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La presente solicitud tiene per objeto él descubrimiento de 
unas proteínas asociadas al cáncer humano llamada, 01 IAC y CAAC, 
los procedimientos para su aislamiento y para su caracterización, 
y los reactivos para establecer un diagnóstico basado ai el prin- 

5 cipio de la puesta en evidencia de la presencia de la C1 IAC y 
CAAC de los anticuerpos y antisueros presentando una especifici­
dad frente a la C1 IAC y CAAC, la preparación de estos anticuer­
pos y de composiciones que los incluyen, de anticuerpos inmovili­
zados en una matriz y el tratamiento del cáncer humano mediante 

10 la utilización de estos antiguaros o anticuerpos presentando un» 
especificidad frente a la C1 IAC y CAAC.

La esencia de esta importante invención se basa en el prin­
cipio de la utilización de anticuerpos dirigidos áe un modo espe­
cífico contra las proteínas bloqueantes y encubridoras, en espe- 

15 cid la C1 IAC, asociadas a las afecciones cancerosas del hombre 
y presentes sobre las membranas de las células cancerosas.

De acuerdo con la invención, se utiliza este principio para 
tratar el cáncer in vivo y para efectuar el tratamiento extracor­
poral del suero de un paciente canceroso.

20 La 01 IAC es una proteína asociada d  cáncer del hombre que
puede aislarse de los humores de loa pacientes cancerosos, inclu­
yendo el suero a partir de las células malignas de los cánceres 
humanos, así como a partir de cultivos celulares. Hepitiendo ci­
clos de cultivo y recolección de células, se ha aislado la C1 IAC 

25 de los medios de cultivo, lo cual indica que las propias células 
cancerosas son capaces de producir la C1 IAC.

La G1 IAC demostró poseer propiedades biológicas comparables 
o similares a las del inaotivador del componente 01 del comple­
mento humano (que se llena igualmente "inhibidor de la C1 estera- 

30 sa") que es una 2 neuramino glicoproteína que se encuentra en 
los humores de distintas especies, incluyendo el del hombre 
(Pensky y col., J* Biol.Chem., 236, 1674, 1961), pero que no es 
idéntica, en lo que respecta a le química de la9 proteínas, al
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inactivador del componente C1 del oonplemento humano*
3? A partir do esto momento a continuación, llamaremos "C1 XA"

al inactivador del componente ci del complemento humano (Inhibidor 
de la C1 esterase), mientras que se empleará el término "inaotiva- 
dor de la C1" para designar el grupo constituido por la C1 IAC y 
la 01 1A.

40 la 01 IAC demostré poseer propiedades biológioas parecidas a
las propiedades de la C1 1A, incluyendo el efecto de inhibición 
sobre la activación inicial por el componente C1 del complemento 
humano de 04 y 02. segán él principio en el cual se basa la inven­
ción, parece que estos efectos inhibidores de la C1 IAC juegan un 

45 papel importante m  la defensa de las células cancerosas contra 
la destrucción por di sistema inmune humano*

se ha descrito por el propio solicitante de la Patente la 
presencia de una proteína parecida a la C1 XA sobre las membranas 
de las células cancerosas humanas (véase, por ejemplo Osther, K., 

30 the Lancet, 2 de Mareo 1974» pág. 359, Osther, K., Mnnemann, R«, 
Acta path» micorbiol* scand. 1973» 81» pág. 365).

Segdn la invención, se aisló y caractericé esta proteína pa­
recida a la 01 XA asociada al eáncor humano, y como se indicó an­
teriormente, se descubrió que constituía una proteína nueva, que 

35 no es idéntica a la 01 XA. Importantes realizaciones están basadas 
en estos descubrimientos*

la 01 IAC as una dj p neuraminoglucoproteína que posee una
*" Oconstante de sedimentación S 2Q w » 6,2 S, La caracterización com­

pleta de la C1 IAC que la distingue de la C1 XA y de otras pro*
60 teínas conocidas figura en la parte presentada a continuación ba­

jo el título HCaracterización de la 01 IAC. Por enfoque isoeléc­
trico sobre XKB Multiphor, se observan dos bandas separadas por 
enfoque en un oompuesto de tipo «nfolina de la C1 XA y de la 
C1 XAC purificadas, el compuesto de tipo anfolina siendo una pía» 

65 ca de PAO utilizada para el electro enfoque m  capa fina sobre gel 
de poliacrilamida, con una gradiente de pH comprendido entre 4»0
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y 8,6, trabajando durante 2 horas enfriando a 08 c. con una ten.- 
síén de 500 Voltios y una corriente de 50 milismperice. Después 
de la electroforeáis, se recorta el gel de poliacrilsmida y se 

70 coloca siguiendo un ángulo de 902 en relación a un gel de agarosa 
al 2p en un t ampón vero nal con una fueres iónica de 0,02, a un 
pH de 8,6 a 18c C. durante 12 horas, conteniendo este gel de aga- 
rcsa anti-01 IA humano de conejo.

Se obtienen de este modo dos líneas de precipitación que no 
75 se crusan, mientras que en pruebas idénticas, utilizando un anti­

suero oligoespecífico dirigido al mismo tiempo contra la C1 IA y 
la C1 XAC, preparado sobre cerdo "Bansk Bandrace» ("Banish Landra- 
ce")* un cerdo obtenido mediante el cruce de la rasa Yorkshire con 
la rasa "Danek Landrace”, © del camero del tipo Texel («jyslc fíe- 

80 derace"), se obtienen dos líneas de precipitación que se cruzan.
Ello muestra que, bajo el punto do vista ínmunológico» el co­

nejo no es capaz de establecer la diferencia entre la C1 IA y la. 
C1 IAC, mientras que los otros animales que mencionamos son capa­
ces de reconocer que la© dos proteínas solamente son parcialmente 

85 idénticas* El hecho de que el antisuero de conejo no sea capas de 
establecer la diferencia entre la C1 IAC y la C1 IA juega un im­
portante papel en la invención y merece pués que se ponga de re­
lieve*

En el desarrollo de la descripción, es importante recordar 
90 que una respuesta en pruebas inaunológicas basadas sobre la reac­

ción con el anti-C1 IA humano de conejo (que es un reactivo exis­
tente en el mercado) constituye una respuesta relativa al "inac­
tivador de la G1M, o sea, en otras palabras, una respuesta a la 
suma de la 01 IAC con la C1 IA.

95 se pueden utilizar varias técnicas* para aislar y purificar
la C1 IAC. Todas las técnicas utilizables presentan la caracte­
rística comón de constituir técnicas de separación destinadas al 
aislamiento y a la purificación de una materia de tipo pseudogLo- 
bulins» que posee.las propiedades descritas bajo el título "Ca~
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raoterísticas de la C1 IAC", a partir del raedlo donde seta so 
ffiicumtre. las técnicas adecuadas utilizan métodos de absorción 
y de filtración sobre gol, las cuales son bien conocidas de los 
especialistas*

Como hemos demostrado que se puede preparar la C1 IAC a par­
tir del medio de cultivo de estas células cancerosas humanas, una 
técnica que no se presta a níngdn equívoco para concentrar, ais­
lar y purificar la C1 IAC consiste en utilizar técnicas de absor­
ción y do filtración sobre gal con una determinación inmunológlca 
concomitante utilizando el anti-01 IA humano de conejo para obte­
ner, a partir de los medios de cultivo de las células cancerosas 
del tipo ya referido, una pro teína reaccionando bajo el punto de 
vista inmunológico con el anti-01 humano de conejo.

ISa estas operaciones, hay que tener el cuidado de evitar pH 
inferiores al 5,5 y superiores al 10,5 y de calentar a temperatu­
ras superiores a los 5GS c „, pués hamos verificado (véase el apar­
tado "Caracterización de la 01 IAC"), que estas condiciones alte­
ran las propiedades biológicas de la 01 IAC. a fin de poner a pini­
to una técnica adecuada de concentración y purificación de la 
C1 IAC, el especialista utilizará igualmente otras característi­
cas que se indican bajo el título "Caracterización de la C1 IAC", 
como son el peso molecular calculado de la C1 IAC, que es de 
110 000 a 130 000. Podemos poner de relieve la presencia de la 
C1 IAC en cualquier materia utilizando pruebas inaunológlcas con 
anticuerpos o antisueros reaccionando con la C1 IAC; esta reacción 
es fácil de distinguir de las reacciones obtenidas con otras pro­
teínas, incluyendo la C1 la. Más adelante se describe la prepara­
ción de estos anticuerpo© o anticuaros* las técnica© adecuadas de 
concentración, de aislamiento y de purificación de lo C1 IA uti­
lizan técnicas cromatográfióa© por absorción sobre la columna y 
de filtración ©obre geü*

Conviene hacer constar que hemos comprobado que la C1 IA y 
la C1 IAC no reaccionan con los anticuerpos presentando una ea-
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pecificidad frente a otros antiguaos conocidos, y en especial no 
reaccionan con loe anticuerpos dirigidos contra los antígenos 

135 oncofetales y, de «iodo especial, con los antígenos dirigidos con­
tra la 1 fotoproteína o la proteína DBA*

Una tlenice de preparación preferida del C1 iac a partir de 
un medio que la Contenga se describe bajo el título «Preparación 
de la C1 IAC", e incluye una cromatografía de absorción sobre 

140 columna seguida de una filtración sobre gd, Preferimos como co­
lumna para efectuar la cromatografía de absorción sobre columna, 
una resina cambiadora de aniones, (como la Dowex 2x8), en gra­
nos que midan 38 a 74 mieras y un gel preferible para la filtra­
ción sobre gel es un gel de dextraño (como el Séphaáex G 75 Su- 

145 perfino), Esta preparación utiliza Igualmente técnicas clásicas, 
como la diálisis y la liofilizaciÓn que pe efectúa en los esta­
dios apropiados»

El medio a partir del cual ge concentra, aísla y purifica la 
C1 IAC puede ser un medio de cultivo de células cancerosas huma- 

150 nag productoras de C1 IAC, o un humor Como el suero o un derrame 
pleural o la asoitis de un paciente portador de un cáncer pro­
ductor de C1 IAC. Como ya hemos indicado, el medio de cultivo de 
las células cancerosas no contiene C1 IA, mientras que encontra­
mos la 01 IA asociada a la 01 IAC en los humores de los pacientes 

155 humanos cancerosos. En la mayor parte de Xas utilisacioneg prác­
ticas de la C1 IAC, la presencia de C1 IA en el medio de partida 
utilizado no plantea ningún problema grave, puesto que los aisla­
dos conteniendo C1 IA además de C1 IAC son útiles de por sí, co­
mo se indica más adelante,

160 Para cultivar células cancerosas para producir C1 IAC, pue­
de utilizarse el medio mínimo esencial de Eagle y el medio sin- 
"tltico ItPIíI conteniendo aminoácidos o bien puede igualmente uti- 

' lizarse cualquier otro medio que permite cultivar las enhiles
cancerosas, ce ha comprobado que se obtienen los mejores rendi- 

165 mientes en 01 IAC cuando al medio de cultivo se añade, una can­
tidad de glutamina superior a cerca de 285 mg/1, y preferente-
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«ente que sea superior a 290 «s/1. En la práctica, la cantidad 
óptima de glutamina añadida ea de corea de 294 mg/1, y la adioión 
do mayores cantidades no parece aportar ventajas adicionales#

170 las técnicas habituales de cultivo do células cancerosas uti­
lizan una fase de crecimiento m  el «tedio esencial mínimo de EagLe 
enriquecido con glutamina y una fase de producción en el medio 
RPMX enriquecido con glutamina* Cada fase puede durar algunos 
días, per ejemplo de 3 a 7 días? en la práctica se prefieren 3 

175 días*
Como hemos indicado entes, la C1 IAC parece jugar un papel 

importante en la defensa de las células oanoeroeas contra la des­
trucción per el sistema inmune himano. la 01 IAC, posee una débil 
antigenlcidad, y parece que la C1 ÍAC, con las otras proteínas 

180 que encontramos en loe medios de cultivo de las células oancerosas 
y en los humores de los pacientes cancerosos, an especial la oro- 
somucoide, la di gHS glicoproteína y la Z» Sk ̂  glicoprotefna 
«ocultan” las células cancerosas en la identificación como "no 
propio” por el sistema inmune humano. Además, como ya henos dicho, 

185 la 01 IAC e» capaz de inhibir la activación de 04 por d , y parece 
que reside aquf uno de los motivos principales que explican «a he­
cho de que las células cancerosas no sean atacadas de modo eficaz 
por 61 sistema inmune.

Para una mejor comprensión del objeto de esta solicitud de 
190 patente de Invención, se incluyen dibujos que representan esque­

máticamente distintas fase» del procedimiento y diversas pruebas 
efectuadas en relación con «1 mismo*

bichos dibujos muestran:
Fig. 1.- Representa esquemáticamente el sistema complementa* 

195 rio humano y la acción de bloqueo y de inhibición del inaotivador 
de C1.

Fig. 2.- Representa los resultados fie experiencias testigo 
fie suero fie sujetos sanos, sujetos padeciendo afecciones benignas
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confirmadas y abetos padeciendo afecciones cancerosas*
Fig. 3»- Ej<snplo típico de inmunodifusióa o exámen de suero 

de acuerdo con la tronica de Quchterlony.
Fig. 4*- Ilustra un sistema de diagnostico que incluye el 

onti-Cl IAO humano» utilizado de modo que la reacción inmunoló- 
gica con C1 IAO gaa fácilmente distinguible de toda respuesta a 
la C1 IA, dando además indicad da do nivel do 01 y do 04 en la 
muestra.

Fig. 5*- Muestra un registro espectrofotométrico típico do 
una elución por tampón de Iría.

Fig. 6.- Muestra un registro espectrofotomátrico típico do 
la densidad óptica del efluente.

Fig* 7*- Muestra una agregación por imunoálectrofórñsig de 
01 IAO purificado en un Gel conteniendo %  de aati-C1 IAC humano 
de conejo»

Fig» 8.- Determinación de C4 03 y C1 IÁC de las diluciones 
en serie por inmunoelectraférasis de huso.

Fig. 9,~ Inmunoblectroféresis de anti-C'l IA ht*nano de conejo 
según Grabar-scheidegger • El precipitado de 01 IAC ae extiende 
en la zona B cuando se efectúa la inmunoelectrofóresis «ai pre­
sencia de lactato de calcio.

Fig* 10»- Muestra que la 01 IAC tratada por la neureminadasa, 
por ixsminoel ec trofÓresis , según Grabar-Gehoideggar, so da preci­
pitado.

í'ig* 11 y 12,- Son representaciones de inmunoelectroféresis 
cruzada en tándem, seg&a Kr̂ ftl, que demuestra identidad total 
entre 01 IAO y 01 IA.

Fig. 13»- Muestra el efecto de la neurerainadaea sobre las 
propiedades inmunológicas de la 01 IAO, por inmuno el ec trufárosla 
cruzada en tándem con anti-01 xa humano de conejo. La curva obte­
nida corresponde a la 01 IAO.

Fig, 14»- Bmnmoeieetroféreeia cruzada eegán Frenan, que 
permite obten®? precipitados idénticos Con 01 IA purificada y
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C1 XAC purificada.
Fig. 15.- Muestra anas oartrapolacionee a distintas concen­

traciones.
239 Fig. 16.- Maestra Xa resultante fotográfica de Xas fases 4,6 

y 8 de Xa 1* experiencia (tisopoa 10, 410 y 810 segundos).
Fig. 17.- Muestra Xa resultante fotográfica de Xas fases 7,9 

y 11 de Xa 2# experiencia a t 0 seg.» tonada durante Xa acelera­
ción a 30.000 r.p.m. y » ! *  1206 seg. y 1600 seg.

240 Fig. 18.- Muestra Xa resultante fotográfica a t<0 seg., to­
nada durante Xa aceleración a 30.000 r.p.a. y a tiempo 1206 seg. 
y 1608 seg. respectivamente,

Fig. 19.- Representa tan gráfico de Xas distribuciones medias 
de medidas de inrnimofluoreeoeticia sobre cultivos de células de 

249 carcinomas.
Fig. 20.- Muestra un ejemplo de una gráfica de primera elu­

ción sobre Whatmsn RE-92.
Fig, 21,- Muestra un ejemplo de Inmunoelectroféresie de hu­

sada frente ál entiorosonucolds al 2£.
290 Fig. 22.- Muestra una unidad o central de desbloqueo.

Xa Figura 1 representa esquemáticamente el sistema complemen­
tario humano y Xa acción de bloqueo y de inhibición del inactiva­
dor dQX 01. Cuando una reacción complementaria fuá atraída por el 
fragmento fo de una inamnogLobulina, la ct activada, con ocasión 

299 de una reacción o cascada complementaria normal, activa el com­
ponente 04 y 02 del complemento y la reacción prosigue hasta el 
punto final con una Usis de la materia "no propia" o del antfge- 
no con el cual reaccionó la inmuno^lobulina» pero «1 inactivador 
del C1 puede inhibir la activación de 04 por 01, en cuyo caso 04 

260 no está fijado al antígeno, y las reacciones complementarias pos­
teriores no se efecttSan.

