retenido se obtuvieron 50 go del material que se 
cromatografió en porciones de un gramo (después de la diso- 

/ lución en el regulador mencionado posteriormente) en una co 
lumna de Sephadex G— 75 (Pharmacia Eine Chemicals) de 5 x 90 
cm equilibrada con regulador 50 mM Tris-100 mil NaCl-0,02# 
azida sódica de pH 8,0 a 5-0* La cromatografía se controló

25 por las medidas de la densidad óptica a 280 nm, los conten! 
dos de cada tubo se liofilizaron y diafiltraron para deter 
minar la proteína total y después se sometieron a un ensayo 
de roseta in vitro» Se recuperé más del 90# de eluato acti- 
vo en una fracción ligeramente'retardada ñn esta columna,

30 •con un valor de IC,V-de 0,055 correspondiente a una propor-
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oíóel de peso Molecular aproximadamente de ¡500000 a 700000 
daltonesc Este material (total de todas las corridas-’de un . 
gramo = 20 gramos) se sometió entonces a electroforesis de 
flujo libre ai pH 5,25 en un sistema regulador de acetato 
(25 mM UaOAc-7 mM HOAc). Como anteriormente, el progreso se 
.controló por la densidad óptica, proteina total ynrieensa- 
yo*. El material resultante de la combinación de las; fracció 
nes activas se purificó además por electroforesis prepara­
tiva de gel de poliacrilamida usando un 10# de gei de enla­
ce crusádOo* El espaciador y las muestras de gel de 0,060 M 
en Tris, se ajustaron a pH 6,6-6j8 con íICl* El separador 
de gel de 0,575 M en Tris, se ajustó a pH 8,9 con HC1*. El 
regulador del recipiente del electrodo fue 0,024- M en Tris 
y 0,192 M en glicina, pIT 8,2-8,4-» la elución reguladora de 
0,375 M en Tris,, se ajustó a pH de 8,8-9,0 con HCT* La acti 
vidad se eluyó en una fracción migratoria entre el vestigio 
de color (azul de bromofenol) y la fracción de albúmina» Es 
te material (aproximadamente 100 mg* en total) se homogénea 
'/jó electroforóticamente cuando se corrió en un sistema ana­
lítico a píl 8,9» --

' la repetición de la cromatografía de Sephadex
como se describió anteriormente, en una mioroeolumna (0,8 

por 76 cm) di$ prealbúmina esencialmente pura corno un sóli­
do blanco* . 5

Se encontró que el valor de SgOw determinado 
por velocidad de sedimentación en la ultracentrífuga Spinco 
modelo E fue de 4-,07 y el peso molecular de la molócula de­
terminada por equilibrio de sedimentación fue ae 56*768 dal 
tones. Despuós de tratamiento con clorhidrato de guanidinic 
•5M - ditiotreitol al 0,8#-fosfato 0,01 M (regulador) de pH ‘
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5 S2 seguido de urea 5 K-dodecilsulfato sódico al O slí¿ -cix& "di
ti o ir ex lol al 1/- buffer de fosfato 0,01 14 de pH 7 sogui
do de electroforesis a pH 7,0 en gel de acrilaraida conte­
niendo dodecilsulfato sódico« se encontró que el peso mole' 
cular del material no disociado fue de 52»000 daltones y 
hubo disociación parcial en cuatro subunidades con un peso 
molecular" de aproximadamente 13500 daltones cada una«-

. ' i  “ ’  *

. ■ . La p'roteina fue homogénea por enfoque .isoe-
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léctrico. en gel de poliacrilamida conteniendo anfolinas cor 
un régimen de pH-de 3~10, y tuvo un punto isoeléctrico.aprc 
simado a'4,5. El análisis de N-temninal obtenido por dansi- 
lación indicó la presencia de derivados correspondientes a 

.‘. lá dansilglicina y dT-dansilhistidina. La composición de ami 
noácidos se determinó por hidrólisis de la prdteina y cro­
matografía en un analizador de aminoácidos Durrm, bajo .con 
diciones standard y produjo la composición siguiente:

Aminoácido . CJ> Molecular
Acido aspártico 6 s6
Lréonina 9,5
Serina 9,3
Acido glutáraico 10,3
Prolina 6,6

Glicina 8,3 .
AÍ anida \ 9,7
Cistina 1/2 0,9

Valina . 9,5
Metionina °?7
Isoleucina • 4,0
Leucina 5,9
fii'osina 2,3

P00R
ÜUALITY
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Aminoácido
Fonilalanina
'Iriptófano
Lisina
Eistidina
Arginina

$ Molecular'- 
5,9
1,0
6,5
5.1
5.2

•La identificación se estableció además por . 
comparación con muestras auténticas de prealbümina humana,,

: ' • EJEMPLO 2 ;J
Ensayo de roseta in vi tro durante la purificación de preal­
búmina humana . ■ ,

¡ ' • El ensayo de roseta in vitro. se llevó a cabo
- esencialmeiite como se describe por Bach, J.F., et al», Proc
Nati» Acado Sci» U, S» A0 , Vol» 68, p. 2754- (1974-)© E.l Pro 
tocolo exacto fue como sigue:

A. preparación de una solución tipo de la sal só
dica de azatioprina.
Se disolvieron 277 mg» del ácido de asatiopri 

na libre, (Imuran, Bixrroughs Wellcome) en 25 ml« de agua en. 
un matraz volumétrico» Se agregó aproximadamente 1 ral» de 
NaOíí IN, gota a gota, con agitación, para disolver todo 'el 
polvo„ La solución final se-diluyó 1:100 en una solución de 
sal de Hank balanceada, pH 7,2, preparada a partir de un me 
dio1 en polvo (Difeo Labs0, Detroit, Midi) para dar una so­
lución conteniendo 0,106 mg/ml0 de la sal sódica de azatio- 
'prina, pH 8,2. Esta solución se filtró a través de un fil­
tro-de miliporo para efectuar la esterilización. La solu-, 
ción final se almacenó fuera de la luz en un refrigerador. 
La estabilidad se checó midiendo la densidad óptica a 280 y 
550 nm0

¡f



B0 Para el ensayo en sí mismo se usaron células 
del bazo de un ratón macho adulto C57B1/6 Siinonsen de 6 a 8 

semanas , timectomizado 7 a 50 días antes de sacrificarlo», 
los bazos individuales se homogeneizaron y lavaron én solu­
ción de sal de Hank balanceada y enfriada0 las células se
aglutinaron a 200 x g. durante 10 minutos en una centrifuga