£00 humores de los seres humanos sanos contienen 01 XA como 
regulador obligatorio del sistema complementario» pero m  tan ba­
ja concentración que el sistema complementario es capas de ejer*



cor la necesaria acción destructiva contra loe elementos "no pro­
pios" , en un organismo sano» pero en el caco de ciertas enferme­
dades, incluyendo afecciones víricas y cáncer la concentración 
de inactivador 01 se ha comprobado que es anormalmente alta, y 
basándonos en el descubrimiento propio de esta patente, os pre­
sumible que m  el caso de cáncer los niveles anormalmente altos 
de 01 se deben a la presencia de C1 IAC*

Para evaluar en qué medida los pacientes portadores de un 
cáncer confirmado poseen contenidos elevados de inactivador del 
C1 (C1 1A + 01 IAC), se estudió la concentración sérica d d  inac­
tivador del C1, segén la técnica "rooket" de Laurell con enti-C1 
XA humano de conejo, en cien pacientes portadores de cánceres de 
distintos orígenes, como carcinomas, sarcomas, linfomas y leuce­
mias. m  las experiencias testigo, se estudió de un modo idéntico, 
el suero de sujetos sanos y de sujetos padeciendo de afecciones 
benignas confirmadas, los resultados están ilustrados en la Figu­
ra 2. Vemos que loa valores medios del inactivador de C1 de los 
sujetos senos son bastante inferiores a aquellos de los pacientes 
portadores de un cáncer. Además, los pacientes sufriendo de en­
fermedades no malignas poseen contenidos de inactivador de C1 cu­
yos valores medios son bastante inferiores a aquellos de los pa­
cientes cancerosos y que están cercanos a la escala normal. Pare­
ce que la elevación de la concentración d d  inactivador d d  C1 
m  el suero de los pacientes afectados de cáncer sea esencialmen­
te debida a la presencia de la C1 IAC liberada por las colonias 
de células cancerosas, so ha verificado, segán la técnica de 
Ouohterlony que en los cancerosos teniendo alevados contenidos de 
inactivador d d  C1, so observan líneas de precipitación para la 
C1 XA y la 01 Xac, mientras que para los pacientes portadores de 
afecciones no malignas y para los sujetos sanos no se verifica la 
presencia de C1 Xac (las dos determinaciones habiendo sido efec­
tuadas con anti-&1 XA/C1 XAC humano de camero oligoespcoífico)« 
Gn ejemplo típico de exémen d d  suero de acuerdo con la téenica
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de Ouehterlony de este tipo, viene ilustrado en la Figura 3*
La evaluación del contenido del componente 04 de complemento, 

300 efectuada cobre loe miamos grupos do pacientes, presenta casi los 
mismos valores medios para los sujetos sanos y los pacientes 
afectados de enfermedades no malí ¿ñas» mientras que loe pacientes 
afectados de cáaoer tienen contenidos netamente superiores de 04, 
como lo muestra la figura 2#

309 Se ha oonatatado que los valores del •’inactivador del C1"
(Ct XA ♦ 01 XAC) superiores a cerca de 50 raĝ  (90 mg/100 MI)
(estos valores habiendo sido determinados por eieetroforeeis 
del tipo "rccfeet* con anti-C1 XA humano de conejo) coinciden mu» 
Chas veces con una elevación de 04, lo cual indica que el eiste-

310 ata complementario está bloqueado m  el estadio 04, o sea en el 
estadio en el cual la activación de 04 por C1 debería producirse 
con un consumo concomitante de C4 (04 activado quedando fijado
a las membranas de células a lisiar por el sistema complementa» 
rio) • Estudios efectuados sobre cánceres de evolución progresiva 

315 han demostrado que el inaotivador del 01 y del 04 se elevan con­
tinuadamente hasta la muerte del paciente»

Asimismo se ha constatado que los valores en fase subtenai» 
nal y terminales del 04 alcanzan hasta 16o wg£, y que los valores 
del inaotivador de C1 alcanzan cerca de 120 mgsí. En el suero de 

320 ciertos pacientes afectados de cáncer confirmado, con pequeñas 
colonias de células cancerosas primarias, se han obtenido valo­
res de cerca de 40 a 90 mg^ de inaotivador de C1 (ot XA + C1 IAC) 
sin ningán signo de elevación anormal de los contenidos de 04* fio 
obstante, cuando estos pacientes han sufrido una intervención 

325 quirúrgica, les contenidos del inactivador de C1, bien disminuyen 
' después de un periodo de carca de 3 semanas y se mantienen en la 
escala normal, mientras que de un modo concomitante el 04 queda 
en la escala normal (lo cual indica que la intervención radical 
fuá collonada de éxito), o bien se produce una elevación de inao- 

330 tivsdor 01 al mismo tisapo que del 04# La explicación de este



último fea&neno puede estay m  el hseho de que una intervención 
radical pueda haber provocado una elevación de la concentración 
sérica del inactivador de C1 per liberación de C1 tAC por las cé­
lulas cancerosas dedadas y por células cancerosas arrastradas por 
la circulación sanguínea produciendo este aumento de la concen­
tración del inactivador de Ci un aumento de los niveles de 04 
que muchas veces asciende incluso a los niveles anteriores a la 
intervención quirúrgica. Sn este caso m  nivel de inactivador 
Ct está casi estacionario, pero es más alte que loe valores nor­
males durante un cierto período de tiempo después del cual so 
aprecia un nuevo incremento. ®1 aumento de C4 concomitante con él 
incremento de inaotivador 01 puede ser debido a la producción de 
anticuerpos del organismo contra componentes fie células cancero­
sas liberadas. Ho obstante los anticuerpos aunque quizás sean 
capaces de combinar con componentes de células cancerosas libera­
das, no darán lugar a xma reacción complementaria o en cascada a 
causa de la acción bloqueadora de la 01 IAC, liberada, que ¿Junto 
con la concentración de 01 IA normal en el suero da lugar al 
aumento de nivel del inaotivador 01 después de la intervención 
quirúrgica (las células afectadas por irradiación también pueden 
aumentar la liberación de 01 IAC, con él mismo efecto) y una 
recaída es lo que suele ocurrir en estos casos.

Apoyándose en la explicación anterior, vasos que se puede 
obtener un importante aumento de las probabilidades de un eficaz 
tratamiento del cáncer, neutralizando la inhibición de la res­
puesta inmune que se produce con ocasión de un cáncer, o sea su­
primiendo el bloqueo de la defensa inmune, "destapando” las cé­
lulas cancerosas de forma que estas sean más fácilmente reconoci­
das por la iamunovigilancia del sistema inmune humano, la inven­
ción permite obtener este desbloqueo y este "desenmascaramiento”.

Como hemos indicado anteriormente, el sistema inmuno de 
ciertos animales, incluyendo las razas y loa tipos de cerdos y 
de carneros a los cuales hemos hecho referencia, es capaz de es-
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tablecer la distinción entre, la G1 XA humana y la 01 XAO humana
365 cuando se Introducen en forma de antfgenoa en el organismo dél 

animal y es capas de producir anticuerpos poseyendo determinan­
tes que presentan una especificidad frente a la C1 IAC» Por tan­
to un aspecto importante de la invención tiene por objeto los 
antiguaros o anticuerpos que presentan una especificidad frente .

370 a la C1 XACU Podernos producir estos antisueros inmunizando anima­
les susceptibles de inmunización selectiva, como son los cerdos 
y los cerneros, correspondiendo por ejemplo a los tipos y a las 
razas a que aludimos antes# con vacunas conteniendo C1 IAC como 
compuesto antigÓnico, y recogiendo el suero de los animales inou-

379 mandos» Sabiendo que la orosomucoide, la ^  glis ilicoproteína y 
la Zn ^  ̂  fílicoproteína son proteínas que se pueden aislar de 
medios de cultivo de células cancerosas, «a especial en los esta­
dios iniciales del cultivo (antes de la tripsini«ación y el tras­
plante), que estas tres proteínas son conocidas como poseedoras

380 de una aatigenieidad muy débil# y que la orosomucoide está pre­
sente m  concentraciones elevadas en los exudados pleurales de 
los pacientes cancerosos# podemos pensar que estas tres proteínas 
participan en el "enmascaramiento" de las células cancerosas y 
por este motivo preferimos igualmente incorporar estas tros pro-

385 teínas a la vacuna que administremos a loe animales huéspedes pa­
ra preparar los anticúenos útiles para «a tratamiento del cáncer# 
de tal forma que estos antisueros contengan igualmente anticuer­
pos dirigidos contra estas tres proteínas. Además# dedo que el 
nivel inaotivauor C1 se considera que es uno de los principales

390 factores responsables por el hecho de que las células de cáncer 
no son efectivamente atacadas por el sistema de inmunidad humano, 
es preferible incluir C1 XA m  las vacunas para los animal os hués­
pedes, con el fin de que los antisueros contengan también anti­
cuerpos específicos © C1 IA» Como no podemos impedir que la

395 C1 XA sea en muchos casos el inactivador predominante del C1 en 
loa humores, mientras que la C1 XAC es el inactivador de C1 pro-
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sente en las células cancerosas, es lógico suponer que el anti­
suero más eficaz es aquél capaz de atacar al mismo tiempo la 
C1 IAC y la 01 XA.

A continuación pasamos a exponer con más detalle el efecto 
de los antisueroB o de los anticuerpos relacionados con la inven­
ción* Para simplificar, empleamos la abreviatura MIHA" (ant i sue­
ro inmune de neutralización y de desbloqueo) para designar al 
mismo tiempo lea antisueroe que poseen una especificidad frente 
a C1 IAC y eventualmente frente a C1 IA, de la oroeomuCoide, de 
la ^  gHS glicoproteína y de la Zn ^ 3 gliooproteína, así como 
las fracciones de inmunoglobulina correspondiente, más concen­
trada y purificada*

Los anticuerpos ISA aati-C1 IAC humanos reaccionan con la 
C1 IAC sobre la membrana de las células cancerosas, segdn una 
reacción antigeno-anticuerpo. Por ejemplo, podemos poner de re­
lieve la interacción entre el IRA y las células cancerosas mar­
cando el INA (por ejemplo con isotiocianato de fluoresceína) e 
incubando las células cancerosas humanas con el INA marcado.

las células cancerosas presentan un mareaje positivo. Las 
células del mismo cultivo preincubadas con neuraminidasa no pre­
sentan ningún mareaje después de la incubación con 61 antisuero 
IRA marcado, lo cual indica que las determinantes antigénicas de 
la C1 IAC son descompuestas por la neuraminidasa.

Cuando el IRA bloquea las determinantes de la 01 IAC sobre 
las membranas de las células cancerosas, las células cancerosas 
se vuelven accesibles al ataque por el sistema de defensa inmune 
humoral humano, lo cual se puede poner en evidencia, por ejemplo, 
del modo siguientes se incuban células cancerosas humanas con 
IRA, después se incuban con el suero del mismo paciente o de 
otros pacientes afectados del mismo tipo de cáncer. Después de 
una incubación de por ejemplo 6 horas, las células cancerosas 
se desprenden dé! frasco de cultivo* y pasadas 18 horas, por 
ejemplo, todas las células cancerosas están muertas. Las células
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430 de mesotelio y loe fibroblastos tratados del miaño nodo continúan 
desarrollándose en los frascos de cultivo» sin que la incubación 
les afeóte» y en los cultivos testigo sin incubación con el INA, 
la incubación con el suero no afecta las células cancerosas* Esto 
prueba que la 01 IAC se comporta como un factor inhibidor y toma 

435 parte en él bloqueo de la acción anticancerosa del sistema inmu­
ne, y que, igualmente, el INA es capaz de neutralizar in vitro 
este efecto de bloqueo* Cuando se neutraliza in vi tro la C1 IAC 
por el INA, su efecto de inhibición sobre la activación de C4 
por C1 es neutralizado lo que significa que se interrumpe el blo- 

440 queo de la acción del sistema inmune, 04 se fija a las membranas 
de las células cancerosas y la aeoiÓn posterior dél sistema com­
plementario se produce provocando la lisie de las células cance­
rosas; después de la activación de 04» la reacción complementaria 
no puede ser frenada por ninguna influencia procedente de C1 XA

449 o C1 IAC, como lo muestra la Figura 1«
El experimento in vi tro descrito demuestra qus el suero hu­

mano no contiene anticuerpos contra las células cancerosas y que 
él sistema inmune humano no es capas de detectar rápidamente que 
existen células cancerosas, lo cual se estima que se debe al

450 efecto de ocultar la inmunidad del 01 IAC y otras proteínas de 
baja antigenicidad que cubren y ocultan las células cancerosas* 
Bebido a esta ocultación las células cancerosas pueden existir 
en simbiosis en el cuerpo humano y pueden ser transportadas por 
los fluidos corporales sin ser detectadas ni atacadas por si sis-

455 tema inmune humano*
Incluso cuando los anticuerpos de humores específicos a los 

componentes de las células cancerosas, se encuentren en contacto 
próximo con las células cancerosas, la activación del sistema 
complementario que normalmente se produce por una reacción antí- 

460 x geno-anticuerpo puede quedar bloqueado a causa de la acción inhi­
bidora de C1 IAC del sistema complementario*

Cuando INA ha reaccionado con 01 IAC en las membranas de las



células cancerosas» por lo nonos se producen dos cambios importan- 
test se elimina el efecto de máscara del C1 XAS» así el sistema 
inmune es capas de reconocer las células cancerosas como "no pro­
pias”» y se elimina el bloqueo de la activación C4 producido por 
el 01 XAC» de modo que la reacción antígeno-antieuerpo entre los 
componentes de las células cancerosas y los específicos anticuer­
pos humanos que ahora es posible por el desenmasoaramiento permi­
tirá incrementar la no inhibida activación C1 de 04 y las siguien­
tes reacciones del sistema de complemento.

Por otra parte se sabe que las células cancerosas tienen una 
considerable carga negativa en él exterior y puedan repeler las 
células limfoideas* Como además por lo que se refiere a anticuer­
pos de fluidos el recubrimiento de anticuerpo en los íimfooitos

es otro importante factor en él sistema inmune» la repulsión 
de las células cancerosas de las células linfáticas debido a su 
carga negativa es otro mecanismo de defensa ejercido por las cé­
lulas cancerosas contra el ataque del sistema inmune* se ha de­
mostrado in vi tro que cuando las células cancerosas han sido in­
cubadas oon XHA su habilidad para repeler linfoOitos se ha elimi­
nado» lo que indica que los determinantes 01 XAC juegan un impor­
tante papel en el establecimiento de la carga negativa de las 
células cancerosas y que esta carga negativa se neutralisa cuando 
los determinantes 01 XAC están ocupados con los anticuerpos espe­
cíficos*

Por supuesto que el efecto opsonin, el efecto de adherencia 
inmune» el efecto de ceraotaacis y otros efectos que acompasan la 
activación del sistema complementario y del sistema inmune en 
conjunto temblón facilitan la acción citotóxica del sistema de 
defensa cuando los determinantes 01 XAC están ocupados con los 
anticuerpos específicos.

Be acuerdo con la invención» se puede pues luchar contra las 
células cancerosas Controlando y disminuyendo su número mediante 
la administración in vivo del IRA a pacientes cancerosos. Varios
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rebultados muestran que en los sistemas biológicos bastante más 
complejos» presantes ln viro» el INA es capas de poseer activi­
dades idénticas a aquellas que se ponen en evidencia invi tro» 

la Patente se refiere a métodos para el tratamiento de los 
500 cánceres por inmunieación pasiva contra las proteínas efectuando 

el enmascaramiento de las células cancerosas y el bloqueo del 
sistema de defensa inmune» este principio es completamente nuevo» 
no solamente en terapéutica anticancerosa, sino, en mediolna en 
general»

505 Entre los efectos que se han observado después de la admi­
nistración del IBA a pacientes cano©rosaos, podamos mencionan

1) Una disminución de la concentración sérica del «inactiva­
dor del 01" (suma de 01 XAO + 0  XA» medida con un antisuero que 
no establece distinción entre la 01 XAO y la C1 XA, como es el

510 snti*C1 IA humano de conejo), y una disminución de la concentra­
ción sérica de la 01 XAC medida con un antisuero anti-01 IAC mo­
no específico» se sobreentiende que» en el oaso en que se utiliaa 
un INA monoespecífico frente a la 01 IAC, se debe considerar que 
la disminución resulta de forma específica de la neutralisación 

513 de la C1 XAC» pero come indicamos anteriormente, preferimos uti- 
llsar el INA conteniendo al mismo tiempo el anti-C1 XAC y el 
anti-ci XA. Esta disminución del inactivador de 01 se produce 
generalmente después de un rápido aumento inicial.

2) una disminución de la concentración sérica de 04»
520 Además, se han verificado varias manifestaciones de remisión,

como sea una disminución de 3a «asa tuaoral y en cierros casos una 
total desaparición de las células cancerosas* Sin embargo» los 
des contenidos antes referidos del inactivador del 01, y en es­
pecial de la C1 XAC, y del 04 constituyen indicaciones importaa- 

525 tes y fáciles de determinar de la evolución de la afección, an­
tes» dursnte y después de la administración del INA» y, además, 
de todos tipos de terapéutica anticancerosa, como ya hemos indi­
cado anteriormente.
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La preparación de anticuerpos específicos dirigidos contra 
530 la C1 IAC, segdn la invención, permite igualmente establecer un 

diagnóstico de cáncer sin ambigüedad. El diagnóstico formulado 
de este modo se basa en la determinación de la presencia o de la 
ausencia de C1 IAC en los humores humanos y, en especial per mo­
tivos prácticos» ®  el suero humano, be acuerdo con la invención» 

535 se determina la presencia o ausencia de C1 IAC en una muestra» 
sometiendo la muestra a una reacción inmunológioa con el anti-01 
IAC humano en condiciones tales que el resultado de la reacción 
inmunológioa sea fácil de distinguir de la respuesta debida a la 
presencia de la C1 IA en la muestra,

540 Esto significa que el antisuero IBA y otras materias conte­
niendo anticuerpos u otras sustancias o derivados correspondien­
tes a la actividad inmunológioa» constituyen compuestos para 
diagnóstico extremadamente útiles, la aplicación de la invención 
al diagnóstico viene descrita detalladamente más adelante,

545 baza preparar los ant i sueros de acuerdo con la invención» es
importante utilizar animales huéspedes cuyo sistema inmune sea 
capaz de establecer la diferencia entre la 01 IAC y la C1 XA» o 
sea capas de formar anticuerpos específicos dirigidos contra la 
C1 IAC» habiendo ya citado ejemplos de dichos animales, Conviene 

550 mencionar que no todas las raza© ai todos los tipos de eerdos y 
de carneros parecen ser capaces de producir los entisueroe útiles 
de la invención* Por ejemplo, una oveja de raza shopshire, parece 
ser que no distingue entre G1 IAC y oí IA» y un cardo de la rasa 
Yorhshire pura no permite obtener una cantidad adecuada de anti- 

555 cuerpos# loe conejos y los pequeños roedores no son capaces de 
establecer la diferencia mitre la 01 IAC y la 01 IA, Por otro 

"lado, parece posible que razas o tipos de caballos y de vacas 
sean capaces de establecer la diferencia entre la C1 IAC y la 
01 ZA y de producir cantidades adecuadas de anticuerpos. Kormal- 

560 mente se sabe que los caballos y las vacas sena azúmales que per­
miten obtener una buena producción de antisuero que se puede ex-
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traes* vanas veces, por drenage ai entras que ios cerdos no pueden 
ser punzonados y generalmente son sangrados* De acuerdo con ios 
principios de Xa invención, eX animaX huésped utilizado para pre- 

565 parar un antisuero INA de Xa invención es un animal de caracte­
rísticas filogeneticaa similares a los indicados y que proporcio­
nan una respuesta específica frente a la Cl Ia c. Además, el animal 
huésped debe, de preferencia, poseer anticuerpos que sean general­
mente bien tolerados por el hombre, sobre este aspecto, se pre- 

570 fiere utilizar como animales huéspedes loe cerdos.
Detalles adicionales referentes a la preparación de los anti- 

sueroB y anticuerpos de la invención vienen resecados bajo el tí­
tulo "Vacunación de los Animales Huéspedes" presentado más adelan­
te.

575 las vacunas utilizadas deben tenor una composioión tal que
produzcan una elevada proporción de anticuerpos en el animal hués­
ped utilizado, incluyendo una proporción elevada de anti-ci IAC 
humano. Das vacunas que preferimos para preparar los antisueros 
en el cerdo y el carnero vienen mencionadas a continuación, bajo 

580 el título "Vacunación de los Animales Huéspedes", y la prepara­
ción de los componentes activos de las vacunas figura bajo los 
títulos "Preparación de 1* Ct IAC", "Purificación de Ct IAC/C1 IA 
a partir del líquido pleural/ascitis de pacientes cancerosos", y 
"Purificación de C1 IAC/C1 xa conteniendo orooomunoide, ^  gHS 

585 glicoproteína y zn ^  É&i«op*oteí»a del líquido pleural y de la 
aecitis" que presentamos más adelante.