6refrigerada»' Se preparó una suspensión final de 4C-60.X 10 
de células nucleadas por mililitro»

Series de control: Para determinar la sensibi 
lidad 'de las células de bazo timectomizado a la.sal sódica 
de azatioprina, la sal sódica de.azatioprina se titulé, com 
prendiendo de 25pg/tubo a 1 ,5.6 pg/tubo, usando diluciones 

'.seriadas dos .veces de 0,25 mi» de la solución tipo (parte A, 
-en solución de Hank» La suspensión de células del bazo pre 
parada anteriormente (0,1 ml0) se agregó a cada dilución 
(4,6 x 10^ células/tubo)»

! Series de prueba.; Las fracciones de prueba de
prealbúmina humana (alícuotas de 0,125 mi») se diluyeron se 

• riadamente dos veces- en. solución de Hanlc0 A cada dilución 
de la fracción de prueba se le agregaron 2,5 microgramos de 
.la sal sódica de azatioprina en 0,125 úe solución de 
' Hank (ver antes) y 0,1 mi» -de la suspensión de células del 
bazo»

Ambas series, de control y de prueba, se incu 
barón a 5720 en un baño de agua durante SO minutos» 0,2 MI» 
de eritrocitos de borrego al 50$ (SEBO) en solución de Al— 
sever (Grand Island Biological Goo, "Gibco", Grand Island, 
NoY»), preparada 2 dias previamente, se diluyó en 15 mi» de 
solución de Hank» Se agregaron- a cada tubo en ambas series 
0,125 mío de esta suspensión SRBC y las células se agluti-
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naron en una centrífuga con refrigeración a 200 x g. duran 
te 5 minutos® Las cllulas aglutinadas se refrigeraron a 
420 por 90 minutos, se suspendieron cuidadosamente en un re 
tor durante 5 minutos y se contaron las rosetas en-un'-heroo 
citómetro de Malessez. ' ' .

La actividad específica se determinó' por la 
cantidad mínima de proteína en las fracciones de prueba que 
inhibieron la formación de roseta en un 50$ o más en. presen 
cia de 2,5 pg/tubo de la sal sódica de azatiopriná*-La ac­
tividad 'específica de las fracciones obtenidas durante'la 
purificación (Ejemplo l);se muestra en el cuadro siguiente, 
que es un factor de purificación relativo, usando la frac­
ción Cohn IV-1 como una referencia.

•15

20

25

Actividad en Factor_ 
Ensayo de ro • de puri 
seta ~ fica—

Paso Fracción (pg. de proteína) ción.

1 Fracción Cohn IV-l. 24 1

2 Cartucho de retención 
.DC-30 HIOSM. 5 8

3 Cromatografía en Sephadex 
G-75, PH 8, fracción 2.

.'i—3 .. .  .

0,1 240 .
4' Electroforesis de flujo li 

bre, pH 5,25- fracción 20 0,01 2.400

5 Electroforesis preparativa 
en gel de poliacrilamida, 
pH 8,9, fracción 10 • 0,002 12.000

6 • Cromatografía en micro- 
Sephadex G-75, fracción 1. 0,0004 60.000

El cuadro anterior demuestra el uso del ensa
yo de roseta in vitro para controlar la purificación de la 
prealbúmina humana, y demuestra que se ha logrado una puri-.
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ficación de 60o000 veces, 
ción Cohn I?-lo

basada en la actividad de la frac

EJEMPLO 5
Estimulación de' síntesis de anticuerpos

Cuando los animales normales o animales que 
están abatidos experimentalmente en su respuesta inmunoló­
gica, se inyectan con un antígeno extraño, v0g., úna. proteí. 
na obtenida de otra especie, la estimulación ocurre de un
-rey* • *• -V

mecanismo de defensa inmunológico, vego, síntesis de anti­
cuerpos que tienen la capacidad para "h’eutr alizar" el mate 
rial extraños . ' .

‘ ' Protocolo: se trataron ratones normales (de
la clase C57B1/6) con una sola inyección intravenosa, de 
eritrocitos de borrego (SEBO) como un estimulante antigéni 
co« Al mismo tiempo los ratones de prueba se inyectaron, in 
travenosámente con una cantidad de .prealbúmina humana (una 
fracción apropiada como se ilustra en el cuadro en el Ejem 
pío 2)e los ratones control recibieron el antígeno y albumá 
na de suero de bovino (BSA)¡> Siete días después los anima­
les se sacrificaron, se diseccionaron los bazos y cada- uno 
'se utilizó para el ensayo de anticuerpos in vitro, de acuei 
do con el .método de Jerne, II0 K», et al, Science, Yol0 140, 
p„ 405 (1963), la respuesta de anticuerpos se expresa como 
el'número de células que forman placas (PPG) por 10^ de cé 
• lulas- del bazo.

Ae El siguiente cuadro ilustra la formación de 
anticuerpos utilizando una fracción do prealbúmina humana
("hormona") correspondiente al paso 2 del cuadro en el 
Ejemplo 20 Se ensayaron anticuerpos 19S (IgM) y 7S(IgG-)e



Material inyectado PIPC/106 células del bazo
19S(XgM) 7S(IgG)

Solución salina 33 2

SEBO 109 ' 134 .
SRBC 10 pg. hormona .193 ■ 112 ;
.SRBC i 100 pg» hormona 249 175.t
SRBC 4 400 y.g0 hormona 276 3.1Ó'
Solución.salina 4 400 pg* 
hormona : 1 . ‘l
Solución saliña i 400 pg. 
BSA ‘ - 3 1
SRBO r 10 pg» BSA ' 120 119i
SRBC A 100 pg. BSA 154 76 .
SRBO 4 400 pg. BSA 156 152

Los datos muestran que la administración de 
prealbúmina humana incrementa significativamente la capaci 
dad de las células del bazo para sintetizar anticuerpos 7S 
y 19S.

Be El efecto de la prealbúmina humana ("hormo­
na") en la síntesis de anticuerpos se puede demostrar tam­
bién en un ensayo in vitro. En este*casó lasi células del ba 
zo, de ratones C-57B1/6J, se cultivaron y se trataron des­
pués con eritrocitos de borrego, eritrocitos de borrego més 
hormona, u hormona, sola. La hormona utilizada en este expe' 
rimento fue del paso 5 del cuadro en el Ejemplo 2. La res­
puesta de anticuerpos se midié después de 5 días de culti­
vo» Solamente se midieron los anticuerpos 19S. Los resulta 
dos se expresan en el cuadro siguiente:
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Material agregado al 
cultivo de células 
del bazo

Respuesta de Anticuerpo 19S 
(PPC/106 células del bazo)

SEBO
SEBO hormona (10 pg.) . 
SEBO -I- hormona (50 pg») 
Hormona (50 pg)„.