Dos antisueros producidos como se ha descrito con anteriori­
dad están caracterizados por el hecho de que contienen anti-ci IAC 
humano, o sea anticuerpos capaos* de reaccionar de forma específl- 

590 ca con las determinantes de la C1 IAC. se puede poner en eviden­
cia esta reacción específica segón varias técnioae iiaaunológioas 
conocidas. En principio, podríamos someter loo anticuerpos espe­
cíficos anti*C1 iac humanos* como la IgC anti-ci IAC humana, a 
tratamientos bien conocido» de separación de los anticuerpos con-
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595 servando la especificidad de los anticuerpos, por ejemplo para 
producir los fragmentos F(ab)2 correspondientes* según el trata­
miento do separación utilizado, los anticuerpos pueden o no con­
servar su aptitud para provocar una reacción del sistema comple­
mentario* En principio# estas modificaciones* derivados o fragmen 

600 tos de los anticuerpos de acuerdo coa la invención, habiendo con­
servado su aptitud específica para bloquear las determinantes 
Ct 1AC son útiles para el tratamiento y el diagnóstico del cáncer 
a causa de su capacidad de marcar las células cancerosas, de iden­
tificar la C1 XAC y de neutralizar la actividad bloqueante de 

605 Ct XAC*
Por consiguiente, loa anticuerpos, fragmentos de anticuer­

pos, derivados de anticuerpos o modificaciones de los anticuer­
pos de la invención pueden Considerarse como anticuerpos, frag­
mentos, modificaciones o derivados de anticuerpos capaces de 

610 reaccionar coa células cancerosas cultivadas, de tal modo que
las células cancerosas incubadas con anti-ci XAC marcado o frag­
mentos, modificaciones o derivados marcados correspondientes 
presentan un mareaje positivo, mientras que las células del mis­
mo cultivo, preincubadas con neureminl&aaa no presentan ningún 

615 efecto de mareaje después de la incubación con materia marcada, 
y que la presaturación con antigüero no marcado dirigido contra 
la 01 XAC seguida de una incubación con la inmunoglobulina mar­
cada, una fracción de inmunoglobulina marcada, un derivado de 
inmimoglobulina marcada o una modificación de inmunoglobulina 

620 marcada según la técnica descrita en Acta path. aicrtjbiol, scand* 
Apartado B, 31, 365-372, 1973# no provoca ningún mareaje de las 

^  células cancerosas.
Podemos mencionar como ejemplos de modificaciones de anti­

cuerpos, según la invención, les anticuerpos XgG de mareaje iso- 
625 tópico (preferentemente marcados cea un isótopo teniendo un cor­

to período en el caso de una utilización in vivo para ol diagnós­
tico, a título de ejemplos marcados con teehnétium) los cuales
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debido a su capacidad de marcar las células cancerosas, son. úti~ 
les en el campo del diagnóstico para confirmar la localización de 
tumores o de metástasis o anticuerpos específicos de la C1 IAC 
combinados químicamente con moléculas con actividad citostátioa, 
como por ejemplo derivados formados a partir de citostáticoe co­
nocidos, cuya carga eitostática anticuerpos específicoa C1 IAC 
abren la posibilidad de emplear citostáticos de un modo mucho más 
eficiente y seguro, siendo traslados selectivamente los citoitá- 
ticos a células cancerosas* (se recuerda que las células normales 
aparentemente no producen ni d  IAC ni 01 XA}*

A pesar de las mencionadas posibilidades de modificar los 
anticuerpos, segfin se describe en esta latente, en tanto los re­
sultados obtenidos son excelentes en la terapia con antisuoros 
y anticuerpos no modificados, no se considera aconsejable intro­
ducir modificaciones mientras no exista el convencimiento y la 
evidencia de que esta® modificaciones son muy útiles*

La terapia del cáncer, eegón esta patente, es una inmuniza­
ción con anticuerpos producida caí un animal huésped*

En la medida en que sea posible componer una vacuna que por 
administración par entera! a serse humanos da lugar a un incremen­
to en la formación de anticuerpos contra C1 IAC, se considera que 
constituye un experimente peligroso, dado *1 riesgo evidente de 
que esta vacuna llevará a un desequilibrio en el sistema inmune, 
por ejemplo en la normal y esperada función de C1 IA#

El hecho de que el antihumano de conejo C1 IA también blo­
quea los determinantes de 01 IAC puede asimismo indicar la utili­
dad del antihumano de conejo C1 IA en lugar do antihumano C1 IAC 
en la terapia de cáncer, pero dado que primeramente el antihumano 
de conejo C1 IA no es imunológicamente bien compatible con el 
sistema humano, y segundo, debido a la no especificidad, el anti­
suero de conejo no puede ser producido en proporciones adecuadas 
entre un 01 IAC y un componente anti-C1 IA* por cuya razón pro­
bablemente serían precisas grandes cantidades de dicho suero para
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bajai* afectivamente el nivel dol 01 inactivador, posiblemente con 
un descanso excesivo del nivel de <31 XA que a su ves exigiría su 
sustitución con C1 IA para evitar condiciones peligrosas debidas 
a deficiencia o carencia de 01 XA*

665 Una composición preferida de acuerdo con la invención, útil
para el tratamiento de los cánceres humanos consisto en una solu­
ción 50 mg/ral de inmunoglobulina de XgG de cerdo, dieueltos en 
solución salina isotónica (ode una solución equivalente, como 
por ejemplo una solución isotónica de glucosa). En la práctica 

670 se pueden acondicionar estas composiciones en frascos de 10 mi 
adecuados para la perfusión intravenosa después de la dilución 
en cantidades habituales de solución salina iaotónica o de una 
solución equivalente.

Otra composición preferida está compuesta por ixetunogiobuli- 
675 na liofilieads destinada a ser reconstituida. Xas posologías ade­

cuadas oscilan entre cerca de 20 y 30 mg de inmuno globulina por 
kg de peso Corporal del paciente y por día, del 1er el 5® día 
aproximadamente, y posteriormente de cerca de 10 mg/kg de peso 
corporal al día, durante cerca de 2 a 3 semanas. En el caso en 

68o que el paciento empiece a producir anticuerpos dirigidos contra 
la inmunogLobulina del animal huésped que está recibiendo, se le 
debe administrar cortisona.

Durante el tratamiento por el antisuero o los anticuerpos 
XNA, se debo controlar cuidadosamente al paciente, como se dee- 

685 cribe bajo el título " (Terapia del cáncer con suero inmune de 
acuerdo con la invención”, y en especial los parámetros impor­
tantes a vigilar son los contenidos séricos de C1 XAC y de C4*
Un tratamiento coronado de éxito debe eliminar la C1 XAC y lle­
var a la normalidad el contenido en C4. De acuerdo con la inven- 

690 alón, se prefiere no efectuar un tratamiento simultáneo con agen­
tes citcstátieos debido al efecto inmunosupresor de eetos agen­
tes*

Dos citostáticos unidos a Ct IAC como conductores selecti-
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vos, pueden ser eficaces si se adsiniatran en cantidades inferio- 
693 res, a Xas de Íes eitostétíeoa convencionales.

Durante el tratamiento con el ISA, se debe vigilar la forma­
ción m  el paciente de anticuerpos dirigidos contra el XNA, se- 
gdn las técnicas conocidas, utilizando como testigo XNA marcada 
y, en el caco en que se verifique la formación de anticuerpos, se 

700 puede proseguir el tratamiento con el XNA segfln un nuevo princi­
pio de la invección, o sea mediante inmunoadhereneia al INA inmo­
vilizado, De acuerdo con este principio, ee puede aplicar anti­
suero o anticuerpos XNA a una aatris que los inmovilice haciendo 
pasar seguidamente el suero del paciente a través de una columna 

703 conteniendo eete XNA iamovilisado por una matris. M  principio 
de la eliminación de las proteínas del suero de un paciente, por 
inmunoadhereneia a anticuerpos inmovllisados por una matris es 
nuevo y constituye uno de los aspectos de la invención* Detalles 
adicionales respecto el tratamiento por XNA iamovilisado vienen 

710 presentados bajo el Título "Desbloqueo y desenmascarara!ento «*- 
trecopporsles d d  suero de pacientes cancerosos", que se descri­
be más adelante. Aunque este -tratemiento extracorporal no neu­
tralice la C1 XAC presente sobre las membranas de las células 
oano ©rosas, disminuye el cent enido general del inaetlvador del 

715 C1 (y de preferencia de la orosomucoide, de la gHS glicopro- 
teína y de la Zn ^  3 glicoproteína) en el suero y mejora las 
posibilidades de destrucción de células cancerosas por los sis­
temas inmunes* * este efecto, así como en lo que se refiere a 
las anteriores explicaciones referentes al tratamiento por el 

720 XNA, conviene tener presente que las condiciones de concentra­
ción y el equilibrio quíaieo probablemente juegan un papel im­
portante en las reacciones que se han descrito*

Se ha probado el hecho de que el aati*C1 IAC del antisuero 
XNA es capas de combinarse con las células cancerosas ln vivo*
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723 En la ojqaectoración da un pacienta portador da metástasis
pulmonares de un carcinoma mamario, tratado por él IHA de cerdo, 
hmoe puesto en evidencia, segdn técnicas histológicas, la pre­
sencia de células oonoerosaB» Se ha verificado la presencia de 
globulinas de cerdo utilizando globulinas anti-cerdo marcadas 

730 con isotiocianato de íluoreeeeína (FITC)* las células estudiadas 
de éste modo presentaban una reacción positiva do inmuno flúor es- 
concia. Hato prueba que él IftA administrado al paciente es capas 
de recubrir las proteínas de las células cancerosas del paciente. 
Además, no podemos detectar o apreciar ninguna inmunofluorescen- 

733 cia específica típica utilizando él anti-C1 IA humano de conejo 
«arcado con isotiocianato de fluoresceína. B1 hecho es de especial 
importancia puesto que las células cancerosas provenientes de la 
pleura de este paoiente, antes del tratamiento, presentaban un 
mareaje positivo por el C1 IA antihumano de conejo marcado con 

740 isotiocianato de fluoresceína. Tiene especial importancia porque 
las células cancerosas obtenidas de la pleura de este paciente 
antes dél tratamiento, mostraban mareas positivas con C1 IA - FITO 
antihumano de conejo. Betas observaciones indican igualmente que 
el UTA marcado por un isótopo, cuando es inyectado en un paoiente, 

743 es capas de marcar las células cancerosas*
Para preparar un antisuero o una inmunoglobulina útil para 

el diagnóstico in vivo, después dél mareaje isotópico, como por 
ejemplo, de preferencia, después del mareaje con él technetlum, 
que tiene un período muy corto de 4 horas, se utiliza preferente- 

730 mente una vacuna que no contenga C1 IA.
Xtos modos preferentes de realización de un sistema de diag­

nóstico de acuerdo con la invención vienen descritos más adelante 
bajo al título "Sistemas de diagnóstico".

los sistemas de diagnóstico de la invención contienen una 
materia de tipo C1 IAC antihumano Cuya reacción con la C1 IAC hu­
mana en las pruebas inmunológioas es fácil de distinguir de la 
reacción con la C1 IA humana, una de estas materias consiste en 
anti-C1 IAC humano monoespeeffieo (por ejemplo antl-Cl IAC huma-
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no absorbido), que proporciona «na reacción lnmunológiea coa la 
760 C1 IAC, pero no lo hace con la Ct XA. Podases mencionar cono otra 

materia el aatlsuero de camero conteniendo enti-ci IAC humano 
y antl~C1 XA humano que en varias pruebas lnmunolÓgieas, da dos 
precipitaciones con un suero de un paciente canceroso y da una 
sola precipitación con un. suero de un paciente no canceroso, los 

763 antisueros que hemos descrito pueden ser utilizados en varias 
pruebas inmunológicas como una prueba de hemaglutinaclón, o una 
determinación radio-lnmtnolágica (RIA), una prueba de inmunodifu- 
sida según Ouchterlony y Maneini, una prueba de innuno el etro fo­
rcéis, v m  prueba de Inm^autora&logratía sobre gen, etc» Los 

770 componentes específicos de cetas composiciones, materias o sis­
temas de diagnóstico son evidentes para el especialista, puesto 
que hemos demostrado que existían materias que establecen la dis­
tinción entre la C1 XA y la C1 XAC.

La seguridad del método de diagnóstico y del producto, se- 
775 gda esta Patente, es excelente,

Así, de muestras de suero de 1,600 personas que han sido 
exminadas empleando el método Ouchterlony, representado en la 
vtg* 3, en unos 800 casos se comprobó que el suero contenía 
C1 XAC. En alguno de estos casos las muestras eran de pacientes 

78o de cáncer comprobados, para constatar el método de diagnóstico.
En otros casos las muestras que daban reacción positiva C1 iac 
procedían de pacientes que no habían sido declarados como pacien­
tes de cáncer, pero después del diagnóstico con IHA, se comprobó 
que padecían cáncer.

785 En alguno de estos últimos casos, pacientes que demostraban
reacción positiva C1 XAC no pudieron ser diagnosticados clínica­
mente como enfermos de cáncer, pero su cáncer se comprobó pos­
teriormente, y en alguno de los casos positivos los pacientes 
habían sufrido una intervención quirúrgica y clínicamente no mos- 

790 traban siglo de reproducción, pero después de 2 a 6 semanas las 
pruebas mostraban nuevas metastesis, Efi en un solo caso el método
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ha fallado un cáncer comprobado, y en ningán caso la prueba ha 
dado reacción positiva en pacientes que no padecieran cáncer.
- PRKPAHAGIOIÍ BE LA C1 IAC

795 - Obtención de células cancerosas humanas para cultivo*
se pueden obtener células cancerosas humanas a partir de líquido 
pleural o de líquido do ascitis de pacientes afectados de cáncer 
con metástasis pleurales y/o presentando una ascitis. Se debe 
manipular el líquido pleural y el líquido de ascitis en condicio- 

800 neo eatétiles y rechazar los líquidos pleurales y los líquidos de 
ascitis infectados*

Se pueden separar las células de los líquidos por centrifuga» 
oión a 1000 r*p,m* durante 10 minutos a temperatura ambiente. El 
precipitado contime las células, se separa el supamatante que 

805 se conserva a menos 2üa C. para aislar posteriormente las pro­
teínas útiles, bajo el punto fie vista iamunolÓgieo, como descri­
biremos posteriora ente.

Otra fuente de células está constituida por los tumores hu­
manos sólidos extraídos en el momento de operaciones de los pa- 

810 sientes, como por ejemplo tumores cerebrales malignos de pacien­
tes afectados de tumores cerebrales malignos primarios, se pue­
den obtener laa células cancerosas d© estos tumores por tripsina- 
ciÓn* Por ejemplo, se lavan las muestras de tumores cerebrales 
varias veces en medio esencial mínimo de Eagle, ©o recorta ol tejiL 

815 fio en cubos de 1 a 2 mm, se colocan loe Cubos en suspensión en el 
medio, se lava y se centrifuga nuevamente por ejemplo durante 10 
minutos a 500 r*p,m», se aSade una solución de tripsina, se incu­
ba por ejemplo durante 30 minutos a 25 a C., después se filtra la 
suspensión celular por una gasa estéril, se mésela con medio eaen- 

820 oial mínimo de Eagle, añadido con 15$ do suero de buey y se cen­
trifuga como se indicó anteriormente.

El precipitado contieno las células y se decanta el sobre- 
natante,

ge pueden utilizar por separado los precipitados obtenidos 
825 como se indicó arriba o agrupar varios precipitados* Además so
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puede tratar de un modo análogo células cancerosas humanas pro* 
veniente® de otros orígenes y utilissrlas tal cual están o en 
combinación con células cancerosas obtenidas como se ha descri­
to anteriormente.

- Cultivo de células cancerosas.
Se introducen laa células cancerosas obtenidas segdn hamos 

descrito anteriormente} en frasco# de ftoux de 1000 mi. contenien­
do medio esencial mínimo de Eaglo (KM) enriquecido mediante la 
adición de cerca da 294 mg/1 de glutamina y conteniendo 1% de 
suero de buey fetal inactivado y se incuba seguidamente m  una 
estufa} después de la adición de dióxido de carbono. :En los cul­
tivos prueba paralelos, se cultivan directamente 0,5 mi. de sus­
pensión celular sobre Xas paredes de un tubo de Lelghton, para 
poner en evidencia la presencia de C1 IAC¡ sobre las membranas 
celulares por citofotometría en imunofluoreéeaocia (Osther y 
col., Acta.path. microbio!, scand. B 81, 365, 1973). Cuando se 
observa la presencia de 01 IAC en los cultivos prueba, se utili­
za el cultivo principal como cultivo de producción* Se elimina 
el medio, se lava el cultivo celular con tampón BBS fosfatado, 
con un pH 7,3* se introduce medio sintético HPMI conteniendo 
aminoácidos de Plow, Escocia, enriquecido únicamente con cerca 
de 294 mg/1 de glutamina, se incuba durante 3 días a 37a c. re­
cógese el medio en condiciones estériles y se centrifuga este a 
1000 r.p»m« durante 15 minutos a temperatura ambiente, después 
ee conserva el supamatante en fraseos cerrados a -20» c espe­
rando que se aislé la 61 IAC. se cultivan después las células 
cancerosas en el medio esencial mínimo de Eagle modificado, ya 
mencionado, y después de 3 días de incubación, se sustituye de 
nuevo el medio por medio RPMI enriquecido con glutamina, que se
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895 recoge pasados 3 días de incubación y que ee trata y se gelifioa 
como hemos descrito anteriormente» se prosigue la alternancia de 
cultivo en el medio esencial mínimo de Eagia modificado y el me­
dio HPlü enriquecido con glutamina, bbí como la recolección de 
este último en tanto en cuanto @1 cultivo de células cancerosas 

860 es productivo*
En el cago de un cultivo excepcionalmente bueno (bastanteRsuperior a cerca de 2 x 1Q células por frasco de Houx), se tras­

plantan otros cultivos en otros frascos de Houx y se utilizan es­
tos nuevos oultivos celulares para la producción tal como se man- 

865 donó anteriormente. Durante la producción, ee vigila la forma­
ción de 01 IAC por los cultivos celulares utilizando los cultivos 
prueba en tubos de heighton, y antes del empleo se añade al medio 
de cultivo, penicilina y estreptomicina ai las concentraciones 
apropiadas*

870 - Aislamiento de la 01 IAC.
Se somete el medio RB!I enriquecido con glutamina, obtenido 

después del cultivo de las células cancerosas como se ha descrito 
anteriormente, a un "relargage" para precipitar las proteínas con­
taminantes, añadiendo hasta un 40$ de la saturación de sulfato de 

875 amonio saturado a Ofl C. y agitando, se centrifuga el medio tratado 
de este modo, a 4000 r.p.m. durante 15 minutos a temperatura am­
biente. se pueden igualmente utilizar otras técnicas de centrifu­
gación, pero esta que indicamos proporciona excelentes resultados. 
Se vuelve a echar el precipitado y ae efectúa la diálisis del au- 

880 percatante durante cerca de 48 horas a 4» C, en agua destilada que 
se cambia varias veces y después se centrifuga a 3500 r.p.m* a 
temperatura ambiente durante 15 minutos,

se pueden emplear otras táónicas de centrifugación, utilizan­
do por ejemplo un centrifugador refrigerado, se obtiene una puri- 

885 fioaoión sxcepoionalraente buena utilizando un ultra-centrifugador 
preparativo refrigerado*

El primer estadio del tratamiento posterior de la 01 IAC pre­
sente en el superaatante límpido es una cromatografía de absorción 
sobre columna. Para este fin se prefiere como resina cambiadora
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de aniones, la resina Dovrex 2 x 8, en partículas de 74 a 38 mi­
eras, sin embargo se pueden igualmente utilizar otras materias 
cambiadores de iones. Se somete la resina cambiadora de iones a 
un protratamiento por ebullición aa agua durante 2 Horas, a 5 
intercambios de 2 horas con ácido clorhídrico 0,1 M, después a 
un equilibrado por agitación con tampón Tris 0,06 M, a un pH de 
7,3, hasta que el pH esté estabilizado a cerca de 7,3* se pueden 
igualmente utilizar otros tamponeg tris y tampones fosfato tenien­
do pH y fuerzas iónicas distintas, sin embargo el tampón antes in­
dicado proporciona los mejores resultados*

se introduce el supornatante límpido antes mencionado en la 
columna de resina intorcambladora de aniones Dowax 2 x 8  (columna 
K 50/100 provista de adaptadores), haciendo fluir el Tampón Tris, 
al pH 7,3 que indicamos, a rasÓn de 100 tnl/h. a temperatura ambien­
te. se obtiene el mejor rendimiento en C1 iac utilizando 160 mi 
de medio RPEíX para 1500 mi de carga de la columna. El efluente de 
la columna atraviesa la mlcrocuba de flujo de un espectrofotóme- 
tro que proporciona un registro gráfico de la densidad óptica a 
580 nm del efluente (se utiliza un espectrofotómetro teco) y se 
recoge en fracciones de 10 mi en un colector de fracciones. Con 
ocasión de esta operación y con ocasión de los fraccionamientos 
siguientes, se determina la C1 IAC de las proteínas elevadas 
puestas en eviden eia por los picos de densidad óptica sobre el 
registro del espectrofotómetro operando mediante inmuno el ectrofo- 
resis de tipo HrocketM con anti-C1 IA humano de conejo, anti-C1 
IAC humano de cerdo o anti-C1 IAC humano absorbido de camero 

8 (que se prepara como se describo más adelante) en el gel y se do­
sifican las proteínas contaminantes por inmuno el eotroforesis cru­
zada sagón Freeman utilizando un suero completo antiproteínas hu­
manas en el gal y por inmuno el eotroforesis segdn Grabar utilizan­
do los dos tipos ya mencionados de antisuero, se detectan las 
proteínas contaminantes por la presencia de orosomucoide, trans­
ferina, la ^ gHS glicoprotefna, inhibidor de la Inter- ̂-tripsina, 
prealbumina y albúmina.



La mayor parte de la C1 IAC es absorbida en el intercambia­
dor de iones. Por pasas repetidos a través del intercambiador de 
iones en el tampón iris, se puede absorber el resto*

La mayor parte de las proteínas contaminantes aparece bajo 
la forma de un primer tipo principal de elución con ocasión de 
la elución por él tampÓn Tris* El registro espeotrofotométrico 
típico de esta elución está ilustrado en la Figura 9, Después de 
que un nómero adecuado de fracciones haya seguido a la aparición 
del pico, se añade a la columna una solución de concentración 
creciente reotilínea de cloruro de sodio, hasta la obtención de 
una concentración final de 0,09 M en HaCl. El adinero de fraccio­
nes anteriormente descrito como apropiadas es el námero de frac­
ciones que asegura una buena separación entre el primer pico y 
las proteínas «luidas posteriormente* Se puede igualmente utili­
zar una solución salina cuya concentración aumente escalonadamen­
te, sin obtener ventajas adicionales,

La C1 XAC se libera del intero amblador de iones en el punto 
final correspondiente a una concentración en cloruro de sodio de 
cerca de 0,09 & NaCl (como lo muestra un pequeño pico del regis­
tro espeotrofotométrico de la Figura 5)» ye® reagrupan las frao- 
oiones conteniendo la 01 XAC, después de efectuar su diálisis du­
rante cerca de 24 horas a 4» 0* contra agua destilada, seguida­
mente se líofiliza el producto dialisaáo (la liofilizaoión en co- 
quilla con la ayuda del vacío y un suave calentamiento exterior 
a 40$ c,, constituyen un procedimiento adecuado)*

Se introduce él liofilizado en suspensión m  tampón Tris 
0,06 », a un pK de 8,6, y se introduce m  una columna de filtra­
ción sobre dextraño constituida por un gel de Képhadex (notfjre 
comercial) G 79 superfino • tal como una columna Pharmacia K 19/90 
utilizando como tampón efluente el tampón Trie aunpK de 8,6* El 
caudal adecuado es de cerca de 10 ml/hora, se vigila el efluente 
utilizando él espectrofotómetro y se estudia el mismo segén las 
técnicas de inmuno electroforesis indicadas a continuación, un re­
gistro espeotrofotométrico típico de lo densidad Óptica del eflu-
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ente viene ilustrado en la Figura 6 y en la misma podemos obser­
var un primer pico correspondiente a la C1 IAC. sa recogen las 

960 fracciones ricas en Ct IAC, se someten a una diálisis total con­
tra agua destilada durante 48 horas, después se liofilizan como 
hornos descrito anteriormente. A continuación este producto se 
designará por "01 IAC (séphadex) 0 75 Superf. " o ”01 IAC puto”. 
El estudio por iamunoeletrofaresis muestra que este producto es 

965 puro y no-agregado*
En otra técnica de purificación, se pone en suspensión el 

liofilizado de las fracciones dialisadas conteniendo la 01 IAC 
que se han obtenido con la resina intercambiadora de iones Dowex 
2 x 8 ,  en un tampÓn iris 0,06 i!, a un pH, 0,6, y se introduce 

970 sobre una columna (por ejemplo una columna K 25/50) provista de 
un iatercamblador de aniones compuesto por celulosa Whatman DB-52 
y equipada con adaptadores* se hace la elución del intercambiador 
de aniones con un gradiente creciente rectilíneo de cloruro de 
sodio cuya concentración varía de 0 a 0,15 & NaCl. se efectúan 

975 pactos repetidos sobre el intercamblador de iones Whatman hasta 
que se obtenga la purificación óptima determinada de acuerdo con 
las técnicas anteriormente mencionadas* la 01 IAC purificada de 
este modo es agregada en una cierta medida, coso lo muestra el 
exásen por inmuno el ectroforeaia (véase la Figura 7)*

980 Para utilisarles como agente immog&úoo m  una vacuna ade­
cuada para la primera vacunación de animales huéspedes apropiados, 
se reagrupan las fracciones ricas en C1 IAC del intercambiador de 
iones whatman con las fracciones obtenidas con la columna de 
Séphadex <J 75 superfina, y &e hace la diálisis de las fracciones 

985 agrupadas, y después de liofilizan como hemos descrito anterior** 
mente. A continuación pasaremos a llamar a este producto combina­
do "proteína 01 IAC aglomerada + 01 IAC séphadex 0 75 superfino". 
Este producto está listo para ser puesto en suspensión para ser 
eventualmente mezclado con otras proteínas, como se describe más 

990 adelante y/o para ser mezclado con 01 IA para fonaar un antisuero

• 31 -
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específico eon propiedades óptimas*
-  C A H A C S S E I2 A C X 0 E  D S  L A  C 1 I A C .

- Materias y técnicas utilizadas en la caracterización y en 
otras operaciones que se describen a continuación*

Antisueros -
EL anti~C1 XA humano de conejo (contenido en anticuerpos i

0,7 mg/ral),
el anti~C4 humano de conejo (contenido en anticuerpos:

1*0 mg/ml),
el sntl-C3 humano de conejo (contenido en anticuerpos:

1*2 mg/ml),
el antiactivador de C3' humano de conejo (contenido en anti­

cuerpos: 0,5 mg/ol),
el anti- ̂  gHs glicoproteína humana de conejo (contenido en 

anticuerpos: 0,35 mg/ml),
el aati-inhibídor de la Inter- ̂  -tripsina humana de conejo 

(contenido en anticuerpos: 1*6 mg/ml),
ol entioroaomucoide humano de conejo (contenido en anticuer­

pos: 0*9 mg/ml),
el anti transmarina humana de conejo (contenido en anticuer­

pos: 2,5 mg/ml),
la antialbumina humana de conejo (contenido en anticuerpos: 

1*1 mg/ml),
él antiprealbumina humana de conejo-( contenido en anticuer­

po»* 0,25 mŝ rnl),
el anti* ^ ̂ fetoproteína humana de conejo (contenido en 

anticuerpos* 0,2 rag/»l),
el antiplasminogen humana de conejo (contenido en anticuen* 

pos: 0,25 racial)*
provenientes de Behringwerlce) *
El anti-IgG humano de conejo (contenido en anticuerpos:

0,4 rag/ml).
SI anti-lgjv! humano de conejo (contenido en anticuerpos:
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0,4 mg/ml) y
él sntiauero completo humano de conejo
(provenientes de Pakopatts).
Eatreptoquinasa -
se utilisa estreptaaa conteniendo el equivalente a 100 000 

unidades de eetreptoquinasa (o sea 30 mg) en 10 mg de glutamina 
y 10 mg de hialuronidasa.

se disuelve la estreptaaa en 400 miorolitroe de solución sa­
lina o,15 K, lo cual corresponde a 75 «icrogramos de estreptoqul- 
nasa por mi» se prepara la solución durante la hora que precede 
la utilisación.

Plasma -
se utilisa plasma fresco de sujetos sanos recogido en tubos 

(14/15 na) conteniendo 1 mm de ACD y $ si de sangre*
Suero -
se extrae sangre humana por punción venosa sin anticoagulan­

te, a donantes sanos* se deja coagular a temperatura ambiente du­
rante 1 hora y ee conserva durante una noche a 4« 0. se prepara 
el suero por centrifugación a 4200 r«p*m* durante 10 minutos a 
4» C.

Pibrinógeno bovino «-
se utilisa un preparado existente en el mercado conteniendo 

60 mg de flbrinógeno bovino liofilisado, recién preparado a la 
dilución de 0,4# para la fibrinolisis por difusión y ai 0,656 para 
la dectroforesle sobre fibrlna-agarosa*

Neuraminidasa ~
Procedente de Vibrio cholérae y conteniendo 500 unidades 

por ml| (suministrada por Behrizigweilcs)»
Inmuno electroforesis -
se utilisa un gel de indubiose A 37 Agoróse (suministrado 

por la Industria Bioquímica Francesa)*
Jampones -
Se utilisa él tampón Bienal, al pH 8,6, con una fuersa iÓni-
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ca de 0,02. 121 tarpán salado coa barbital está compuesto por b or­
bital 0,025 M y cloruro de sodio 0,125 M a un pH 7,5 (Ratnoff,
0*1., jpavie, E.W., et Hállet, Studieo on the ACtion oí Hagernaa 

1060 Factor : Evidence that Activated Hagernaa Factor ia fuia Activates 
Plasma fhromboplastin Antecedent» ú * Clin.* Invest. 40:803, 1563)* 
Al tampón Véronal al pK 7* 3*7,4 se añade MgClg* - 6Hg0 y CaClg, 
2S20.

C1 humano -
106$ Se prepara la C1-eaterasa a partir de la fracción de euglo*

bulinas por cromatografía sobre BEAE-celulosa utilizando tampón 
de lepow conteniendo Na HBBfA como 1c describe Uing, se reagrupan 
las fracciones conteniendo las soluciones brutas de Clq, Clr y 
Gis y se efectúa su diálisis contra los tempones de fosfato de 

1070 sodio, conteniendo 0,006 M, al pH 7,4, 0,015 M en EBfA, y se lio* 
filisa.

Clorhidrato del ester metílico de la N— *acetil~L-arginina 
(AAME)* Se disuelve AAMS (de Oyelo Chemical Corp., los Angeles, 
California), a la concentración de 0,015 M en tampón salino fos* 

1075 fatodo y se adusta al pH 7,4 mediante la adición de hidróxido de 
sodio 0,15 M*

EA *
se utiliza sangre de camero en un voléasn igual de solución 

de Alsevers, conservado a 4*¡ 6», y un amboceptor (hemolisina),
1080 conservado a *2G» c* (suministrado por $1 serum Institute, Copehna 

gen), y se estandardizan por espectrofotometría como describe Ma­
yor (Mayer, SÉ, Compleja ent and Complement Fixation in Experimental 

—  Inmunocharaistry, E. A. Khbat & SM Mayer, Me* Springfiola, lili*
neis, Charles C. fBomas, 2® edición, P* 133, 1961)*

108$ EAC1
se prepara este complejo entra EA y Clq, Clr y Gis, a partir 

de EAC1.
se mantiene la concentración en CaH ’ a 10~\r« se determina 

la actividad de este complejo mediendo la importancia de la haaio*
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lisie producida por una disolución apropiada de suero humano coa- 
temiendo 16 x 10 de IfagMgKDIA para qualatar Ga++ bloqueando la 
acción posterior do 01, poro permitiendo la reacción de C2, 04, 
etc,

- Experimentos
- Inmunooletroforeáis -
So afee tila una inmunaelectroforeaiB cuantitativa en azarosa 

el lj¿ conteniendo un anticuerpo (espesor 1,5 ara) utilizando una 
corriente de 2,5 V/cra durante 18 a 20 hora» a 20» C. (Laurell C.B., 
Guaatitative Estimation of Protetns by Elsctrophoreoia in Agarose 
Gal Conttalng Antibodies* Ann, Biochom. 15:45 - 52, 1966) . so 
efectúa la inmunoeletroforeaia cualitativa según la técnica do 
Grabar & scheideggor. Se efectúa la el ectroforeáis cruzada anti- 
geno-anticuerpo según Proeraan (ciarles, H.c, & Freeman, I. A Quan- 
titative Inmunoelactrophoresis Method (Laurell ELectrophoresis), 
p« 503 - 509 in Protides of the Biological Fluida. Vol* 14. EL Be- 
vi er, Amstsrdam, 1906} Laurell, C.B. Aatigen-antibody Oroaaed 
Eleotrophoresis, Ann. Biochom. 10:358 - 361, 1965).

se efectúa una separación inicial por electroforeáis sobre 
agaroaa con una corriente de 10 v/c» durante 1¿ horaa a 20» 0, 
Después de haber g i m o  el campo eléctrico en 902, se efectúa una 
electroforeais en un gal de agarosa conteniendo el anticuerpo, con 
una corriente de 2,5 V/cm durante 18 a 20 horas a 203 C.

XnsunodifUeión -
Se opera con agaroaa al 1$ según la técnica de difusión sobre 

gal de Ouchterlony (Ouchtorlony, 0* Progr. Allergy, 6:30, 1962), 
se efectúa la difusión a temperatura normal durante 3 dfas.

Inmuno detroforeáis cruzada en tándem -
se opera según Krjóll (Kr^ll, J. Teadem-croesed Inmuno el o tro- 

phoresis, en A Manuel of Quentitative Inmuno el ec t rophor esi s (Eda. 
Axelaen, KK, KndUl, J., Weefce, B.) Dniveraitetsforlaget, Oslo,
19Y3* p. 57-59). EL principio consiste en efectuar una eleotrofo- 
resia inicial de dos muestras de antlgono m  la misma separación
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con isa gel de agarosa utilizando una corriente de 10 V/cm* duran­
te 1& horas* Después de haber girado el campo eléctrico de 902, se 
efectúa una eleotroforeáis en un gel conteniendo un anticuerpo,
Con una corriente de 2,5 V/cm durante 18 a 20 horas,, a 206 c. 

Eüectroforesis sobre gel de fibrina-agaro sa 
se utiliza una modificación de la técnica de electroforeais 

sobre gel de fibrina descrita por Heimburger H. y col.
Se prepara una solución de fibrinógeno bobino al 0,4$ en 

una solución salina al 0,9$. Se añaden 9 partes de un fibrinógeno 
al 0,4$ a 2 partes de CaCRgDO^Jg, HgO de 0,1 N. se incuba la so­
lución de fibrinógeno a 37Q G. para volverla totalmente viscosa 
sin que contenga fibrinógeno no diluido* se añaden 2 partes de 
agarosa al 1$ diluida en teapón di anal, y se mantiene la solución 
a 45® C. hasta que se emplee* se echa el gel sobre microlémlnas, 
se coagula a temperatura normal, después debe calentarse en baño 
sería a 8o® c, durante 60 minutos» se colocan las muestras en los 
agujeros de la placa de electroforeais con fibrina-agarosa y se 
utiliza una corriente de 160 V durante 1& horas, a temperatura 
ambiente# Después de la eleotrofcrasis, se colocan los reactives 
indicados en las ranuras, se efectúa la difusión a 37® C. durante 
una noche* Se mantiene seguidamente el gel de fibrlna-agaroea en 
una solución salada al 0,9$ en baño moría a temperatura normal, 
durante 24 horas después se lava durante 1 hora con agua destila­
da* se colorean las láminas con azul brillante Coanasie.

- Propiedades biológicas de la C1 1AC 
1) Inhibición del efecto de hidrólisis de la C1 egterasa. 
se regañera la C1 esterase a partir de fracciones brutas 

dialisadas y üofilizadas de C1q* C1r y C1s, y se vuelve a poner 
en suspensión a una concentración correspondiente a cerca de 5 
rag/al* se utiliza como fuente de Ca++ para la regeneración 0,1 mi 
de Ca(H2D04)2 0,033 H por mi*

Se determina la inhibición de las propiedades esterolíticas 
de la C1 esterase incubando 0,5 mi de C1 esterase con 0,29 mi
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de 01 XA o de 01 IA0 (teniendo una concentración en proteínas de 
10 me/ml) o cono testigo del tarapón fosfato de «odiof teniendo 
una fuerza iónica de 0*13» a un pH de 7,45. se «Haden 0,75 al del 
tampón antes mencionado, a todos loa tubos, se incuben loa tubos 
a temperatura ambiento durante 15 minutos.

se utllisa como substrato 1 mi» de AAME (clorhidrato dea
*

ester metílico de la N~acetil~Ir’arginina) con la concentración 
de 0,013 W» que se añado a todos los tubos, antes de incubar du­
rante 60 minutos a 37° C,

inmediatamente después de la adición del AAKE y 60 minutos 
después, se sacan porciones de 1 mi* que se mezclan con 1 mi de 
formaldehído al 37$. se mide la acides Tolerable de la muestra 
inicial y de la muestra incubada durante 60 minutos* añadiendo 
liidróxido de sodio 0,05 H hasta un pK de 7,8»

se efectúan las determinaciones utilizando un medidor de pH 
26 Radlometer (Radiometer, Copenhagaa) •

Xa hidrólisis de la AAKE es parcialmente inhibida por canti­
dades tan bajas como 0,25 unidad/ml de C1 iac, estos resultados 
son Comparables al efeoto de inhibición de la C1 XA que distintos 
autores indican en la literatura»

2) Efecto de inhibición de la C1 IAC sobre la activación de 
C4 por <31, puesto en evidencia por la inhibición de la hemolisis 
en presencia de complemento.

se recuren eritrocitos de camero, con «mboeeptor y con el 
primer componente purificado del complemento humano, según la 
técnica d# Buddy y col* Se utiliza el suero supematante, despro­
visto de 01, como fuente de los componentes de C2 a C9 del compo­
nente. se utilizan eritrocitos de camero a una concentración del 
2i en tarapón de veronal sódico sin gelatina# se utiliza el ambo- 
coptor en la dilución de 1/400, determinada por titulación de la 
hemolisina. se titula el complemento efectuando diluciones en 
serie en placas de miorotitulaclón.

se mezclan 100 miorolitros de EAC1 (la concentración de 01

-  37 -
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corresponde al volómen de origen y se diluye en serie coso se 
hace para el suero)* 100 microlitros de suero desprovisto de 01 
que se diluye en serie, y 50 microlitros de tampón veronal sódico 
(VBS) conteniendo 3 mg de C1 IAC 6 5o microlitros de tampón vero- 
nal sódico como testigo y se incuba a 37Q C. durante 30 minutos. 
Se lee* la hemolisis utilizando un espectrofotónetro B?Q II de 
Cari Zeiss, a la longitud de onda de 541 m ,  en microcubas de 
cuarzo, se determina C4, C3 y C1 IAC de las diluciones en serie 
por inmunoelectroforegis de tipo "huso", Gomo ee puede ver por 
la figura 8, las soluciones conteniendo la C1 IAC presentan una 
inhibición de la hemolisis en comparación con las soluciones que 
no contienen C1 IAC.