46
1352
2097
1964

58

’• i,os resultados anteriores demuestran que la
preparación dé prealbúmina humana fue activa al estimular 
la síntesis de anticuerpos IgIi(19S) cuando se agregó in vi- 
tro. ' .

EJEMPLO 4 ~ •
Efecto de la prealbúraina humana en ratones timectomizados 
neonatalmente
: Está bien establecido que la timectomía neona
tal produce una invalidez inaunológica0 Los animales opera 
dos dejan de crecer normalmente , muestran agotamiento y tie 
nen poca-resistencia a las infecciones, no pueden sinteti­
zar anticuerpos en respuesta a la provocación por antigenoi 
específicos y. no tienen inmunidad mediante células, es de­
cir, no pueden rechazar un.injerto de piel a partir de una 
■clase alogénica de la, misma especie,. Generalmente tales 
animales operados mueren dentro de cinco a diez semanas po, 
operatorias de infecciones generalizadas, dependiendo del 
.grado de agentes infecciosos del medio ambiente en el que 
se aloj'an« Este síndrome de timectomía neonatal se ha demos 
trado en una variedad de -especies y también se ha visto en 
niños que nacen sin timo o con aplasia y displasia tímicas 
Miller, J0EoAeP0, et al, Physiol» Revsn, Vol0 47, p» 137
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(1967) y Trainin, N0, Physiolo Revso» ?ol0 54, P» 272 J
(1974). ■ . ' ■

. Protocolo: Be timectomizaron ratones C-57B1/
Ka dentro de las 24 lloras del nacimiento utilizando, técni­
cas quirúrgicas estériles y alojamiento bajo condiciones 
libres de patógenos infecciosos específicos» Grupos. ,>d-© 10

•* » • U . 3 9cada uno 'de estos ratones timectomizados neonatalmente fue 
ron tratados como se indica después# Se usó albúmina de 
suero de bovino (BSA) como una proteína de control»." ,

A» Síntesis de anticuerpos
Al principiar las nueve semanas de la pósta­

me otomía , cada ratón se inyectó intraperitonealmente en 
días alternados (ocho inyecciones en total) con 1 mg0 por 
inyección por ratón, de preparación de prealbumina humana 
("hormona") o BSA0 La hormona utilizada para este experi­
mento fue aquélla del paso 2 del cuadro en el Ejemplo 2»
Los animales se sacrificaron una semana después de la ulti­
ma inyección de hormona y 5 días después de una sola inyec­
ción intraperitoneal del antígeno, eritrocitos de borrego0 

Las concentraciones de anticuerpos. JlyS)_£.e.. de terminaron 
de acuerdo con el método de Kishell, Ro Xo, Jo Exp» _ Medo., 
Volo 12o, p0. 423 (1967)o Los resultados se expresan en la 
tabla inferiora ’ '
Respuesta de anticuemos 19S(PPG/10^. células del bazo)

Ratones tratados con hormona Ratones tratados con BSA 
58.650 ' 9.500

-  27“

El cuadro anterior demuestra que la adminis­
tración de la preparación de prealbúmina humana restaura a ,



los ratones tiinectomisados neonatalmcnte la habilidad para 
sintetizar anticuerpos 19S en una respuesta a una provoca­
ción de eritrocitos de borrego, un antigeno dependiente ti 
micoo ' . • • • * • • -

Bo La interacción.de linfocitos mezclados0 .
. Guando las células linfoides de ratones- de 

una- clase especifica se mezclan in vitro con células .linfod, 
Jlgs d§_^atones de una clase no relacionada, la naturaleza 
"extraña", desde un punto de vista inmunológico, de las cé 
lulas a’otro diferente da por resultado una respuesta pro- 
liferativa.de cada célula0 Como se indica después, en una 
de las dos agrupaciones celulares.se puede impedir la pro­
liferación, o •sufrimiento de blastogénesis por adición a 
una agrupación celular, antes de mezclar, un agente que in 
hiba la división celular0 La habilidad de las células para 
reconocer o admitir células extrañas es un reflejo de una 
respuesta inmunológica mediante célulaso Esto es lo que se 
llama reacción de "una forma" de linfocitos mezclados»

Las células linfoides de ratones timectomiza 
dos neonatalraente o de ratones (carentes) sin timo, genéti­
camente. son incapaces de este tipo de reconocimiento, es 
decir, no.responden a la reacción de linfocitos mezclados 
cuando se incuban con células linfoides de ratones adultos 
de'otra clase0 ;

El protocolo usado fue aquel descrito por 
Goldstein, A0 L«, et al», J» Immunol», Vol0 106, po 773 
(1971).

Los datos mostrados abajo se obtuvieron con 
células linfonodulares de ratones C57B1/Ka timectomizados 
' neonatalmente tratados a las cuatro semanas de edad con in
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yecciones subcutáneas, únicas, en un período de dos sema­
nas, de un miligramo cada una de "hormona" correspondiente 
al paso 2 del’ cuadro en el Ejemplo 2. Un grupo control de 
ratones C57B16/Ka timectomizados neonatalmente recibieron 
dosis similares de un miligramo de albúmina de suerd'de bo­
vino o los animales se sacrificaron entonces y se dlseccions 
ron-los nódulos linfáticos (mesentéricos, axilarese ingui­
nales)’ y.bazos. Suspensiones celulares de los nódulos de 
linfa de cada ratón se trataron en la reacción linfocítica 
mezclada, usando iguales números de células (A) linfonódú- 
lares C57B16/Ka y células (B) alógénicas (BLA).’ La incorpoi ’• - '
ración "fundamental" para cada tipo de célula se obtuvo s£ 
paradamente y dedujo del valor de la reacción,de células 
mezcladas para dar la diferencia en cuentas por minuto 
(ACPM), resultante de la interacción .de los dos tipos de 
células.

Los datos obtenidos fueron como sigue:

^H~Incorporaci6n de fimidina 
1 2.Tratamiento ACPM Indice de estimulación

Albúmina de suero de
’ bovino 11.596 28,4
Hormona ' 18e558 48,8

25 ^CPM = AXB - (A 4 B) 

‘̂ Indice de estimulación = AXB’
A' + B "v.

30

Es evidente' que las células linfonodulares de 
los animales tratados con la preparación de prealbúmina hu­
mana muestran un incremento aproximadamente de dos veces en
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el Indice de estimulación. Estos datos indican que las.eS- 
lulas de los ratones timectomizados neonatalmente tratados 
con esta preparación fueron significativamente mejorados 
en su capacidad'inmunológica como.se refleja en su capaci­
dad para "reconocer" las células linfonodulares de una. cía 
.se histoincompatible de ratones. "

■ . ; ■" EJEMPLO 5 - . •
Proliferación del tejido linfoide

Loo ratones que son privados de su glándula 
timo dentro de 24-48 horas de su nacimiento (timectomíá neo 
natal) o ratones (carentes) atímicos genéticamente dejan de

i ’
desarrollar tejido linfoide normal. Esto es, sus nódulos 
linfáticos y bazo (los órganos linfoides) son pequeños y 
muestran una insuficiencia de linfocitos. Esto, es un refle­
jo del hecho que.tempranamente en la vida, el .timo produce 
gran número de células linfoides que se exportan hacia, y 
siémbran, los órganos linfoides periféricos cuando estas 
células proliferan. Esto da por resultado normalmente cre­
cimiento y maduración de las estructuras linfoides norma­
les.

; . v . Protocolo: a ratones (carentes) atímicos ge­
néticamente de 4 semanas de' edad se les díó ocho inyeccio­
nes subcutáneas, diariamente, de Img, de la preparación de 
pre'albumina humana ("hormona") correspondiente al paso 2 

del cuadro del Ejemplo 2 en un período de 2 semanas antes 
de sacrificarlos. Ratones control, recibieron inyecciones' 
de 1 mg. de albúmina de suero de bovino. Los nódulos linfa 
ticos (mesentéricos, inguinales y axilares) se disecciona­
ron, secaron y colectaron y se contó el número total de cé. 
lulas linfoides. Los datos son como sigue:
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1 Albúmina do suero Ae bovino Hormona
•í -

Tejido NS de células lis de células

Bazo 1,02 x 108 1,8 x 10®
Nédulos linfcides 21,3 x 105 ' 41,5 x 108

10

. .Puede notarse que la proliferación de célu­
las' linf oides en ratones normales debe ser bajo regulación 
tímica. Los ratones (carentes) sin timo genéticamente tie­
nen tejido linfoide pequeño, no desarrollado0 Los datos an­
teriores indican un incrementeo, en los ratones tratados
con prealbúmina humana, en el número de células linfonodu-

' ' 2lares por un factor de ~/2 x 10', loe,, un incremento de 
200 veces.

15

20

. EJEMPLO 6

Estimulación por mitógenos: Blastogénesis en éxposicióna 
la-Ooncanavalina A0

Las células linfoides de ratones carentes, de 
bido a que son irrespondientes inmunológicamente, no reac­
cionan a la Ooncanavalina A, un mitógeno conocido por ac~ 
tuar sobre las células 9? capaces inmunológicamente, acele­
rando su maduración y diferenciación.

Protocolo: El tratamiento de ratones caren­
tes fue como se describió para la proliferación del tejido
linfoide (Ejemplo 5) usando la mismá preparación y cantidad 
de prealburaina humana. El ensayo usado se describe por 
Claman, II. N., J„ Immunol.. Vol. 112,. p. 960 (1974) basado 
en la incorporación de ^H-timidina en las células linfoi­
des incubadas in vitro con y sin adición de Ooncanavalina 
A (miles-leda, Kanlcakee, Xll») ¡
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1 Batos obtenidos: • CPM0

Células de ratones tratados con BSA 
4- fosfato-solución isotónica reguladora 
t Concanavalina A üp,v

s
Células de ratones tratados con horno-' . ' ’ '
na t fosfato-solución isotónica regula
•dora f Concanavalina A 419

1Ó

^Pr omedió. de- %-timidina incorporada por tubo de incuba- .
' ción0 ' «■. ,

La inyección de la preparación de prealbúmi- 
na hum-ana incrementó en aproximadamente 4 veces la respues 
ta mitogénica de las células a. la Concanavalina A* Por lo

\ s

' tanto, la administración'de este material a ratones caren- 
• tes, incrementó el número de células de paciente que exhi- 
■ ben propiedades dé células L en su respuesta ál mitógeno»

15 EJEMPLO 7
Maduración in vitro de linfocitos humanos a las células T

20

capaces inmunológicamente
El número de células que forman rosetas E es 

' ponténeas de eritrocitos en linfocitos de la sangre perifé 
rica es un índice de la capacidad inmunológica del pacien­
te, puesto que este índice refleja el número de células T 
capaces inmunológicamente circulantes0

En individuos normales, el número de células 
de roseta E en la sangre periférica representa generalmente

25 .el 65-80^ de la población linfocítica total» Se observan 
frecuentemente valores inferiores a este rango en estados 
deficientes inmunológicamente, influyendo enfermedades ma­
lignas, aplasia o displasia tímicas, artritis reumatoide, 
etc0

30 Protocolo: los linfocitos se separaron de la
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sangre periférica humana en un gradiente de Ficoll-Iiypaque 
Boyun, A,, Scan0 Jo Clin, lab, Investo, Yol* 21: Súpl¿'979

O

(1968), los linfocitos T se identificaron por la formación 
espontánea de rosetas con eritrocitos de borrego, Bentwich

j  j

Z,, et al,, Clin, Immunol, Immunopath, Yol. 1, p. -$l*í-:(197! 
Se considera significante un cambio de + 10# (en una-escalo 
de 100$)o los datos obtenidos son como sigue:. - -

INFLUENCIA DE PREA1BUKINA HUMANA (HORMONA CORRESPONDIENTE 
AL.PASO 3, CUADRO, EJEMP10 2) IN VITRO EN TANTO PORCIENTO 
DE CELULAS QUE FORMAN ROSETAS E ESPONTANEAS -DE ERITROCITOS, 
EN LINFOCITOS DE LA SANGRE PERIFERICA DE INDIVIDUOS NORMA-
JLLDfD 1 xdi.wJ.Jjli J.Xjj

linfocitos de 
siete indivi­
duos normales

5 wix xiríj: juixr 
• #inicial de 
rosetas E

+50 pg, 
de

Hormona
4-Estracto in 
hibitorio de 
bazo (RIS)W

+RiS( D  .
+50 vig»de 
Hormona

1 70 70 N oDÓe N.D0e
2 . . 65 65 NoD. NoD, •

' ■ 3 • 61 68 • • NoDo N.D, :
4 66' • 55 • NoD, N.D.
5 66 60 47 68
6 68 ,69 48 64
7 • 72- 69 50 71

Linfocitos de 
seis pacientes 
con enfermedad 
de Hodgkin»

-k--*~ • ------

1 67 ' 66 N0D, N.D,
2 62 ' 72 N.D. NoD,

. 3 .48 \ 70 N.D, N.D.
4 55 70 N.D, N.D.
5 62 78 43 66
6 43 • .70 50 54

E,N.D. = No hecho (1 )- 10 pg. proteina/tubo de prueba

).
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Los resultados anteriores sugieren que incu­
bación in vltro con la preparación de prealbúmina ■ humana de ■ 
linfocitos de' la sangre pe3?iférica de individuos qué tienen 

. procentajes más banjos que los normales' de células que for­
man rosetas E espontáneas dan por resultado un incremento 
en el porcentaje de estas células0 Tales datos han sido in 
terpretados para indicar que la concentración de hormona.’ 