3) Ausencia de efectos de lo C1 IA y de la 01 IAC sobre el 
tiempo de coagulación del plasma.

ce determina el efecto de la C1 IA y de la 01 IAC purifica­
das, sobre ¿1 tiempo de coagulación de la sangre eegdn. una modi­
ficación de la técnica descrita por K&tnoff y col. (Ratnoff, 0.
D., Copoly, ¿T.S. & Pritchard, J,A. The blood Clotting Mechanism 
during Berma! parturition, J. lab. Clin. Med. 44/408, 1954).

ce mezcla con 1 mm de plasma e¿tratado teniendo una concen­
tración de fosfato de coicio de 0,025 M en tubos de polistirsno, 
C1 lá y C1 IAC, a la concentración de lo mg por mi con un tampón 
testigo (tampón fosfato 0,005 14). Be añaden simultáneamente a los 
tubos 200 microlitroa de C1 IA, C1 IAC o de tampón,

se incuban las mezclas a 37s C en baño moría. El tiempo de 
coagulación es el período que transcurre entre la incubación y 
la coagulación*

^la C1 la y la 01 IAC, a la concentración de 1 mg/ml, no pro­
ducen efecto sobre el tiempo de coagulación del plasma recalcifi­
cado, pobre en plaquetas, cuando se opera m  tubos de polictirmo 
(Cuadro I).



39

1220 CUADRO I
-Efecto de la C1 1A y Cl XAC sobre la coagulación de la 

sangre -
«totttaŵmĴawssssctaBMísicairmesíMiEmttsawtiwsamssattBasítJOataísatjaaaMtartsaíociscacssíowmiet
Plasma regenerado Inactivador de 01 Tiempo de coagulación 

1225 por Ca++ (nómero) minutos + segundo»

Donante K# 16697 C1 1A<W i d o  pl*ural(4010) 4 0
n t* TswpÓn 4 15
tt « t i 01 1A0lí4uido Plourü(4011) 4 15

1230 t» « t i Tanpón 4 15
t» « t i 01 IAClíquiao « B t U ^ 4014» 4 0
it « ti TaapÓn 3 45
« « n 01 IA0U,uido asoitie'4015) 3 45
ü n H TampÓn 3 45

1235 n V II C1 xa {donante) (4021) 3 45
ti » tt TampÓa 3 45
it t* tt C1 » » ■ (4023) 3 45
tt « « TampÓa 3 30
w o *» C11ACH m (4025) 3 30

1240 n t i H Tampón 3 15
tt tt t i 01 IACim (4026) 4 0
n « H Tampón 3 45

El sistema de regeneración está compuesto por 0,5 mi de plasma 
1245 con Ca(H2K>4)2 0,025 H*

El tampón es tampón fosfato 0,05 19, pK 7,4,
Se mantienen aproximadamente constantes las concentraciones de 
C1 XAC y de Cl XA, a partir de la concentración determinada por 
iasvoio olee tro foreáis de tipo "rocket" y del peso soco de la 

1250 pro teína purificada*
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Por lo tanto, el tiempo da coagulación para plasma adicio­
nado de 01 XAC o de 01 IA asi que para un plasma con un conte­
nido de C1 XA de cerca de 30 as/100 mi* varia de 60 segundos 
sin diferencia significativa entre los plasmas a los cuales 

1255 se na mezclado C1 IAC o 01 XA y los plasmas a los cuales no 
se han «saciado estos compuestos* la media del tiempo de coa* 
gulaoión en este sistema corresponde a la media del tiempo de 
coagulación encontrada por Ratnoff y col., en la referencia 
mencionada*

1260 4) Efecto de inhibición de Ct IAC sobre la fibrinolisis»
se estudia el efecto de inhibición de c t  IAC sobre un sis­

tema regenerado compuesto por plasma recalcificado por fosfato 
de calcio*

se pesan los coágulos antes de provocar su lisis por 
1265 100 000 uuidades/ml de estreptequinasa (streptase, 20 raicrogra-

mos) • Se anota el peso de los coágulos individuales después de 
6 horas de incubación (en tubos sellados) a 37 C. y se compa­
ran a los pestes originales de los coágulos individuales antes 
de su lisie* Antes de efectuar la lista, se aSade al plasma 

1270 coagulado 01 IAG o C1 XA en la concentración de 10 mg/ml o 
tampón como testigo, los resultados vienen presentados en el 
Cuadro XX, en la página siguiente*
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guapeo ii
** Estudio de la liáis de loa coágulos -

»*»5:3a:a»»aaat3W33eon»»si»asasja*ae«om«»mia£maaEí3W£3ras*aoa*casmcEj¿i=,3e=!=:=ji3a»*t*i
1275 Haana regenerado M  del C1 IAC Poso del coágulo lisia Pe»o del 

por Ca** o del C1 IA/ antea de la li~ por coágulo 6
tarapán ais strep- horas

(g) tase después 
(micro» de lisia 

granos) (s)

Pealante Ra 16697 4011 0,368 20 0,039tt II «* ütampán 0,371 20 0,026» » « 4014 0,365 20 0,047i* II ti Tampín 0,363 20 0,033« « ii 4015 0,361 20 0,047H ti «t SJampán 0*367 20 0,023It « tt 4021 (01 IA) 0,367 20 0,038II « u Tempán 0,365 20 0,025fl i» u 4023 0,360 20 0,030«1 w « Tampán 0,361 20 0,029«I «l tt 4025 0,364 20 0,0441» « «» Tampán 0,365 20 0,036« » tt 4026 0,363 20 0,043II n II fampán 0,361 20 0,034

1295 El sistema regenerado está compuesto por plasma y Ca(HgP04)2.
Se utiliaa para la liáis una cantidad de stroptase correspondió 
te a 100 000 unidades de estreptoquinasa por «1# Se mantiene prác­
ticamente constante la concentración de 01 XAC o de C1 1A a par­
tir de los resultados de la inmunoelectrof oreáis de tipo "rocket1* 

1300 y del peso aeco de la proteína purificada»

___ Como muestra al Cuadro II la liáis de loa coágulos as inhi­
bida hasta cierto punto por la C1 IAC.

5) Efecto de inhibiciáa dé la C1 IAC sobro él sistema fibrl- 
nolítie© del plasma puesto en evidencia por électroforesi» sobre 
flbrina-agarosa.1305
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se utiliza el método de operar que ee describe detallademen- 
te a continuación. Las materias colocadas en los agujeros o en. las 
ranuras figuran en el Cuadro III» abajo.

CUADRO XXI
- Combinación estudiada por electroforecis sobre fibrina- 

agarosa-
y.-*^Mi-»g-gj~;^=>--a=is;=;=gsg=sgg!!g=r3;t3e a a s a a is a a g i3ssc!asa=5a3=sa;sas=:~—s s s ra g jw a

Perforaciones Ranuras

Suero Humano* no diluido Batreptoquinasa 10000 unld/ml

Suero humano» no diluido Batreptoquinasa 10000 tmida&es/ml + 
C1 IAC»
en la concentración de 1 mg/ml

Plasma conteniendo 40 uni­
dades de estreptoquinasá/

Anti-profibrinolisina

mi

Plasma conteniendo 40 uni­
dades de estreptoquinasc/ 
mi

C1 IAC en la concentración 
de 1 mg/ml

suero humano* no diluido Plaacia conteniendo 40 unidades 
de estreptoquinase/ml

Suero humano* no diluido* Plasma conteniendo 40 unidades 
conteniendo 1 m^ml de de Estreptoquinaea/ml
C1 XAC

SL estudio de las meadas de C1 IAC y de plasma humano al 
que se añadió estreptoquiaasa* muestra que la C1 IAC a la concen­
tración final de 1 mg/ral inhibe la actividad de la fibrinolislna.
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La fibrinclisia está puesta en evidencia por una sena clara for­
mada en la red de fibrina. Se verifica que la zona clara femada 
con el suero mezclado al C1 IAC es más pequeña que la zona clara 
obtenida con el suero testigo al que se añadid tsmpón.

1339 IEL estudió por dectroforeslo «a un g d  de fibrina y de 
agaroaa de un plasma al que ge añadid egtreptoquinaga con enti- 
profibrinolisína esa una ranura y 01 IAC m  la otra ranura mues­
tra una zona de inhibición del consumo de la fibrina en una re­
gión correspondiente al precipitado de profibrinoli ciña y  a la

1340 ranura conteniendo la C1 IAC.
las pruebas do olectroforeáis sobro gol de flbrina-agarosa 

efectuados sobre suero humano mezclado con C1 IAC en la concen­
tración de 1 Mf/ral, inmediatamente después de la adición do es- 
troptoquinasa m  laa ranura», muestran la ausencia de consumo en

1349 d  ge! de fibrina-agaroaa y muestran consumo para un cuero no 
conteniendo C1 IAC.

6) Efecto del pH sobre la inhibición del efecto de Iddroli- 
oíb de la C1 eeterasa por la C1 IAC.

se estudia el efecto del pH sobre la actividad biológica
1350 de la 01 IAC en la gama de pH de 3 a 11* se diluye C1 IAC puri­

ficada a una concentración de cerca de 30 Se estudian por­
ciones de 2,0 mi de la solución de C1 IAC llevándolas al pH de­
seado mediante ácido clorhídrico 0,15 N o hidróxido de sodio 0,19 
W. se mantienen las mezclas a 4« c, durante 18 horas y después

1395 so lleva el pH a 7,4-0,1. Se eleva d  voltSmen de cada mezcla a 
3|0 mi añadiendo cloruro de sodio 0,15 Sí y finalmente a 4,0 mi 

-con 1,0 mi de fosfato de sodio, «1 pH 4,7 teniendo una fuerza 
iónica de 0,15. se sacan cantidades de 0,25 y 0,5 ral de cada 
mezcla para determinar en estas el efecto inhibidor de la C1 IAC.

1360 El principio de la determinación de esta inhibición es n i bloqueo 
del af ecto estsrásioo d« C1 sotoe el AAMI3.

La actividad de la C1 IAC disminuye progresivamente por 
debajo de pH 5,9 y por encima de pH 10,5.
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7) Efecto del calor sobre la inhibición del efecto de hidro- 
1365 lisis de la C1 esterasa por la C1 IAC.

se determina la estabilidad de la C1 IAC incubando C1 IAC 
purificada m  cloruro de sodio 0,15 K mantenido a un pH de 7,1 
durante 30 minutos a distintas temperaturas oscilando entre 0 y 
60« C. se determina la actividad biológica evaluando el efecto 

1370 inhibidor de la 01 IAC sobre la hidrólisis del AAME por la C1
osterasa. se opera sobre muestras de 0,5 mi. Constatamos que la 
actividad de la C1 iac disminuye considerablemente después de la 
incubación a temperaturas que sobrepasan los 56a c.

- Propiedades inmunológicas de la 01 IAC 
1375 8) Inmunos! eetroforeáis segán Grabar-scheideggor

Cuando sé efeotda una tamunoelectroforesis segda Grabar» 
scheidegger Con el anti-CI IA humano de conejo, se obtiene para 
la 01 IA un precipitado en ala da gaviota mientras que la 01 IAC 
no proporciona precipitación en ala de gaviota (Figura 9). (m 

1380 precipitado en ala de gaviota fuó descrito por Hirschfeld (1960))# 
El precipitado de C1 IAC se extiende en la sena^  cuando se 

efectda la inmunoslectroforesis en presencia de lactato de calcio 
(véase la Figura 9)*

9) Inmunoelectroforesis de tipo "rocket” segdn laurell
1385 (o de husada)

Por inmunoslectroforesis de tipo "rocket" segdn laurell con 
el anti-CI IA humano de conejo, se observa una ligera diferencia 
m  la configuración de las imágenes en forma de husadas (rockets), 
que- son un poco más embotadas para la C1 IAC que para la C1 IA, 

1390 aproximadamente como ilustra la Figura 7#
10) Inmunoslectroforesis cruzada en tándem segón Kr#Ll 
Utilizando el anti-01 IA humano de conejo, se constata por

inmunoslectroforesis cruzada en tandea una identidad total entre 
C1 IA y C1 IAC, como lo muestran las Figuras 11 y 12.

1395 11) Inmunoslectroforesis cruzada segón Freeman
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titiliasndo antiproteinas séricas totales humanas do cono jo, 
se obtiene por inmuno©! ectroforesis crtusada segdn Freaman con 
01 IA purificada y C1 IAC purificada, precipitados idénticos (te­
niendo un aspecto parecido «1 que ilustra la Figura 14, 2» pico) .

12) Efecto de la nauraminidasa sobre las propiedades inmuno- 
lógicas de la 01 IAC

se incuba 1 mi de 01 IAC purificado con una concentración 
de cerca de 1,0 rag/ml coa 0,2 «1 de neuraminidasa. de Vibrio cho­
lera© (V*0*N.) correspondiente a 100 unidades de neuraminidasa 
(una unidad de neuraminidasa es la cantidad de enísima suficiente 
para liberar 1 ng de ácido N-acetil neurem fniCo a partir de una 

«Glicoproteína humana)*
Sfe agita la mésela y se incuba a 37® e. durante 15 minutos.
El testigo contiene 0,2 mi de tampón fosfato 0,09 M.
se «órnete la C1 IA0 purificada, tratada de este modo, a una 

inmuno electrof crasis masada en tándem con anti-C1 ia humano de 
conejo; se obtiene una sola curva (Pig. 13) correspondiente a la 
C1 IAC; la C1 IAC tratada por la neuraminidasa no es capas de for­
mar precipitado* (la curva es muy elevada debido a la concentra­
ción excesiva del anti-01 IA humano de conejo, en relación con 
la 01 IAC en este experimento concreto).

Por inmunoelectroforesiB segón Orabar-Schcidegger con el 
anti-Ct Ia humano de ooaejo, se verifica que la C1 IAC tratada 
por la neuraminidasa, como se ha descrito anteriormente no da 
precipitado (véase la Figura 10).

13) InaunodifusiÓn segdn Ouchterlony coa un antisuero oligo- 
espeoffico

En pruebas de inmunodifusión segdn Ouchterlony utilizando 
un antisuero producido con cerdos "Banak Landrace" o "Yorkshlre 
race» mezclado con "Pansk landrace» o sobre cameros de fipo 
"Jysk Hederaee", o de cameros de m «  Oxford Dom, que se han 
vacunado con vacuna conteniendo C1 IAC y C! IA como son las va­
cunas de tipo 1 ó 2 que se describen bajo el titulo "Vacunaoión

* 45 ■*
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de los anímalas huéspedes", o un antisuero proveniente de otro 
animal capas de están acor la diferencia entre C1 IAC y C1 IA 
y que se haya vacunado con vacunas conteniendo C1 IAC y C1 IA 
en cantidad suficiente para que se obtenga una reacción de inmu­
nización*, la 01 XAC proporciona un precipitado diferente del de 
la 01 IA. Por ejemplo, el suero de un paciente canceroso da dos 
precipitados distintos, mientras que el suero de donantes sanos 
(o de pacientes con afecciones no malignas} solamente da un pre­
cipitado, que es el precipitado de C1 IA* Uno de los precipita­
dos del suero de los pacientes cancerosos corresponde al preci­
pitado de C1 ia del suero de los pacientes cancerosos* la Figu­
ra 3 ilustra una inmunodifusién de este tipo* En los dos aguje­
ros centrales, se introduce antisuero oligospecífico y en los 
agujeros de la circunferencia se introduce suero de donantes sanos 
("DOHAíítüE") y de varios pacientes* se introduce el suero corres­
pondiente a cada muestra en dos agujeros opuestos* Bn el caso 
ilustrado, el antisuero ilustrado provenía de un camero vacunado 
con una vacuna de tipo 1 {véase afe adelante «Vacunación de los 
animales huéspedes”)*

La Figura 3 muestra la formación de un precipitado interior 
importante idéntico para el donante y para todos los pacientes*
Es el precipitado de C1 IA* sin embargo, el suero del paciente 
3 (cáncer confirmado) da un precipitado complementario fácil de 
distinguir del precipitado de 01 IA# Es él precipitado de C1 IAC. 
Igualmente, todos los sueros den un precipitado exterior mfe dé­
bil, que es él precipitado de orosomuool&e*

Es evidente que se puede fácilmente distinguir él precipi­
tado formado por la C1 IAC del precipitado formado por la C1 IA. 
La inmunodifusiÓn ilustrada por la Figura 3 corresponde a expe­
riencias efectuadas a objeto de diagnóstico$ se han puesto de 
manifiesto otros tipos do precipitación análogos con mezclas do 
C1 le pura y de C1 IAC, y hay que decir que la técnica de Ouohter 
lony es solamente un ejemplo de las técnicas inmunológicas de 
identificación o de determinación (se podrían igualmente mencio-
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aaa? Xas técnloaa de XaursXX* Mancini y otros) que permite diferen- 
ciar 01 Xa y C1 XAC utilizando u» aatisuero oligoespecífico«

1463 « Oteas propiedades de la 01 XAO
14) Detorminación del peso molecular de la 01 XAC segÓn la 

técnica de filtración sobre gel.
se equilibra una columna de filtración «obre gel 3ephadex 

0200 (Pharmacia K 25/50) con tampón Trie, a un pH de 8,6* se in~ 
1470 troduoe en la columna una solución de C1 XAC-sephadex G75 Super­

fino, albúmina humana purificada (que se ha cromatografiado y 
cuya pureas fué comprobada por inmunoeietroforesie), hemoglobina 
(preparada por hemolisis de eritrocitos y purificada, cuya puresa 
se ha oomprobado) e IgGf purificada (con un peso molecular de 

1475 130 000 «150 000) y se estudia el efluente por análisis espectro-
fo tométrico, confirmando la identidad de los pioos por inmuno elec— 
troforesis# El primer pico está compueeto de IgG, y antes de que 
haya desaparecido por completo, un segundo pico (C1 XAC) cosiensa 
a aparecer.

1480 Cuando baya pasado el pico de la C1 XAC, se notan numerosas
fracciones prácticamente vacías y aparece el pico siguiente, de­
bido a la albúmina. Casi inmediatamente después del pico de la 
albúmina, aparece el pico de hemoglobina.

A partir del registro espectrofotométrico, es evidsnte que 
H 85 el peso molecular de la G1 IAC debe ser superior al peso molecu­

lar de la albúmina, el cual es de 60 000, y justamente inferior 
al peso molecular de la XgCr. El peso molecular de IgG se determi­
na solo aproximadamente entre 130 000 a 150 000, la misma impre­
cisión se aplioa a la evaluación del peso molecular de la C1 XAC, 

1490 el cual es de un valor entre 110 000 - 130 000, tomando como base 
la posición del pico correspondí mate al 01 IAC.

13) Constante de sedimentación de la 01 XAC determinada a 
partir de la velocidad de sedimentación en ultracentrifugaci<5n.

Condiciones experimentales}



48

1495

1500

1505

1510

1515

15 2 0

- til trac entri fugadora : ultrac entri fugadora analítica ítk2
de !ís®, dispositivo óptico: Schlieren*

- Células de U1tracentri- ? células de 10 mm con doble sector de
doble separación sintética y con re­
bosadero»

- Muestra : C1 IAC pura* proveniente de un culti­
vo de células de carcinoma de mama de 
origen humano en el medio RPMI.

- Velocidad de rotación : 1& experiencia: 60 000 r.p.m.
2fi experiencia: 60 010 r»p»m*

- Temperatura : 1® experiencias 19,7a C.
2* experiencia: 20,28 c.

- Análisis de la solución » 1* experiencia: KHgPO^, 0,02 M,
NaCl, 0,1 M, al 
pH 7,00.

2* experiencia: KKgPO^, 0,02 M,
KaCl, 0,1 M, al 
pH 7,00

- Resultados
.1* Experiencia (c «= 0,55^) -

Poto
n®

-j
flempo transcurrido después (sc) apr^ - ^ |  
de mantener la velocidad v

A4 n r
A t

4 10 seg. 5,89 S
5 210 seg. 4,94 S
6 410 seg. 4,82 s
7 610 seg. 4,98 S
8 810 seg» 4,57 S

Los resultados de la 1® experiencia vienen ilustrados por 
el gráfico 1, de la Figura 15.