-títoicarinadecuada es la base para los números inferiores de 
células que forman rosetas E en estas condiciones clínicas» 
En contraste, las células precursoras están aparentemente 
presentes en estos individuos puesto que la incubación de 
estas células'con adición de la preparación de prealbúmina 

• humana incrementa, el número de células que forman rosetas 
E espontáneaso • •

Pacientes con enfermedad de Hodgkin frecuen­
temente muestran números más bajos que los normales de cé­
lulas que forman rosetas E espontáneas» Los datos anterio­
res revelan que los linfocitos periféricos en 5 de 6 estu­
dios de pacientes de Hodgkin mostraron, en incubación con 

. la preparación de prealbúmina humana, un incremento signi- 
• ficativo en el porcentaje de células que forman rosetas E 
espontáneas»• .

.En adición, la preparación de prealbúmina hu­
mana contrarresta el efecto inhibitorio de un extracto de 
bazo de pacientes con enfermedad de Hodgkin en el número de 
células, que forman rosetas E espontáneas en los linfocitos 
de sangre periférica de individuos normales y en un pacien 
te con la enfermedad de Hodgkin»
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EJEMPLO 8

Actividad en la preparación de prealbúmina humana in vivo,

■ El ensayo anterior de células que forman ro­
setas de borrego referido en el Ejemplo 2, se aplicó tam­
bién en ensayos en los que se administró in vivo una prepa

2

.ración de prealbúmina humana altamente purificada (corres­
pondiente al paso 6 del cuadro en el Ejemplo 2), El proto­
colo fue .como sigue:

■ • ' La preparación para, ensayarse se administró
a ratones C57B1/6.adultos normales (de 6-8 semanas de édad) 
que habían, sido timectomizados. dos semanas antes dé usarlos 
Se les dieron intraperitonealmente en dosis de 2-4 pg por 
ratón, inyecciones diarias en cada uno de los tres días su­
cesivos o . .

A las 24 horas siguientes a la última inyec­
ción, los animales se sacarificaron, los bazos se extrajeron 
rápidamente, las suspensiones celulares se prepararon y se 
usaron en el ensayo de roseta0 Los datos se representan 
abajo¿

Ratón normal, no timecto- 
mizado

Rarón timectomizado, in­
yectado con solución sa­
lina
Ratón timectomizado, in­
fectado con 2 pg* de pre­
paración
Ratón timectomizado in­
yectado con 4 pg de pre­
paración

.Punto^final

O?78 pg* de azatio- 
prina

25 pgo de azatioprina

0,195 pg de azatio­
prina

0,098 pg de azatio­
prina

30 Loo datos anteriores muestrai que la capaci-
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dad inmunológica fue restaurada para las células del bazo 
de ratones timectomizados por la administración de la prepí 
ración0 Debe hacerse notar que la inyección de la prepara» 
ción de prealbúmina humana purificada restauró a las célu­
las del bazo de los ratones timectomizados una sensibilidac 
a los efectos inhibitorios’ de azatioprina,' basada en el nú 
mero de células que forman rosetas del bazo, igual á aquel 
de las-células del bazo de ratón nórmalo La actividad' abso

-**e-‘*A • ••*— *-*•  •» •* *

luta de la preparación usada en este ensayo es de 6 ,4 ng*
10 en el ensayo in vitro»

• ' ' EJEMPLO 9 '
Purificación alternativa de nrealbúmina humana de la frac­
ción Cohn IV-1

Se agitan 100 g, de la fracción Cohn IV-1 (pe 
13 so húmedo) con 500 mi de agua destilada durante cuatro ho­

ras a 2-5°C0 La suspensión se liofiliza entonces, dando 
aproximadamente 40 g« de un polvo seco0 Este material se 
disuelve entonces en 1000 mi» de Tris 56 eM -cloruro de s_o 
dio 100 mM-regulador de- azida sódica al 0,02$, pH 8,0, y 
se agita por tres horas a temperatura ambiente,, la solu- 
■'cióif se centrifuga entonces a 15o000 x g» durante 50 mixiu- 
’ tos a 2~5QCo La capa sobrenadante de color verdoso claro 
en un recipiente adecuado rodeado de hielo se satura enton 
ces: al 40$ con sulfato de amonio por la adición de 245 g»

25 -de sulfato de amonio a 1000 ml0 de la capa sobrenadante» 
la suspensión se deja sedimentar a 5-0 durante la noche y 
el precipitado se remueve por centrifugación» la capo, so­
brenadante se satura entonces al 60$ con sulfato de amonio 
por la adición de 132 g» de sulfato de amonio a 3.000 mx. dt 

30 xa capa sobrenadante y el precipitado se colecta como an-



- 37 -

5
i

1

S

10

15

20

tes6 El precipitado se disuelve entonces en el volumen mina 
mo de agua destilada y dializa exhaustivamente contra agua

'  V J J  J  J
destilada en frío y liofilisa para dar 17 go del material*

El material anterior, eu alícuotas del'go, 
se aplica a una columna de 5 x 90 cm« de Sephadex G-150 (vc_.

• c j '

lumen total de 1*760 centímetros cúbicos) -equilibrada^con 
Tris 50 mM-cloruro de sodio 100 mM-azida sódica al'0,02$,; 
pH 8,0 y la columna se eluye con el mismo regulador*- El ma 
terial e.luyente en el régimen de peso molecular de 40.000- 
7O*OO0 daltones se colecta, desalifica por diafiltración a 
través de una membrana de Amicon. UM-10 a 70-80 psi de pre­
sión de nitrógeno y liofiliza0 El material total obtenido 
después de todas las graduaciones de 1 g« en la columna de
Sephadex es de 4 g* , ■ ' -

' Después de la cromatografía de este material, 
en alícuotas de 1 g* como se describe anteriormente, usan­
do la misma columna de Sephadex, seguido de diafiltración 
y liofilización como antes, se obtienen 2 g* del material.

El cuadro, inferior ilustra el peso del mate- • 
rial y la actividad en el ensayo de roseta in vitro, como 
se describió en el Ejemplo 2. 1

Material
peso en seco actividad - ensayo de
•(gramos) roseta (pgs.)

Cohn IY-1■ \ 40 12

Precipitado de sulfa 
to de amonio al 
40-60$ 17 1,6

G-150, Fracción 3 4 . 0,20

G-150, Fracción 3, 
repetición 2 0,02
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El material del procedimiento anterior puede 
someterse a electroforesis preparativa de gel de poliacri- . 
lamida y cromatografía en una microcolumna como se descri­
bió en el Ejemplo 1 para producir, el material .objeto, esen­
cialmente libre de’impurezas, exhibiendo actividad^en el er 
.sayo de roseta in vitro comparable a la que se describió en 
el Ejemplo 2, es decir, de aproximadamente 0,2 a 1,0 ng. . 
. _  . . • EJEMPLO 10
Efecto de prealbúmina humana in vitro en la promoción de.

maduración de cóluías capaces inmunológicámente0

Los timocitos inmaduros de ratones normales 
no son normalmente células T con actividad citotóxica signi 
ficativa0 La aceleración de la maduración de estos timoci­
tos a linfocitos que-exhiben actividad citotóxica es una in
dicación del mejoramiento de la capacidad inmunológica0;

■oProtocolo: se cultivaron timocitos 1 x 10f de 
ratones C-57B1/6 con células.del bazo de ratón Balb/c irra­
diadas 5 x 10^, con y sin 5 del material correspondien­
te al último paso en el cuadro del Ejemplo 9> fi 5 £g« de 
BSA, por 5 díaso La citotoxicidad se mide en células P815 

■ Y(H-2^)-marcadas con ^1Cr0
• • ^ de Liberación de ^Cr

Timocitos -r Balb/c
f 5- P-gc- de BSA , 15
Timocitos -f Balb/c 
•{• 5 pgo de preparación
-de prealbúmina humana A5

30

Los datos anteriores demuestran que células 
linfoides que normalmente no exhiben actividad citotóxica, 
incrementan significativamente la citotoxicidad como un re-
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sultado de su exposición in vitro a la preparación, de preal 
búraina»

EJEMPLO 11 •
. Como se indicó anteriormente en el Ejemplo 5? 

las células linfoides del ratón carente son generalmente
* a '•* <j

irrespondientes inmunológicamente* Se condujo un e’studio 
del efecto de una preparación de prealbúmina humaná; para ; 
elucidar una respuesta inmunológica de las células del ba­
zo . de ratón carente- incubadas in vitro0 La reacción' de lin­
focitos-mezclados (ver Ejemplo 4 anterior) fue el sistema 
de ensayo0 , • .

. Protocolo: se cultivaron células del bazo 
5 x 1C¡5 de ratones nu/nu (fundamentalmente Balb/c) con cé­
lulas del bazo de ratón ^  (Balb x C57/K6). irradiadas 5'x 
10^, por tres días, con trimidina tritiada durante las últi­
mas cuatro horas» Se. utilizó una concentración de 2 pg»/tu 
bo- de preparación de prealbúmina humana (hormona) corres­
pondiente al último paso en el Cuadro del Ejemplo 9» Los 
valores son promedios 4- S»E, para los tres experimentos»

Puente celular Singenelsa- ■ v-»-—  Alogeneica
• . Hormona BSA Hormona BSA

bazo nu/nu • 1241 f 74 1027495 67254751567467

: Los datos muestran que, aún cuando las célu
■ las del bazo de ratón carente incubadas con albúmina de
suero de bovino no responden en la reacción de linfocitos

30

mezclados, células similares incubadas con 2 pg« de la pre 
poración de hormona por células del bazo 5 x 10 no dotan 
efectivamente estas células con la capacidad para funcio­
nar en la reacción de linfocitos mezclados» Por lo tanto,
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la hormona convirtió las células que no responden inmuno16 
gicamente a células con actividad inmunolégica,

EJEMPLO 12 .
Autosensibilizacion de linfocitos in vitro.

Cuando las células linfoides de un animal se 
- dejan incubar ya sea in 'vitro o en una .cámara incluida, 
con- células no linfoides del mismo animal, ocurre un fenó- 

'’jneno'que. se denomina autosensibilización, Esto es, las cé- 
,lulas, linfoides inmunólógicamente activas son capaces de- 
reconocer que otro tipo de células no es idéntico sino, en 
este sentido, es extraño. El hecho de que esto ocurre pue­
de determinarse por la evaluácién del grado de citotoxici- 
dad de estos linfocitos sensibilizados. Esto se hace midier. 
do la extensión de lisis o destrucción de células (células 
objetivo) a las cuales los linfocitos se han sensibilizado 
por- mezcla de las células sensibilizadas con las células 
objetivo marcadas con un isótopo, generalmente una sal de 
cromo marcada radioactivamente. Después de la incubación y 
como un resultado de la lisis de las células objetivo, se 
libera la radioactividad de las células marcadas en el me- 

■ dio donde puede medirse la. cantidad liberada. El porcenta­
je de la radioactividad total liberada se toma como una rae 
dida del grado de citotoxicidad de las cólu3.as linfoides 
sonsibilizedas (lakogusi, M, and Klein, E, Transplanta- 
• tion,- 2:219, 1970).

Protocolo: preparación de linfocitos de san­
gre’ periférica: los linfocitos se separaron de la sangre 
total por el método del gradiente de Ficoll-Isopaque, Bo 
youm, A,, Scand, J, 01ino Lab, InVo,. Vol0 21 (supp097)í 
Po77 (1968)o
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Medio de cultivo; so cultivaron estratos de 
fibroblastos y células objetivo en un medio de Earle más •. 
suero fetal de becerro al 10$ (Gibco)0 La sensibilización 
de linfocitos y el ensayo de citotoxicxdad se llevaron a 
cabo en medio de RPMI 1640 (Gibco) complementado con suero

' . *> j

positivo AB humano al 10$, glutamina 2 mM y regulador-de 
Hepes 4 mM (Gibco). . ' • • •

Sensibilización in vitro de linfocitos; Se 
usaron fibroblastos de piel normal, entre su tercero y dé­
cimo pasaje in vitro, fueron sembrados en matraces de cul­
tivo de tejido plásticos, (25 cm̂ -, Raleón, Oxnard, USA). Un 
poco antes de que alcanzaran su confluencia, los estratos 
se irradiaron (4.000 R) con una máquina de rayos X (Sie­
mens, stabilipan 15 mA, 22 KV, Eilter Al 1. mme, proporción 
de dosis 562 R/min, distancia: 40 cm)0 Se vertieron alíquo 
tas de las cólulas linfoides■(de 10? a 1,5 x 10^) en los 
matraces con y también sin los estratoso El medio de culti 
vo se reemplazó en el d£a 5<> En el día 6 los linfocitos se 
recuperaron pipeteando y lavando con medio frescoo Solamen 
te un peaueño porcentaje 'de las células linfoides quedaron 
unidas firmemente al estrato de sensibilización. Los linfo 
citos colectados se lavaron dos veces y contaron en presen 
ciá de azul de tripano para estimar la viabilidad.