Por extrapolación (regresión linear de valores) al menisco
(rTo ), se obtiene el siguiente resultado (véase el Gráfico 1) :1525
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f i  m  w v

aC **19,7 sol# 5,28 5.
« 2® Experiencia (c » 0,94$) -
MIBIWHilil P Mill  KliiUim  lilUllíl lililí̂  i'ilfciw ijtiU m m a SÉSi PWBUIÍMB-IUIü  m  WMlmBI W iMUMBim UHBilUiimimm igi

Poto Tiempo transcurrido después (« ) * « i
n« de mantener la velocidad ° p ¿ a  *

7 0 eeg. 5,00 S
8 201 seg* 4,71 s
9 402 seg. 5,06 S
10 603 eeg* 5,06 S
11 804 seg* 5,01 S
12 1005 «eg* 4,86 S

Loa resultados de la 2® Experiencia están ilustrados en el 
Gráfico 2, de la Figura 15#

Por extrapolación (regresión linear de los valores al menis­
co (r_ ), se obtiene el siguiente resultado (véase el Gráfico 2)* 

o
¡5C « S§0,2, sqU * 4,97 9»

- Conversiones a las condiciones estandart 
• 1* Experiencia (c » 0,55$) -
sSo,aol.psí s?9,7,*ol. x |1M í22Í¿^ 5,28 x 1,01 S

^20,sol.
S&,w^sSo,sol# X-̂ 2i££Í¿ íü 5,28 x 1,01 x 1,03 « ft|4fr3

“20,w

. fi® Experiencia (c *# 0,94$) •
s S o ,a o l ^  s S o ,2 ,a o l .  x jKSfilSSlb &  4,97 x 0,995 S

^20,sol*
sSo,w^3§0,sol* x ^4,97 x 0,005 x 1,03 » 5,095

120,vr
Conviene tener presente que la converssión en condiciones 

estándar, no se tiene en cuenta la corrección de densidad, ni la 
corrección del valónen específico parcial de 01 IAC.
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El factor 4© corrección correspondí ente está probablemente 
muy cerca de 1*

Extrapolación a c * O*. Véase el Gráfico 3, figura 15#
El Gráfico 3 muestra que:

s í L  »  6 , 2  5 *20,w *
ncaqsaaeassagca»

las Figuras 16 y 17 corresponden a las fotos HSs« 4, 6 y 8 
de la 1* Experiencia, y 7, 9 y 11 de la 2* Experiencia.

Además, la Figura 18 muestra dos fotos a t < Oseg (tomada 
¿Tirante la aceleración a 30 000 r.p.tn.) e igualmente a t a  1206 
y 1608 segundos, respectivamente*

-DEMOSTRACION DE U  ASOCIACION DE LA C1 IAC al CANCER 
Las materias y los métodos utilizados en esta experiencia 

son aquellos que se describen a continuación •
Exudados pleurales o ascitis provenientes de pacientes que 

sufren de carcinomas adelantados, sirven de fuentes para reali­
zar él cultivo de células de carcinomas* Se excluyen los fluidos 
contaminados* Los cultivos celulares creados en frascos Roux y 
en frascos de plástico de Falcon, son repartidos entre un creci­
miento en colonias y un desarrollo más difuso*

La morfología de las colonias presenta una polimorfía de 
nádeos y de células, un nucléolo grande o varios nucléolos, mu­
chas células con varios nádeos, se aprecian numerosas mito sis. 
Entre estas raitosisr varias son atípicas. Las células están su­
ficientemente adheridas al plástico y al cristal.

27 de los 37 cultivos de carcinomas humanos son sub-cultiva­
dos de 1 a 4 veces* Esto hace un promedio de 1,8 aub-cultivos de 
27 cultivos* se cultivan entonces líneas de células y se utili­
zan estas para producir 01 IAC durante un período que oscila 
entre 2 y 5 meses* 10 cultivos de células de carcinomas no son 
sometidos a un sub-eultivo, y son luego utilizados para producir 
C1 IAC durante cerca de 2 mesen*



51

La C1 IA(> desprovista de célalas es recogida aproximadamente 
una ves a la semana, y liberada alternativamente en un medio IÍEK 
conteniendo \% do suero de vaca fetal inactivado y en un medio 

1585 amino ácido ftPMI. se pueden de este modo efectuar 4 recolecciones 
al mes a partir de un mismo cultivo de células#

En total, se efectúen 239 aitlemientoe de 01 IAC, Entre es­
tos aislamientos, se efectúan 37 a partir de líquido pleural y de 
asoitis desprovistos de células#

1590 se efectúan 101 aislamientos a partir del medio v m  conte­
niendo 15# de suero de vaca fetal inactivado y 97 aislamientos 
a partir del medio RP»I« Sobre cada uno de los cultivos de célu­
las de carcinoma, se alela la C1 IAC entre 2 y 14 veces» Esto ha­
ce un promedio de 5,4 operaciones de aislamiento por cultivo ce- 

1595 lular. Durante el período de crecimiento en el medio HHSX, el de­
sarrollo celular se va disminuido, mientras que durante si pe­
ríodo de crecimiento en «OL medio HEK conteniendo di suero de vaca 
fetal inactivado, las células recuperan su ciclo de crecimiento 
normal in vi tro. En varios cultivos celulares es necesario dejar 

1600 que el cultivo celular se desarrolle más, entes de reutilizar él 
medio HBTX. se mantiene una cantidad óptima Ae células en un cul­
tivo de cerca de 2X105 células por fraseo Roux. Se controla con­
tinuadamente los cultivos celulares para examinar el desarrollo 
de los distintos tipos de células* Los tipos de células prove- 

1603 ni entes de la pleura y de la asoitis consisten en células de 
carcinomas, en fibroblastos y células mesoteliales* En frascos 
con crecimiento colonial de células de carcinomas, no se hace 
difícil establecer una cantidad aproximada de estas células, sin 

- embargo en lo» cultivos celulares de crecimiento relativamente
1610 difuso, es más dificil deteiwinar la cantidad aproximada de las

células de carcinomas. La cantidad de células produciendo la 
01 IAC está asociada a la cantidad de células revestidas de 
C1 IAC, tal como se encuentra por medio de la eltofotometría, a 
partir de líneas de cultivos celulares idénticos»

1615 so utiliza un total de 37 paciente» en calidad de donantes»
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la edad de los pacientes está Comprendida entre les 33 y los 80 
años* Hay 34 hembras y 3 varones* los 37 pacientes son tratados 
en ©1 hospital m  el cual se les eliminan los líquidos pleurales 
y aseitis* Todos los enfermos presentan carcinomas muy avanzados 

1620 de varice orígenes. Todos ellos ya han sido sometidos, durante su 
enfermedad a de 1 a 3 tratamientos por radiación» Todos loe enfer­
mos fueron tratados con citostáticos y cortioons o prednieona* 25 
pacientes son tratados con cortlsona o prednisona durante el pe­
ríodo en que han servido de donantes.

1625 Cultivos testigo de células humana^ -
Trasudados pleurales y aseitis provenientes de pacientes 

que sufren de enfermedad no neoplástica sirven de fuente de cé­
lulas no malignas* Bata forma de fuente de células para un culti­
vo in vitro ha probado ser una fuente suficiente, la fijación al 

1630 frasco Peleón es suficiente, sin embargo se hace más difícil so­
bre los frascos de cristal del tipo Home. la experiencia muestra 
que hace falta un período más largo de tiempo para obtener una 
cantidad suficiente de células para la producción de proteínas, 
comparables a aquellas que se obtienen en un cultivo de células 

1635 malignas, lío se obtiene ningán desarrollo colonial} todos los 
cultivos de células se desarrollen de modo difuco*

las células que hemos encontrado sobre los frascos son fi­
broblastos y células mesoteliales*. Ha total, se hacen 28 aisla­
mientos testigo de proteínas para detectar una proteína parecida 

1640 a la C1 IA o a la el XAG*
Al igual que para los cultivos do células de carcinomas, se 

recoge la proteína desprovista de células aproximadamente una 
vez a la semana, y se de^a alternativamente en un medio MUI con­
teniendo 15f» de suero de vaca fetal inactivado y en un medio áei- 

1645 do amino V£P331. Además ae examinan cultivos celulares testigo, por 
inmunofluor esc sacia y eitofotometría para buscar la presencia de 
depósito de inactivador C1, como indicaremos más adelante, 

Citofotometría por inmunofiuorescencia -
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medidas citofotométrieas sen efectuada# sobre 36 culti- 
1650 vos celulares primarios proveniente» de pacientes portadores de 

carcinoma» y sobre 10 cultivos de ©Unía» de control provenien­
tes de línea» celulares no malicias.

se utiliza un total de 25 cultivo» secúndanos provenientes 
de líneas celulares de carcinomas para realizar las medida'’ cito- 

1655 fotométricas, a fin de establecer la capa de C1 iác sobre las
líneas de células de carcinomas aub-eultivadas. La capa de C1 IAC 
está asociada a una membrana, tal y como 1o muestran las fotos 
de ©Huías presentando una Inmunofluor ese «acia positiva,

Entre las líneas de células primarias do carcinomas, un 
1660 promedio del 51*3$ de células muestra una inmunofluor eso ene ia 

específica con el anti-C1 IA-PITC, tal como ss mide por citofo- 
tometrfa. Las distribuciones medias de medidas de inmunofluores- 
cencia sobre cultivos de célula» de carcinomas vienen indicadas 
en la Figura 19. se estima que los valores inferiores a 40 u,p* 

1665 corresponden a señales no específicas,
tía promedio del 5 8 , de las células proven!entes de las 

líneas de células sub-cultivadas muestra una inmunofluorescenoia 
específica. Cuando se comparan las células de carcinomas cultivad* 
de forma primaria con las lincas de cultivo sub-cultivadas, la 

1670 cantidad de células que presentan un depósito de C1 IAC varía do 
un modo significativo.

En alguna» de las líneas de células sub-cultivadas, la can­
tidad de células cubiertas de 01 IAC e» superior a aquella que 
encontramos «a su cultivo de origen.

1675 Cuando se efectda una inmunofluorsscsacia específica de
control, como la que realizamos con prosaturación del cultivo 
celular con anti-01 IA no marcado, seguida de una incubación con 
anti~C1 IA-PISC y anti-C1 tA-FIfü neutralizado (con C1 IA puri­
ficado) , no verificamos valores que excedieran, de la línea de 

1680 separación, y por lo tanto no encontramos una tínica célula que 
mostrara una inmuno fluorescencia específica, Los Cultivos de cé­
lulas de control (células no malignas), examinadas por citofoto-
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me tría, no presentan ainada capa Se inactlvador fie Oí. Dos valo­
res determinados respecto a estas células son todos inferiores a 

1685 40 u*p. Los valores de loe cultivos do células de control son
distribuidos en bruto como los valores obtenidos m  el control 
de la especificidad de la inmunofluoresceacia. La regularidad 
de los resultados obtenidos con los cultivos de células de con­
trol es de por lo menos un 63'}' , y es de por lo menos un 90< con 

1690 los cultivos de células malignas. La diferencia significativa
es inferior a 0,002 (prueba exacta de Fischer) .Medios fie control 
0BÍ conteniendo 15$ de suero de vaca fetal inactivado y medio» 
de Control HPMI (que no son utilizados para el cultivo celular) 
son sometidos a una inmunos!ectroforesis antes y después de una 

1695 elución sobro Lowex. Los medios estudiados no revelan la presen­
cia de líneas de precipitación frente al sntisuero anti-CI XA hu­
mano de conejo. Las dnicas lateas de precipitación detectadas son 
obtenidas frente al antieusro de albúmina antihumana proveniente 
dél conejo* Estas experiencias testigo prueban pul» que los me- 

1700 dios utilizados para realizar el cultivo fie células no contienen 
proteínas capaces de reaccionar con el onti-01 XA Entes de ser 
utilizadas para el cultivo de células.

L o a  m e d io s  K M  y  l o s  m e d io s  E P M I  r e c o g i d o s  a  p a r t i r  d e  l í ­

n e a s  d e  c é l u l a s  n o  m a l i g n a s  y  s o m e t i d o s  a  u n a  i n m u n o o l o c t r o f o r e -  

1705 s i s ,  n o  r e v e l a n  n i n g u n a  l í n e a  d e  p r e c i p i t a c i ó n  m  p r e s e n c i a  d e  

a n t i c u a r e  a n t i - 0 1  x a  hum ano d e l  c o n e j o .

En la prueba de iemunodifusión Ouchterlony, no existen nin- 
" gunas líneas de precipitación m  presencia de antisuero C1 XA hu~ 

■'»- mano proveniente del conejo,
1710 Pe ello resulta que los cultivos testigo de células no ma­

lignas no liberan una cantidad ¿ot-estable de 01 XA en los me­
dios» cuando la detección es efectuada por inmuno electro foresis 
e inmunodifusión,
- PURIFICACION DE LA C1 IAC/C1 PBÜVMIER2B DE FLUIDO PLEURA!/

1715 ASGIiPIS CANCEROSOS
S e  c e n t r i f u g a  m e d i a n t e  l a  t é c n i c a  d e s c r i t a  a n t e r i o r m e n t e  en 

e l  a p a r t a d o  " p r e p a r a c i ó n  d e  l a  Ct I A C " ,  a d i d o  p l e u r a l  o  e s c í t i c o
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procedente de enfermos» afectados» de na cáncer con metástasis en 
la pleura y/o ascitis, y se transfiera al precipitado hacia cul­
tivos de e¿lulas cancerosas, como se describe más arriba, se deja 
coagular espontáneamente durante 2 horas a temperatura ambiente 
el líquido aupenlatante, evcntualmente después de un almacena­
miento a -208 c. (véase más arriba), seguidamente, se deja repo­
sar duante toda una noche «n un refrigerador para obtener una 
coagulación espontánea completa. Se contri fuga de nuevo el líqui­
do sup ©matante a fin de eliminar la fibrina y se congela a -208 
C. hasta la próxima fase de purificación,

Se mezclan 2 mi de fluido pleural/ascítico tratado de este 
modo con 2,5 g de cambiador de aniones séphadex A5Q DEA*) que fuá 
precatentado a 1008 c. durante 30 minutos y después enfriado a 
temperatura ambiente, so agita la mésela a 8s c ,  durante 1 hora, 
Seguidamente, as soloca la mezcla en una columna y se lavo con 
5 veces 40 mi de UaCl o , 15 &! estableciendo una aspiración en la 
parto inferior de la columna. la materia protelnica G1 IAC/C1 IA 
es absorbida en el candador de iones. Se lava la materia cambia­
dora de iones, en la columna, con 20 mi de Nafll, 2 15, y citrato 
trisódico, 0,01 K, píl 7,0,

KL ditimo eluato conteniendo C1 IAG/C1 IA so mezcla con sul­
fato de ámenlo saturado (pH ajustado a 7,0 con HaQH hasta obtener 
una saturación d d  50;’. a 8® G, en una hora* Seguidamente, se 
efectúa una cmtrifugaciÓn (10 minutos a 3000r,p,m, a temperatura 
ambiente)} después se añado al líquido sup ©matante sulfato do 
amonio (como se indicó antes a un pH de 7,0), hasta obtener una 
saturación del 65'ú a 8fl C, en una hora, he nuevo, se efectúa una 
centrifugación (10 minutos a 3000 r,p,m. a temperatura ambiente), 
seguidamente se efectúa el diálisis del precipitado conteniendo 
el C1 IAC/C1 IA durante 16 horas en presencia de agua destilada 
de 4 a 68 C, y después se vuelve a disolver en NaOl 0,15 is. 3o 
liofiliza la solución, bien por una liofilizaciÓn en coquilla, o 
bien por una liofilización bajo vacío con calefacción exterior, 
tal coso so describe en el apartado con el título "Preparación
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do la C1 IAC".
El producto# que a partir de ahora llamaremos "01 IAC/C1 IA 

DEAE séphadex A 50", QBtá listo para ser utilizado en vacunas, o 
en meada con el producto G1 IAC/G1 XA, ^  zn c¡ y  orosomu- 
eoide, o solo, para la preparación de antisuero para ser usado en 
diagnósticos»
- PURIFICACION DE LA C1 IA/C1 IAC CONTENIENDO OROSOMÜCOIDE,
^  gHS GLICOÍROTEINA y Zn GLICOPKOmNA A PARTIR DE 

FLUIDO PLEURAX/ASCXTXS•
se centrifuga del modo que se describa arriba en el apartado 

"Preparación de la C1 IAC", fluido pleural o escítico procedente 
de enfermos portadores de cáncer con metástasis en la pleura y/o 
aaeitis y ge transplanta el precipitado hacia cultivos de células 
cancerosas como las que se han descrito más arriba* Se deja el 
líquido sup enlatante, evmtualrnente después de un almacenamiento 
a *200 0, coagular durante dos horas a temperatura ambiente» se 
saca el coágulo y se recentrifuga el fluido a 1200 r»p,m» a tem­
peratura ambiente durante 10 minutos» Después se relarga el 
fluido para hacer precipitar las proteínas contaminantes, esta­
bleciendo por ejemplo una saturación al 40$ con la ayuda de sul­
fato de ámenlo saturado a oa c. bajo agitación» En seguida, la 
continuación de las operaciones se efectúa de la misma forma y 
en las mismas condiciones que aquellas que se describen después 
del "relargage" descrito en el apartado arriba "Preparación del 
<21 IAC", eub-título "Aislamiento de la 01 IAC", utilizando una 
columna cambiadora de aniones de celulosa mrntnan DE-52 para la 
purificación final»

La Figura 14 ilustra un ejemplo de una inmuno electro foresig 
cruzada Preeman frente al suero sntiproteína humana entero» El 
"Pico 1" es obtenido antes del tratamiento del fluido pleural, 
mientras que el "Pico 2" es obtenido sobre una fracción rica en 
C1 IA + ot IAC procedente de una pasada sobre Dowex. Sobre la 
inmunoelectroforesis del "Pico 1", vemos que el pico que repre­
senta C1 IAC + C1 IA está relativamente elevado en relación a la
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mayoría da Xas otras proteínas (el pico muy «ato os sX de Xa 
albúmina), lo cuál indica el astado canceroso. En Xa parta del 
"Pico 2* podases también detectar picos correspondientes a la 
orosomueoide y a Xa ^  gHS glicoproteím, aunque este sea débil 
(Xa identidad de la proteína en cada uno de los picoa se deter­
mina de un modo seguro por inmunoelectroforesis erusada paralela 
frente al antisuero específico).

La Figura 20 muestra un ejemplo de una gráfica de primera 
elucida sobre Whatmaa 535-52. Xa aduana es una Pharmaeia K 26/70» 
Con un voldaen de lecho de 2,6 x 70 cm, equipada con una cono* 
sida de desagüe* El pico correspondiente al C1 IAC + C1 IA es 
el pico 6*

Xas fracciones ricas en C1 XA/C1 XAC y las tres otras pro­
teínas mencionadas arriba (cuya raturaleaa se determina por in­
muno olee troforesi a llamada de "husada” (rotíset) y Grabar -schei- 
deggor utilizando antisueros disponibles en el mercado frente a

la za ^  j glicoproteína y el orosomu- 
coide, y el anti-01 XA humano de conejo (un ejemplo de la inrau- 
noolcctroforeais de husada frente al antioroscmuooide viene ilus­
trado en la Figura 21), son reunidas, dializadas y liofilizadas 
como se describe más arriba*

SX producto resultante lo denominaremos "C1 IAC/C1 XA, ̂ gfís,
3a 3^ oroacm"» Este producto eatá listo para ser utilizado como 
agente inmunog&aioo en une vacuna que es adecuada para vacunacio­
nes de referencia (2* y 31 vacunaciones de los animales huéspe­
des), de preferencia en mezcla con otras proteínas descritas « l 
al presente trabajo*
- VAGUEACION PE ANIMALES HUESPEDES

Se pueden elegir vario» animales para vacunarlos con las 
vacunas conteniendo el producto que se describe arriba en cali­
dad de agente inmunogánieo para producir antisueros.