• Ensayo de citotoxicidad mediante células:
.Los linfocitos se probaron por el método de Tákagusi M. ano. 
'Klein. E», Transplantation.- Yol. 9, P» 219 (1970)» Se sem­
braron 400 células objetivo (fibroblastos de piel) en un 
volumen de 20 jil por recipiente. Después dé incubar duran­
te la noche, el 50$ de las células se fijaron. Los linfoci 
too se agregaron en un volumen de 20 yl y la reacción se



suspendió después de 4-8 horas „ El número de células ob-j eti 
vo restantes se registraron después de lavar .con solución 
salina de fosfato regulador, pH 7,4-, fijando con metanol y 
tiñendo las placas con Giernsa (Gibco)» El número de células 
en los recipientes expuestos.a los linfocitos cultivados 
.previamente sin los estratos sensibilizantes, se tomaron 
como la linea base para la evaluación de la citotoxicidad» 
JSi.número de células en los recipientes sembrados con lin­
focitos sensibilizados y en recipientes de medio de contro3 
se comparó por consiguiente con este valor»

El efecto de la "hormona" (correspondiente a 
la preparación en el paso 4- en el cuadro del Ejemplo 2) en 
la autosensibilización descrita anteriormente,se probó co­
mo sigue:

Se. agregaron 10 pg de hormona en 0,1 mi» dol 
medio RPMI 164-0 a matraces de sensibilización conteniendo
4- íq1 „ del medio de cultir-o»

En los primeros dos estudios (materia CoC0) 
la hormona estuvo presente durante los seis dias de sensi­
bilización» En el experimento restante (materia G»K») la 
hormona estuvo presente solamente durante los primeros 
tres dias, en dicho tiempo el medio fue reemplazado» los 
linfocitos se. removieron y probaron para su actividad cito 
tóxica como se describió anteriormente»

Eos resultados se muestran en la tabla si­
guiente:
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Origen Pibroblas- Adición L/i’̂  : 2CO/3
de lia- 
fcoitos

tos sensi­
bilizantes , C"*‘S H.Gornona Promedio ¿ r* ;r» ** 

O o y j  /

f-\ r~t -t í  55 
V  O V  9 C„C0 - 53? ± 17
cao. CsCo -i- 73O ± 41
C*Ca “ 760 ± 13
- “ 736 ¿ 33

c.o» 0oCo • - 360 ± 31
C,G0 C*C0 504 ¿ 39
CcO. - 529 ¿ 36
G-oICo GoKo - 330 + 18
Gr <► Áv o G,K0 4 432 i- 17
G oA0 - 432 + -30

20

Significación estadística XXX P < 0,001

X X  P <0,01

X  P < 0,05

p < 0,05

25 -

50



:ión
í Hlona

: xxx 
xx

¿dinero de
cóludjs/recipieñcé' ‘

1/2 5 :: 200/1 - P/5 5_i0Q¿1 . L/T ■ 50/1
Promedio So Es fá r educo Promedio £ SoSo / reduco Promedio S0S« $ reducción

537 •V 17 23¿cxx 427 ■t- 27 21xx 505 ¿ 21 7
730 4-1 4 544 ± 25 0 531 ± 21 2
760 ± 13 542 17 544 ¿ 18
735 33 3 545 ± 44 0 554- ± 8 -2
360 ± 31 32xxx 333 ± 29 32xxx 446 ± 24 ig2C<

504- ± 39 5 503 ± 36 ~2 544 ± 11 ■ 0
529 ± 36 491 ± 18 552 ± 23
330 ± 18 32xxx 228 + 16 I 7 X 393 ± 14 I 7 X X

432 4* 17 10 24-9 ± 13 10 4-59 + 17 3
482 ± 30 276 ‘ 4* 13 474 ± 23

P 2 0,001 
P í^OjOlL
p < 0,05

p k o ,05r~

dp V-S de hormona a matraces de sensibiliza- 
ci6ua Presente en todos los 6 días de sen™ 
sibilizacióri en los experimentos 1 y 2; 
presente solamente durante los primeros 5 
días en el experimento 3 o

§
Iniciales de células donantes de materias 
Jj/T Liniocrtos — relación de células objetivo0
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Es evidente partiendo de los datos que las 
adiciones a los matraces de sensibilización de 10 pg de la 
preparación de hormona, ya sea para los seis días completos 
de sensibilización o solamente.durante-los primeros tres 
días del período dé sensibilización de seis días previenen 
en ambos casos la aparición de células citótóxicaso. Esto es 
la preparación de hormona bloqueó el fenómeno de autosensi- 
bilización0 los datos indican la utilidad potencial.de la

• -« "V i ‘ *'•

preparación para evitar o mejorar un avance en el procese 
de autosensibilización que puede ser un factor etiológico 
en las enfermedades autoinmunes0 '

EJEMPLO 13
Autosensibilización de linfocitos in vivQo •

Protocolo: se usó la técnica'utilizada en el 
Ejemplo 12 para examinar el efecto de la preparación de hor 
mona en la autosensibilización in vivo» Ademés, se examinó 
el papel principal de la glándula timo y sus hormonas, que 
influencian esta autosensibilización* El procedimiento di­
fiere de la autosensibilización anterior in vi.tro en que la 
autosensibilización se logró colocando las células objetivo 
(células de tumor fibrosarcoma MC57M de ratones de la misma 
clase) mezcladas con células del baso del paciente, en una 
cámara de miliporo de celda impermeable e insertando des­
pués la cámara en la cavidad peritonoal de ratones normales 
C57B1/6 o ratones de esta clase.que han sido timectomizados 
al mes de edad» La preparación de hormona se administró in 
vivo; se inyectaron 20 pg* 1 hora antes y 6 horas después 
de la implantación de la cámara y luego cada día hasta el 
día 4 de sensibilización* Los animales se sacrificaron en