Hemos comprobado que los cerdos de la "Báñele Landraee" o 
de una mezcla de raza Yorkshire y de Deoisk Xondraoe y los came­

la <1 glls glicoproteíha,
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roe de la rapa "Jysk Hederace" y de la raza Oxford Pom facilitan 
la especificidad óptima de anticuerpos frente a las proteínas que 
describimos arriba*

Los cerdos son seleccionados a la edad de 4 meses} se les 
hace una primera vacunación subcutánea en un ledo del cuello, 
después se vigila su reacción a la vacunación* Cuando la reacción 
es correcta, los sitios de vacunación quedan hinchados y 000910-» 
nedaente ulcerados (como heridos), al igual que en una respuesta 
positiva a la vacunación contra la viruela*

Además, la determinación del contenido y la determinación 
de la XgG sobre el suero del cerdo, se hacen del siguiente modos

- Contenido de anti-ci lAs se somete un suero humano están­
dar teniendo una concentración conocida de C1 XA (30 mg/ml+10^) 
a una imuno el ectroforcéis de husada frente al 2$ ds enti-Cl xa 
humano de conejo (2 mg/ml) en el gál* Las husadas obtenidas de 
este modo se consideran standard y sirven ahora de referencia 
comparadas coa las husadas de inmunoelQCtroforeéis de suero huma­
no estándar frente a diluciones de antisuero de cerdo en gels* La 
dilución de antisuero de cerdo que proporciona la misma altura 
de husada que el gol conteniendo 2$ de enti-C1 xa humano de cone­
jo, contiene pues 2 rag/ml de anti-01 XA humano de cerdo, y multi­
plicando por el factor de corrección correspondiente a la dilu­
ción* se calcula el contenido de aati-01 XA humano de cerao*

- Contenido de anti-CI XACs ce sigue el mismo método, esta 
vea utilizando una solución estándar de C1 XAG séphadex G75 Su­
perfino en lugar d d  suero humano ©standar* se atribuye un con­
tenido de 2 mg/ml a una dilución de gel de suero de cerdo propor­
cionando la misma altura de husada que los &/■> de enti-ci ia de 
conejo y s© corrige el resultado para tener en cuenta la dilución*

- Xg&í La concentración media de IgG en el suero do cerdo
se determina por inmuno el ectroforesis de husada del modo que des­
cribimos arriba, con un gol conteniendo el 4$ ds anti—IgíJ humano 
de conejo*
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3 «emanas después de la primera vacunación, ge administra 
por vía subcutánea una dosis de llamada de vacuna del otro lado 
del cuello, se examinan seguidamente los cerdos y se estudia su 

183? suero del modo que ge ha descrito arriba.
Una segunda dosis de llamada se administra en el lomo* en 

parte por vía intramuscular profunda y en parte por vía subcu­
tánea» 4 semanas después de la primera vacunación de Hornada»
6 días después de la segunda vacunación de llamada se controlan 

1860 de nuevo los cerdos de acuerdo Con las indicaciones facilitadas • 
arriba y se les determina el contenido de anticuerpo sanguíneo 
y la especificidad* los valorea medios normales después de la 
segunda llamada son de cerca de 2 mg/ml de anti~C1 XA» 2 mg/ml 
de aati-ot Xag y alrededor de 1200 mg¿ de IgO.

1863 Pe 9 a 14 días después de la última vacunación» se degüe­
llan los cerdos después de una descarga eléctrica en un matadero 
sanitario como *& describe más adelante,

los cameros son vacunados en d  cuello del mismo modo que 
se indicó cuando tratamos de los cerdos. Betos animales pueden 

1870 servir de donantes por drernge y pueden ventajosamente volver 
a ser vacunados y volver a servir varias veces, los valores de 
contenido normal promedios» obtenidos en el carnero (determina­
dos de un modo análogo según los métodos descritos más arriba)» 
son de cerca de 1 mg/ral de anti~C1 x a» 3 mg/ml de anti-cn iac, 

1873 y de cerca de 1$00 »g¡í do XgS*
« Ejemplos de vacunas preferidas 
- Tipo 1
la primera vacunación se efectúa con una cantidad total de 20 mg 
de pro teína 01 IAC aglomerada + C1 IAC séphadex (575 Superfina» 

1880 disuelta en 1 mi de HaCl 0,13 M, y puesta m  forma de emulsión 
acuosa en aceite con un voldram igual de coadyuvante completo 
de Freund*

Para hacer la dosis de llamada» se mezclan 20 mg de pro­
teína C1 IAC agiera erada + C1 IAC Séphadex (573 Superfino» con
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SO mg de 01 XAC/C1 IA DEAS Sóphadex A50 y SO Bfí de 01 XAC/C1 XA»
, Za 3í2» oroaomucoide. Se pone la mezcla en suspensión en 

1 mi de laOl 0,15 K y sa lleva a la foíma de emulsión en agua en 
aceite con un volóme» igual de coadyuvante completo de Freund.

Este producto de llamada es adecuado como dosis de primera 
y segunda llamadas para los cerdos y los carneros*

- Tipo 2
La proteína 01 IAC aglutinada + 01 XAC Séphadex G75 Superfina 

se administra como producto de vacunación inicial a animales de 
producción del tipo del carnero o Cardo, utilizablen para la pre- 
paración de antlsuero a objeto de diagnóstico o de terapéutica.

La doeie de llamada está, constituida por C1 IAC/C1 XA DEA 
Séphadex A50 puesta en suspensión en 1 mi de KaCl 0,15 M* puesto 
bajo forma de emulsión agua en aceite con la ayuda de un volómen 
igual de coadyuvante completo de Freund. Esta vacuna puede servir 
para la dosis de llanada.

Se degüellan los cerdos del modo siguiente. Primero ee some­
ten a una descarga eléctrica, después de la cual se encuentran en 
un estado de inooeciencía y son sangrados por medio de tubos en 
forma de embudos hacia botellas de Pyrex estériles de 5 1 conte­
niendo 1 1 de citrato del tipo ACD como agente enticoagulante, 
serla posible emplear otros agentes antícoagulantes, por ejemplo 
la heparina, pero como la sangre del cerdo tiene una tendencia 
muy pronunciada a coagularse, preferimos utilizar el ACD* Después, 
se conserva la sangre en condiciones de baja temperatura, hasta 
el momento en que se utiliza*

En el momento del tratamiento de la sangre, ee hace la cen­
trifugación del plasma en una centrifugadora refrigerada MsE Mis­
tral 6L girando a 4000 r*p*m* El plasma es inmediatamente conge­
lado a -200 C. y se conserva a esta temperatura hasta el momento 
en el cual se efectúa el fraccionamiento en inmunoglobulina.
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Antee de efectuar el fraccionamiento de las immwoglobulin&a, 
el plasma del cerdo es filtrado de modo estéril, por ejemplo con 
la ayuda de un filtro Hillipore, cuya dimensión de poro disminuye 
hasta 0,22 u,

1920 Como método para la preparación de irmrunoglobulina que con­
tenga IGP, o inmunoglobullna que contenga Cualquier otra de lae 
diversas imunoglobulinag se requieran diversos principios como 
precipitado de (RH^)2 sify, precipitado de Bivencí»

Para la preparación de lnmuaoglobulinaa con la especificidad 
1925 deseada contra los tipos de cuatí genos áesoritos y sin agregación 

de inmunoglobulinas, deben seleccionarse loe métodos, a fin de 
obtener los óptimos resultados y una concentración adecuada de 
iDJimno gl obul ina,
- SISÍCBTAS DIAGNOSTICOS

1930 Para obtener un cisterna de diagnóstico útil y seguro que permita 
establecer un diagnóstico diferencial entre enfermedades malignas 
y no malignas y seguir la evolución de una enfermedad maligna, al 
mismo tiempo respecto a estado no tratado y en función de diferen­
tes tratamientos y durante el período de postratamiento (esta i5l- 

1935 tima para saber si existe una recaída del cáncer), un sistema 
diagnóstico de acuerdo con la presente invención es preferente­
mente un sistema con los siguientes requisitos *

1» incluya el snti~C1 IAC húmido o su producto de modifica­
ción o derivado activo bajo el punto de vista inmuaológico,yestá 

1940 concebido y utilizado de tal modo que la reacción inmunológica 
con la C1 IAC en una muestra es fácilmente distinguible de toda 
respuesta ala C1 Ia «a la muestra. Esto es una necesidad funda­
mental que debe verificarse en todos lo» sistemas diagnósticos 
de acuerdo con la invención,, en la medida en que es la presencia 

1945 de la <31 IAC en la muestra procedente del paciente que indica 
sin ambigüedad que el enísimo sufre de un cáncer,

2a da una indicación del nivel total de C1 inactivador 
(01 IA ♦ C1 IAC) en la muestra, y
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3® da una indicación del nivel de C4 en la muestra*
Al igual que hemos explicado arriba, los niveles de suero 

de inactivador C1 (C1 IÁ + C1 IAC) y C4 constituyen indieadiones 
útiles respecto a la evolución de cáncer probado y la evolución 
en el curso del período de postratsmiento» y además, un elevado ni 
vel de inactiva&or C1 muestra la presencia de un cáncer, véase la 
figura 2. Sin embargo, la presencia de una tasa elevada de inao- 
tivador C1 no constituye una prueba concluyente de una enfermedad 
cancerosas, porque, del mismo modo cientas afeociones víricas pue­
den provocar una fuerte elevación de los niveles de inaetivador 
C1, que, además, pueden ser acompañados por niveles de C4 elevados 
En el caso de dichas enfermedades por virus no malignos, el nivel 
de inactivador C1, aunque elevado, no incluiría C1 IAC, por tentó 
es un sistema de diagnóstico que suministra una distinción segura 
entre tales enfermedades no malignas y el cáncer, al mostrar de 
modo selectivo la presencia de C1 IAC en la muestra.

la Figura 4 ilustra un sistema diagnóstico preferido de 
acuerdo con la invención susceptible de cumplir las tres condi­
ciones anteriores. El sistema incluye una placa de vidrio u otro 
soporte adecuado 1 sobre el cual se colocan tres secciones de 
capas de gel (2, 3 y 4) con distintos antisueros. En las capas 
de gel, sé efectúan agujeros 5 con el porta objetos o con la ayu­
da de otra técnica adecuada. En la sección 2 de gel, se incorpora 
una substancia conteniendo anti-C1 IAC humano. Esta substancia 
puede ser un suero oligoespecífico que sea sensible, al mismo 
tiempo a la C1 IAC y a la 01 IA, pero que las distinga (por ejem­
plo, un suero preparado a partir de oamero utilizando una vacuna 
de tipo 2 como aquella que se describe en el apartado "Vacunación 
de los Animales Huéspedes” 5j en este oaso, una muestra de suero 
procedente de un donante con buena salud o de un enfermo qué su­
fra de una enfermedad no maligna, solamente dará lugar a un ani­
llo de precipitación, mientras que un suero procedente de enfer­
mos cancerosos proporcionará dos anillos ¿e precipitación.



Es preferible, no obstante, que la materia conteniendo el 
anti-Ct IAC humano incorporado m  el gol de la sección 2, sea 
una materia anti-01 IAC humano monoespecífico, por ejemplo pre-

1989 parada por la absorción de anticuerpos frente e. cualquier otra 
protefna del suero humano a partir de una materia conteniendo 
anti-01 IAC humano por incubación con el suero global procedente 
de donantes en perfecta salud, seguida de una separación como la 
que describimos abajo»

1990 Sn el caso en que la sección 2 incluya una tal substancia 
monoeñpecifica en 01 IAC humano, la reacción a una muestra de 
suero de enfermo canceroso en la sección 2 será un anillo simple 
alrededor del orificio en el cual la muestra fuá aplicada, mien­
tras que con un donante de buena salud, o que sufra de una enfer-

1999 medad no maligna» se verificará una ausencia total de anillos de 
precipitación alrededor del orificio en el cual se aplicó la 
muestra, se considera que esta es la reaociÓn más característica 
y la menos ambigtta que se puede obtener, En la figura 4 "PS INAtt 
indica una tal materia conteniendo onti-01 IAC humano monoespeeí-

2000 fico, preparado por absorción a partir de un entisuero producido 
en el carnero.

En la sección 3, una materia conteniendo enti-C4 humano es­
tá incorporada en. el gel, por ejemplo un antl~C4 humano de cone­
jo, industrial. En la sección 4, se incorpora m  el gel un ”inac-

2005 tirador C1ír antihumano? es por ejemplo el anti-Cl IA humano del 
conejo, el cual, como se lia descrito anteriormente, no es capa® 
de distinguir la C1 IAC de la C1 IA y que por lo tanto dá lugar 
a la precipitación con la totalidad de la 01 IA y con 01 IAC (si 
está presente) en la muestra de suero aplicada* Evidentemente que,

2010 en las secciones 3 y 4, igualmente la materia coa actividad irsnu- 
nológica presentando la reacción buscada puede ser una modificar» 
ción o un derivado del anticuerpo natural, con la condición de 
que presente las reacciones inmunolÓgicas, características con 
C4 y 01 IA, respectivamente, las secciones 3 y 4 sirven para cal- 

2019 eular cuantitativamente los niveles de C4 y de inactivador 01,

“  G 3  * *
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reepec tivsm ente.
Como ae puede ver en la Figura 4» la sangre que proviene de 

un donante de buena salud no da ningún anillo de precipitación en 
la sección fs ÜíA, mientras que se ven anillos de precipitación 
de diámetros relativamente pequeños en las secciones anti-C4 y 
anti-C1 IA, Correspondiendo a valores normales reducidos de C4 y 
C1 IA. 131 suero del enfermo Efl 1 da un anillo de precipitación 
m  la sección FS IHA, lo cual demuestra que el paciente sufre 
de un cáncer» En la sección snti-C4, el anel de precipitación 
presenta un gran diámetro e indica elevados niveles de 04 en el 
suero» y también se aprecia en la sección anti~01 IA un gran ani­
llo de precipitación que muestra que la tasa de inactivador C1 
(C1 XA + C1 XAC) en el suero del paciente es elevada. El suero 
del paciente lía 2 proporciona grandes anillos de precipitación 
fea las secciones anti-C4 y anti-c 1 IA» y en cambio no proporcio­
na ningún anillo de precipitación m  la sección F3 ISA. Esto 
muestra que el paciente no sufre de un cáncer» sino que presenta 
niveles de inactivador Ct y de C4 anormalmente elevados, lo cual 
puede ser debido, por ejemplo, a una infección vírica.

se prepara del modo siguiente un sistema diagnóstico prefe­
rido del tipo ilustrado por la Figura 4: se calienta de agaro­
sa en tampón diemal, pli 8,6 basta que se encuentre fluida (otros 
gala, como el agar y otros tampones pueden también ser utilizados, 
pero la asociación indicada en el presente proporciona excelentes 
resultados), seguidamente se enfría el gel a 458 C. y se le añade 
el antisuero* Un antisuero adecuado para la sección anti-C4 está 
compuesto por el aati-G4 humano de conejo empleado preferentemen­
te en la proporción del 1$. Para la sección enti-C 1 xa, el anti- 
CJ1 IA humano de conejo proporciona excelentes resultados cuando 
se utiliza una cantidad preferentemente del 1$, Para la sección 
enti-C 1 IAC, la materia preferida (dando un anillo de precipita­
ción únicamente en el caso de cáncer) es el anti-C 1 iac humano 
de carnero (absorbido si es necesario), añadido en la proporción
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del 0,237;' (la preparación del anti-C1 XAO humano da oamero 
(absorbido) viena descrita detalladamente más adelante).

Cuando se haya añadido el anticuerpo o el antisuero, se 
echa cada porción distinta de gel segán la configuración deseada 
on el soporte, después dejamos que el gel se solidifique a tem­
peratura ambiente. Cuando el gel esté sólido* se practican agu­
jeros en la cantidad y de acuerdo coa un modelo buscado, por 
ejemplo como el que se muestra en el di seno, y se marcan las 
secciones de gel de modo apropiado, si se desea. Se embalan co­
rrectamente los sistemas diagnósticos y as loa provee de un modo 
de empleo acompañado de fotografías indicando las respuestas car- 
ractcríeticas» así como curvas de graduación ©standar permitien­
do determinar el nivel en el suero de 04 y de inactivador C1 a 
partir del diámetro del anillo de precipitación formado.

Naturalmente que se pueden efectuar varias modificaciones 
al proyecto y a la técnica arriba mencionados. Por ejemplo, se 
puede poner cada uno de los gels sobre un soporte separado, y 
se pueden utilizar varios otros modelos además del que viene in­
dicado en el diseño, se trata de modificaciones insignificantes 
y obvias para el experto* Asimismo, se pueden utilizar otros so­
portes que no sean el gel descrito más arriba, sin embargo, la 
puesta on práctica que describimos arriba permite obtener resul­
tados excelentes y sin ambigüedad sm la práctica.

se prepara el anti-C1 IAC humano del camero (absorbido), 
utilizado en la técnica arriba indicada, del modo siguiente: se 
añaden a 10 mi do anti~C1 IAC humano de camero, preparado tal 
y como se describe en el apartado "Vacunación de los Animales 
Huéspedes", (coa la ayuda de la vacua» del tipo 2) y teniendo 
una concentración de irmuiogl obulina de 1500 «$' de IgO y un 
contenido en anticuerpo específico de 3 mg/3 mi, se' añaden 400 
microlitros de suero de dónente humano (el cual evidentemente 
no fué inactivado en caliente)} se incuba la mezcla a 37Q C* du­
rante 30 minutos, seguidamente, es afectáa una centrifugación a
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lOQQ r.p.m, y se incuba «a líquido supernatante a P  C. y ge vuel­
va a centrifugar de nueva* El líquido aup amatante procedente de 
la última centrifugación sirve de anti-01 XAC humano del camero 
(absorbido),

-  B E S B IiO Q U E O  E K T R A C O K P O R A X  IT S E S B M A S C A R A M IW O  D E L  S U ER O  

L E  U N  C A N G ER O S O

En una central de desbloqueo utilícenlo anticuerpos IRA 
inmovilizados, se eliminan las proteínas bloqueantes y de des en­
mascaramiento del suero de un canceroso por una inmunoadherencia 
a los anticuerpos. Le acuerdo con los aspectos preferidos de la 
presente invención, los anticuerpos inmovilizadoe incluyen gene­
ralmente por lo menos anticuerpos frente a la C1 XAC, eventual­
mente también frente a C1 1A y preferentemente igualmente anti­
cuerpos frente a la orooomucoide, a la ^ gKS gliooproteína y a 
la Zn 3> j gliooproteína. Aunque se pueda, de acuerdo con la inven­
ción, utilizar en calidad de anticuerpo inmovilizado frente a la 
01 IAC y a la Oí XA, un anticuerpo que no las distinga, como es 
él caso del anti-CI xa humano de conejo, preferimos de un modo 
muy especial poner en práctica los anticuerpos específicos fren­
te a la G1 XAC y G1 XA preparados del «odo descrito en la presen­
te y sobre animales huéspedes, de los cuales sabemos que el sue­
ro es mejor tolerado por los seres humanos, y hasta el momento 
no exiete ninguna prueba de que el uso simultáneo de anticuerpos

gliooproteína y a la Zn^ ^
gliooproteína no sea ventajoso; es por este motivo que preferimos 
utilizar un IRA en el tratamiento extrecorporal del suero de un 
canceroso, que presenta la misma composición en anticuerpo que 
el IRA preferido utilizado para la administración por vía intra­
venosa*

ge preparan de preferencia anticuerpos inmovilizados en 
matriz segó» la presente invención con la ayuda de CRBr-sépharose 
4B, procedente de Pharmacia* Esta substancia viene descrita en la

frente a la orosomueoide, a la ̂  _HS
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publieaoión "Affinity Chrcmatography, Principie» ana Ifethods", 
publicada por Phamnacia Fine Ohasicals, Uppsala, succión, octubre 
1914, m  especial <m las Páginas 8*15 y 57*58» Evidentemente que 
se pueden utUisar otras substancias matrloee que peraitan lamo* 
vilisar correctamente los anticuerpos sin dallar eu actividad y 
que presenten buenas propiedades de elucida. Panos ahora un eje»* 
pío de inmovilización de INA por asociación a la CNBr-sépharos» 
4B y de desbloqueo y desenmasoaraiento d d  suero de un enfermo 
poseedor de cáncer*

se preparan 30 mg de XtfA liofiliaado y puesto en euspensidn, 
preparado sobra un cardo con la ayuda da una -vacuna del tipo 1 da 
acuerdo con el modo descrito en el apartado "Vacunación de los 
Animales Huéspedes"; se aplica asta IHA a la CjíBr-sépharoae 4B da 
acuerdo con la técnica de la publicación indicada en el párrafo 
anterior*

la matrix activada por la INA que se obtiene de este modo 
se coloca en una columna Phaimacia ¡C 15/25# Se equilibra la co­
lumna con una solución tarapón frie/HCl (0,2^ pH 8) conteniendo 
0,5 M da IfaCl*

Se envían en sata columna 10 mi de suero procedente de un 
canceroso y se efectúa la elución con tampón Trle/HCl o, 2 M, pH 
8,0 y conteniendo 0,5 M de NaCl. se controlan las fracciones 
aluidas por vía aspectrofotométrioa y se recogen las fraccionas 
conteniendo las proteínas, la identificación y la determinación 
cuantitativa de la relación C1 IAC/C1 IA son efectuadas por una 
inmunoeleetroforesis de tipo "husada" segdn laurell sobre el sue­
ro canceroso antes del tratamiento en la ooluena y sobre los 
fracciones eiuidss.

se ha comprobado que el contenido inicial de inactivador de 
C1 (01 IAC / C1 IA) ee de 60 mg$ en el suero Inicial y desciende 
a un valor de 15 a 20 mg$ después del tratamiento, (Se efectúan 
los cálculos en las fracciones contenidas en el efluente de Tris, 
pero se hace una corrección para tener en cuenta lo dilución) *

-  67 ~
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Después de Xa elución, m  prepara Xa columna para una nueva 
prueba mediante elución con una solución de glicina/HCl (o ,2 M, 
pH 2,8) conteniendo 0,5 & de laCl, y después haciendo pasar una 
solución salina isotópica y equilibrando con tampón 'Tris/HCl o,2 
M (pH 8,0) conteniendo 0,5 M de HaCl.

Tfea. Xa terapia práctica del cáncer empleando el desbloqueo 
extracorporal con la ayuda de anticuerpo IDA inmovilizados, se 
efectúa ventajosamente el tratamiento del suero del paciente en 
una central a Xa que se envía el plasma del enfermo canceroso 
después de la plasmafcrasis del paciente, la Figura 22 muestra 
una unidad o central de desbloqueo de acuerdo can la invención.
En esta figura 22, un saco 1 contiene el plasma del paciente con 
eitrato (plasma ACD)j se vaofa en un depósito de recalcificación 
2 en el cual la recalcificación es efectuada a 37& C. durante 30 
minutos* El suero atraviesa un filtro 3 que retiene el coágulo 
de fibrina y pasa por el conducto 4 hasta la columna 5 refrigera* 
da a 8fi C. por medio de un envolvente refrigerante, Da columna 
contiene d  IDA inmovilizado en una matriz, por ejemplo el IDA 
aplicado sobre una CHBr-sépharose 4B cargada de IDA d d  modo que 
describimos más arriba. Ya hemos añadido a Xa columna antibióti­
cos en Xa cantidad adecuada, se calcula la dimensión de la columna 
y la carga de IDA de tal modo que la columna contenga un exceso 
de anticuerpos inmovilizados en relación al Contenido en antíge- 
noa correspondientes mi 01 suero*

Da elución de la columna se efectúa con la ayuda de tampón 
Tris/HCl o,2 M (pH 8,0) conteniendo 0,5 H de NaCl, tal como se 
describe más arriba; el duato atraviesa una cubeta 6 y va hacia 
un depósito 7, se estudia el síuato atravesando la cubeta 6 par 
medio de un espectrofotómetro 8 asociado a un aparato de registro 
9, Cuando el exámen espsctrofotojnótrioo indiea que todas las pro­
teínas del guaro están eluida3, se tabea el eluato del depósito 
7 por medio de una bomba 10 y se le envía hacia un dialisador 
bajo presión 11, por ejemplo una unidad funcionando según el prin-
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2180 cipio del riada# El suero que sale del dlalizador de presión 11 
pesa por tai conducto 12 provisto de una válvula 11 que penalte 
sacar una muestra y va lucia un filtro estéril 14| se la recoge 
ea este lugar «t una bolea estéril 15 para volver a Inyectársela 
al enfermo, se estudian las muestras sacadas por la válvula 13 

2185 para determinar el contenido en C1 íac/ci XA y orosomucoide,
^  2a3 ^iic°Prote;̂ la y 2a ^  gticoproteína, por inmuno electro** 

foresis y el contenido ea impurezas por medio de técnicas adecua­
das como por ejemplo» la cromatografía en fase gaseosa para el 
c H B r. se pueden asimismo efectuar otros análisis de control si- 

2190 aliar en otras fase», como por ejemplo una cromatografía en fase 
gaseosa anteo do dializar bajo presida* Es preferible efeotuur 
todas las manipulaciones sobre el suero antes del filtro estéril, 
siendo las tínicas operaciones efectuadas después del filtro esté­
ril el control de esterilidad y la determinación del contenido 

2195 de pirogeno* Después del paso del suero» se regenera la columna 
5 con gliolne/KCl y «e equilibra con el tamptía Sris. El eluato 
procedente del tratamiento gUoina/HCl y la puesta en equilibrio 
es evacuado, por ejemplo por «1 conducto 16.

So efectúan vanos exámenes relacionados con el desbloqueo* 
2200 Por ejemplo, se controla la esterilidad y se determina el conte­

nido «n pirígeno del plasma cuando este llega a la central, y se 
detonaina el contenido en fibrina y en productos de escisién de 
la fibrina en el paciente* Igualmente se comprueban los niveles 
de C4 y de inactivador de C1 en el suero en muestras sacadas del 

2205 enferme y se designan los linfocitos para los tipos B, T y o. A 
parte de esto» se efectúan las pruebas estándar de laboratorio, 
del mismo modo que m  el tratamiento Con los oitostáticos* 

x Ba muy Importante determinar «n el paciente el factor de
coagulación» en la medida en que una parte de los productos de 

2210 coagulación es eliminada en la conversión de plasma en suero. No 
obstante, les cancerosos presentan coa frecuencia niveles impor­
tantes de fibrina, si ello es necesario» el factor de coagulación 
es administrado al enfermo, por ejemplo por infusión de plasma
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donante o m  forma de Iysofibrine (ITovo) •
2213 La presente invención ee baga en el descubrimiento de que

en las pruebas de precipitación inmunológic& en los sueros de los 
pacientes empleando por ejampio aatimisro de oveja (?s IKA) pre­
parado tal como se ha indicado más arriba, o preparado segdn la 
pequeña modificación descrita más abajo, algunas muestras de srue- 

2220 ro presenten además de la precipitación propia de 01 IAC, una
precipitación marcadamente distinta del precipitado de 01 IAC, y 
que en una inmuno el ectroforesls del modo descrito arriba, emplean­
do, después de hacer girar el campo eléctrico 90», primero una 
muestra de gel de agarosa que contiene antl-C1 IA humano de cone- 

2225 jo, e inmediatamente (situado detrás del antt-ci 1a humano de
conejo) un gel que contiene anti-01 IAC/01 IA humano de cerdo, usa 
precipitado distinto se desarrolla en el gol que contime anti­
suero de cerdo, lo cual indica que está presente una nueva pro­
teína junto con el C1 IAC/C1 IA m  la muestra pero no habrá pre- 

2230 cipitado por el anti-ci JA humano de Conejo.
Estos hallazgos indican la existencia de un antígeno que ba­

jo ciertas circunstancias parece acompañar a C1 IAC, y que deno­
minamos CAAC (complejo antígeno asociado al cáncer). Una de las 
diferencias fácilmente aprepiables entre C1 IAC y CAAC está en 

2235 que mientras que 01 IAC pierde sus propiedades inmunológicas (su 
habilidad para precipitar con sus anticuerpos en las pruebas' in- 
munolÓgicas) al ser tratada térmicamente (56S C. durante 30 minu­
tos), CMC retiene su habilidad de precipitar con el anticuerpo 
incluso después de ser Calentado a SOQ 0* durante 30 minutos*

2240 Actualmente ge han comprobado los siguientes datos referen­
tes, a CMC*

1) Eleetroforesis en gol de agarosa*
En una eleetroforesis m  gel de a g a r o s a ,  ia posición del pre­

cipitado de CMC, queda totalmente dentro del área (/ • Ello indi- 
2245 ca que CMC muestra una carga eléctrica negativa relativamente

fuerte, y que no es una inmuno globulina (el precipitado de inmuno-



2250

2255

2260

2265

2270

2275

71

globulina está en el área [J aJ])% y que no es idéntico a C1 IAC/ 
01 XA» Cuyo precipitado se encuentra en el área j?2*

2) itamunoelac troforesin.
En la prueba de iamunoeleotroforesis* CAAC precipita con su 

correspondiente anticuerpo incluso después de un calentamiento 
previo a 608 &• durante 30 minutos, mientras (jue los precipitados 
de C1 IAU y C1 XA parece que desaparecen con un calentamiento al» 
rededor de 56° G. durante 30 minuto».

3) Ciclos de temperatura*
se ha comprobado que la resistencia de CAAC» respecto a 

C1 IAC es superior respecto a repetidos cioifs da congelación.
4) Ultra©entrifugacién preparatoria.
Kn la preparación por ultrac«ntrif ugaoión a 49 C. oon gravi­

tación de 173» 88o 0» CMC está presente en el supernatante, pero 
no se encuentra en la fracción de lipoproteína. Ello sucede en 
los diversos fluidos probados» como suero del paciente» plasma 
y fluido» pleurales o escíticos.

5) El tratamiento con neuraminldasa parece que anula la ha­
bilidad de CAAC para precipitar con su correspondiente anticuerpo.

CAAC retiene su habilidad da femar precipitado oon su corrag 
pendiente anticuerpo m  las pruebas intaunológious, después de ex­
posición a valores de pH dal orden de 7 -8,6.

El hecho de que se ha comprobado que CAAC da lugar a preci­
pitados en las pruebas inmunológicas indicadas demuestra que el 
antisuero empleado en los experimentos contenía anticuerpos capa­
ces de precipitar con CAAC. Ello indica que CMC tiene que haber 
estado presente en la vacuna originariamente Ministrada al ani­
mal huésped en cuestión para preparar el antisuero. Puede asegu­
rare e que se ha localizado CMC empleando antisuero preparado tal 
como se lia descrito antes empleando 01 XAC/C1 XA DEAS séphadex 
ASO, mientras que no es seguro sí las vacunas que no contienen es­
te material dan lugar a la formación de anticuerpos contra CAAC.
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Esto por mi parte indica que m  la preparación de C1 IAC/C1 IA 
DEAS séphadex A50, el CAAO sigue a C1 IAC/C1 IA m  los diversos 
procesos de carabios de iones y de separación de salee descritos 
en la sección "iFurifieación de C1 IAC/C1 IA a partir de fluidos 
pleurales o agcíticoa en. los pacientes de cáncer".

Dado que la vacuna arriba descrita, muy a menudo se ha pre­
parado empleando cultivos de células cancerosas y fluidos pleura­
les o escíticos de un reducido nffoero de pacientes» y como que 
todos loa antisueroB producidos empleando C1 IAC/G1 IA DEAE 
séphadex A50 como parte de la vacuna se ha comprobado que son 
capaces de dar el típico precipitado de CAAC (que incluso apare­
ce después de calentar la muestra a 609 C. durante 30 minutos) 
con muestras de suero de paciente que contienen CAAC, esto indi­
ca que CAAO se halla siempre presente ©a la vacuna, lo cual a 
su ves significa que CAAC está prácticamente presente en una pro­
porción significativa en el contenido de proteínas de fluidos 
pleurales y/o escíticos.

Como se ha indicado antea no todas las muestras de suero de 
pacientes cancerosos presentan contenido de CAAC, o por lo menos 
no todos los contenidos que pueden ser demostrados por los méto­
dos de pruebas inmunológicag conocidas hasta ahora, pero basándo­
nos en las conclusiones indicadas, parece ser que los fluidos de 
pacientes cancerosos tendrán con gran probabilidad elevada pro­
porción de CAAC. Esto hace probable que el tejido de pacientes 
de áreas o senas en que se han infiltrado células cancerosas, 
contienen CAAC. También puede indicar que cuanto más activo os 
el cáncer mayor cantidad d© CAAC se encuentra en el suero de pa­
cientes. ios hallazgos a que se ha llegado actualmente confirman 
que i en inraunodifusión comparativa de Kanslni un anillo de preci­
pitación CAAC do amplio diámetro, a menudo coincide con un esta­
dio activo de cáncer.

Basándonos en estos descubrimientos, puede decirse que CAAC 
os un antígeao asociado al cáncer y se estima que es una proteína
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o una sustancia muy similar a una proteina da taja antigenicidad 
en el alaterna Juliano CMC no os una iamunoglobulina» poro no pue­
de excluirse que CMC eea un antígemo que consista en una eombi- 

2315 nación do inmunoglobulina con una proteína o complejo de proteXha, 
como por ejemplo C1 £p. También es posible que CMC sea una sus­
tancia preo ensera de C1 XAC.

Como el tratamiento por calor (a 568 durante 30 minutos) de 
una vacuna preparada sin el contenido indicado de C1 1AC/C1 XA 

2320 DEAS sáphadex A50 dá lugar a un producto que no es capaz de dar 
ningán precipitado coa el antisuero preparado de cerdo u oveja» 
empleando vacunas que comprenden C1 XAC/Ct IA DEAE séphadex A50» 
mientras que el tratamiento por calor de tipos de vacuna que con­
tienen 01 IAC/C1 XA DEAS séphadex ASO dá lugar a un producto que 

2325 en cada caso individual parece capas de dar precipitado con anti­
suero preparado con una vacuna que no lia sido calentada quo con­
tiene C1 IAC/C1 IA 2EAE séphadex ASO, esto Constituye otro indi­
cativo de que es el C1 XAC/C1 XA DEAS Sáphadsx ASO parto de una 
vacuna que contieno una proporción significante de CMC y dá lu- 

2330 gar a la formación de anticuerpos contra CMC*
Para la preparación de un antisuero con especificidad contra 

CMC, per» no contra 0§ XAC/C1 XA» se ba previsto emplear una 
vacuna para su administración a los animólos huéspedes# que ha 
sido preparada con incorporación de C1 XAC/ct XA DEAE séphadex 

2335 ASO, pero que antes de ser administrada al animal huésped ha si­
do tratada a la temperatura y tiempos indicados, que como so sobo 
destruyen la propiedad de precipitar de C1 XAC/C1 XA, por ejemplo 
5Go 0. durante 30 minutos o bien 60» 0. durante 30 minutos. Di­
chos antisueroi! o anticuerpos coa especificidad, contra CMC 30- 

2340 rán valiosos materiales de diagnóstico y pueden ser empleados en 
varias pruebas descritos antes para los anticuerpos de C1 IAC. 
También so ha previsto que los anticuerpos con especificidad con­
tra CMC serán de utilidad en la terapia del cáncer de modo análo­
go a los anticuerpos C1 XAG descritos en la Patente Principal.
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la pequeña modificación indícala en el procedimiento de pre­
paración de antisuoroa y anticuerpos! objeto de este certificado 
de Adición y de la Patente Principal correspondiente, consiste en 
emplear como vacuna para los animales huéspedes una pro teína agre­
gada 01 IA0 + C1 IAC/C1 IA m m  Séphadex A50.

2350 Un Método de diagnóstico que actualmente se estima muy prác­
tico es una inmuno difusión Manzini comparativa.

El antisuero empleado para ello corresponde a "PS INAM prepa­
rado con la modificación de vacuna que ae ha indicado. El gel más 
adecuado es Lltex HSA 222, (por ejemplo 2$ m  un tampón diemal) 

2355 añadiendo bacteriostáticos, por ejemplo 0,1# de ácido de sodio.
Una dietancia óptima entre los orificios practicados en ai 

gel es 2 mm. entre las periferias de cada orificio, el diámetro de 
los orificios es de 5 mm.

El segundo Certificado de Adición relativo ai "PERFECCIONA- 
2360 SXENTOS EN EL OBJETO BE LA PATENTE PRINCIPAL M  451*109, por» ME­

TODO DE OBTENCION BE ANTXSUBEOS Y ANTICUERPOS PARA DIAGNOSTICO Y 
TRATAMIENTO BEL CANCER**, cuyo privilegio de explotación en Espa­
ña se solicita, deberá reunir las particularidades que se concre­
ten en las siguientes,

2365 R E I V I N D I C A C I O N  E S
1*.- ^PERFECCIONAMIENTOS EN EL OBJETO PE LA PATENTE PRINCIPAL 
m  451*109, por» METODO PE OBTENCION PE ANTISUEROS Y ANTICUERPOS 
PARA DIAGNOSTICO y TRATAMIENTO DEL CANCER”, caracterizados por 
el hecho de que m  pruebas de precipitación inmunológica de eue- 

2370 ros de pacientes cancerosos, tales como gel que contiene anti-C1 
XAC/Ct IA se produce un nuevo precipitado, que acompaña al C1 IAO 
y al que se designa como CAAC (complejo antígeao asociado al cán­
cer) el cual es una pro teína que sé diferencia de la C1 IAC por 
su facultad de precipitar con el anticuerpo incluso después de 

2375 ser calentado a 60a C. durante 30 minutos, y por poder estar ex­
puesto a pH del orden de 7 - 8,6.



2*.*- wpEBFECCIOÍÍAMIERfOS Eli EB OBJETO BE DA PATENTE PRINCIPAD 
lia 431.109, pon METODO BE OBTENCION BE ANTÍSUER03 Y ANTICUERI03 
PARA DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DEL CANCER", caraoterisadoa por 

238O «1 hecho de que para preparar anticuerpo» y antiaueros eepecífl­
eos de CAA0 se inmunisa a un antaal huésped oon una vacuna que 
oonprenda una cantidad suficiente de OAAC, empleando para ello 
01 IAD/C1 IA séphadex A50, inactivado por calentamiento a 36a c* 
durante 30 minutas, y después se recoge el suero del animal 1ñau- 

2385 sisado que oontione el enti OAA0 eepeoffioo.
3».- "PERFECCIONAMIENTOS EN El OBJETO DE DA PATENTE PRINCIPAD 
N« 431.109, porj METODO BE OBTENCION DE ANTISUEROS Y ANTICUERPOS 
PARA DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DEL CANCER-.- TS1 como se ha dea» 
orito y demostrado an loa dibujos adjuntoa.

Consta da setenta y einoo hojas foliadas y Mecanografiadas 
por una sola oara.

Barcelona a
P.A. de Dr« Kurt Baekgasrd QSTHER

D .  J u a n  B .  R e n t e r  R i d a u r a  

P . P .
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