30
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el 50 día; las células, en su mayor parte linfocitos, se re
cuperaron de cada cámara y ensayaron para la citotoxicidad,

51usando fibroblastos marcados y Cr (de ratones de la misma 
clase) como células objetivo» •

los datos obtenidos son los siguientes:

Cámara paciente
Número de células/recipiente 
Promedio 4 S0E0

Jé de re 
duceión3

Tx f hormona 3 4-29 ¿ 1 3 .2* •
Ix . 294- ± .7
Intacto '
(compañeros de cría) 393 i 9 ■6*
b . , " '■ 4-20’ oCVJ-H

a
b

H

* * * ,  P- + < 0 , 0 0 1 ;  * * , < 0 , 0 1 ;  T, P.  ¿ 0 , 5

células del bazo preparadas recientemente usadas como 
controles.
correspondiente al paso 4- del cuadro. Ejemplo 20

Los datos anteriores indican que la inyección
\de la preparación de hormona in vivo en ratones timectomiza 

dos bloquearon efectivamente el desarrollo de la autosensi- 
bilización de los linfocitos que contiene la cámara por las 
células del fibrosarcoma del ratón. Estos datos junto con 
el ejemplo anterior de bloqueo por la hormona de autosensi­
bilización in’vitro, indican además la utilidad potencial 
de- la preparación de hormona en enfermedades humanas en las 
que un componente etiológico es la autoinmunización, es de­
cir. la inhabilidad para reconocer "por sí mismo"0

EJEMPLO 14 '
Lo siguiente ejemplifica composiciones (por 

dosis) farmacéuticas representativas de la presente inven-
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ción, ilustradas para una procreación correspondiente al úi
paso en el cuadro del Ejemplo 9o
A. Preparación de prealbúmina humana 1,0 rng.

. Cloruro de sodio . 5,0 mg.
Agua para la inyección q*s0 1,0 mío

B. Preparación de prealbúmina humana '1,0 mg»
Fosfato sódico monobásico monohi- 
dratado. mg.

ty v • *• ■Fosfato sódico dibásico u,6S mg.
\ Cloruro de sodio 2,52 mg.

Agua para la inyección q0s<, 1,0 mi.
c . ■' Preparación de prealbúmina humana 1 ,0. mg.

Manitol 100 mg.
Agua para la inyección q0s. 1,0 mi.

. D . Preparación de prealbúmina humana 1,0 mg.
Fosfato sódico monobásico mono- 
hidratado 5,4- mg»
Fosfato sódico dibásico 8,66 mg»
Manitol 25 mgo
Agua para la inyección q.s. 1,0 mi.

30

Todos los ingredientes sólidos se disuelven 
■ en agua y liofilizan en una ampolleta estóril. Antes de la 
administración, se. agrega agua para disolver los sólidos. 
Para las ampolletas que van a usarse en dosis múltiples es 
preferible que el agua contenga un preservativo, Vogo, se 
usan 1,2 mg0 de metilparaben por mililitro y 0,12 mg. de 
propilparaben por mililitro! Las composiciones reconstitui­
das pueden almacenarse a 4fiC hasta dos semanas.

En resumen, la Patente de Invención que se 
solicita, deberá recaer sobre ias siguientes
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REIVINDICACIONES 
I 1 . Un método para la preparación de prealbúmina

de suero humano, esencialmente libre de impurezas, que con 
siste en someter la fracción de sangre humana conocida co-
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mo la fracción Cohn IV-1 a:
a. . separación fraccionada con sulfato de amonio, 

i b. cromatografia en una columna de gel de poli-
¡ sacárido que fracciona los componentes aplica
i

| dos en la misma por peso molecular,
c. repetición del paso (b) o electroforesis.de - 

flujo libre,
\ ' d. electroforesis preparativa en disco de gel de

i ,

• . 1 poliacrilamida, y - -
e. cromatografía en una microcolumna de gel de -I *$

polisacárido que fracciona los componentes - 
aplicados a la misma por peso molecular.

2. Un método, de la reivindicación 1, donde' la -
fracción Cohn IV-1 se liofiliza antes del paso (a).

' • * ,

3. Un método de la reivindicación 1, donde en el 
-paso (a), la separación fraccionada.non suLfato de amonio 
consiste en adicionar secuencialmente sulfato de amonio a

25

30

una solución de la fracción Cohn IV-1 cruda o liofilizada 
en buffer acuoso de un pH entre aproximadamente 7,8 y 8,2 

y a una temperatura entre aproximadamente 0 y dando -
por resultado cada adición la formación de un precipitado 
y una porción sobrenadante y separando dicho precipitado - 
de la porción sobrenadante en cada adición.

4. Un método de la reivindicación 3i donde el - 
precipitado resultante de una adición de sulfato de amonio, 
la cual incrementa el contenido de sulfato de amonio de la
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solución acuosa de aproximadamente 40 a aproximadamente - 
60% de saturación, se utiliza en el siguiente paso.

¡ 5. Un método de la reivindicación 1, donde en -
los ¡pasos (b) y (e), el gel de polisacárido empleado es un

j

dextrano de enlace cruzado.
6. Un método de la reivindicación 1, donde en - 

los pasos (b) y (e), se emplea un buffer de elución que tie
.me,,un,pH entre aproximadamente 7,8 y 8,2 y la temperatura - 
es entre aproximadamente 0 y 102C.

7. Un método de la reivindicación 1, donde el pa 
so (c]) es una repetición del paso (b).

8. Un método de la reivindicación 1, donde en el 
paso (d), la electroforesis preparativa en disco de gel de

t , ' ,pol'iacrilamida emplea un gel separador y un buffer de elu­
ción que tiene un pH entre aproximadamente 8,5 y 9,5*

9. Un método de la reivindicación 1, donde el ma 
terial obtenido después del paso (a) y el material obtenido 
después del paso (b) se desalifica, y liofiliza antes de —  

usarse en el siguiente paso.
-10. -Un método de la reivindicación 9i donde el ma 

terial obtenido después del paso (a) se desalifica por diá­
lisis y el material obtenido después del paso (b) se desaló, 
fica por diafiltración.

11. Un método de la reivindicación 1, donde la - 
fracción o fracciones deseadas de cada paso se determinan - 
con respecto al rango del peso molecular de sus componentes 
y/o ensayando los mismos para la actividad semejante a la - 
hormona del timo.

!
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