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MEMORIA DESCRIPTIVA

Bl proscnte invento so refiero a w nétodo para
detectar melanomag y otros %umores del ounrporhumanc eva-
luanfo la inhibicidn de la adheroncla de los leucocitos
inducida por antfgonos, la cual es causada por una innuni-
dad celular tumoral cspccifica.

La inmunidad celular tumoral he sido demostrada
nodiante exporimentos realizados con tumorcs transplantodos
en ratas y ratones. Por ojemplo, Halliday y otros., Int. J.
Cancor, volumen 9, pidginas 477-483 (1972) prcpararon wna
prucba sencilla de inmunidad celular llamada Inhibicidn de
la Adhoroncis de Leucocitos (Leucocite Adhercnce Inhibition).
Dicha prueba se basa en la comprobacidn de que al adicionar
extractos tumorales se inhibe espeeificamente la adhesidn
al vidrio de los loucocitos peritoncales si &stos proceden
de ratones que han sido sensibilizados proviamenic contra
el tumor especifico. Holan y otros, Cellular Imnmunology, vo-
lumen 13, pdginas 107-116 (1974), utilizando tumores trans-
plantados en ratas, ratones y conejos de indias demostraron
tambidn que so producia el mismo fondmeno con células mocrd-
fagas. Grosser y otros, Cancer Research, volumen 35, pédginas
2571-2579 (1975) demostraron que ¢l cdncor do mame puede ser
detectado en las personas enfermas avaluando la inhibicidn
de la adheronciz de los leucocitos indueida por antigenos,
la cual es causada por wna inmunidad colular tumoral espe-
cifica. Se han llevado a cabo numerosas investigoaciones en-
camninadas a encontrar la forma de utilizar prineipios innu=-
nitarios con fines de diagndstico y posible curacidn dc di-

vorsos cdncercs humanos. ILa existeoncia de una reaccidn innu-
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nifaria al melanona naligno en el enfermo ha sido domost?ada
reciontemente por Iowis y otros, British Medical Journal, vo-
lumen 3, pdginas 547-552 (1969); Oren y otros, Clin. Exp.
Turwmol., volumen 9, pdginas 45-46 (1971); Cochren y otros,
Lancet, volumen 1, pdginas 1340-1341 (1972); do Vries y
dtros, Int. J. Cancer, volumen 9, pdginas 567~576 (1972);
Hellstron y otros, Int. J. Concer, volumen 11, péginas 280~
292 (1973); Hoppner y otros, Int..J. Cancor, volumen 11, pi~
ginos 245~-260 (1973) y Hollinshead y otros, Cancer, volumen
34, pdeinas 1235-1243 (1974). |

84 bien se han obtonido algunos buenos resultados
con nodelos animales con tumorcs transplantados, los métodos
inmunoldgicos para doscubrir melanomas malignos no han ser—
vido para proceder a oxdmencs on gran escala. BEs conocido en
genoral que en las primeras fascs de las enfermedades malig-
nas oxiston mocanismos inmunoldgicos de defensa, y so ha do-
nogtrado quo tales mocanismos de defensa actdan on las per-
sonag que padocon melanomas malignos, pero no s¢ han olabora~-
do métodos basados on dicho principio que sean apropiados
para roaligzar exdmenes en gran escala.

Io idoal seria que el cxamen para descubrir mola-~
nonas nalignos consistiese en un exanen sanguineo sencillo,
ocspecifico y reproducible y que dotectase la enfermcdad con
la suficionte prontitud para que la enfermecdad pudicse toda=-
via sor curada.

Hemos doscubiorte que el producto del mecanismo inm
nunoldgico de dofensa dol cuerpo humano contra los tumores
malignos, es decir, los carcinomas, sarcomas, melanonog, o¢tc.,

pucdo ser dotectado en un esgtadio lo suficiontocmonte tompra=
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no de la enfermedad para quec 8sta sea todavia curable., EL
método empleddo pera dotectar ¢l mecanismo inmunoldgico de
defensa congiste en wn exemen de sangre scncillo, espccifico
al tumor maligno, es decir, gl mélanoma, y da resultados
reprodudibies. Por '"melanoma maligno¥ se ontionde wn tumor
maligno congtituido por masas negras do células con una nar-
cada tendencla a la metdstasis.

El procddimiento segfn ¢l invento compronde la ro-
cogida de leucocitos de sangro venosa heparinizada del pa -
cionte, la suspensidn de una determinada cantided do louco-
citos en una solucidn tamponada seguida de la megzela de los
loucocitos con extractos dec tumoros malignos de melanoma, ¥
la utilizacidn do un control formado por extractos de tecjidos
de personzas que padcezecan do tumor benigno 4o mana, adenocar—
cinome de mama, diversas enfermedados boenignas o en las que
no se hayan detcetado tumores malignos. Despuds de aplicar
procodinientos de incubacidn apropiados, se cuenta el ntice-
ro do cblulas que no so adhiercn en cada caso a las parcdes
del tubo de cnsayo y se mide la inhibicidn de la adherencia
de los leucocitos como fndice do no adhercneia (INA). Este
dotornina la existencia o avgcneia do melanona maligno.

El Indice de no adhoronecia se caleuls mediantc la

fdrmula siguiento:

Porcontajo de células no Porcentaje de eédlulas no
adheridas en presencia de = adheridas eon presencia de
un_antfseno especifico antfsonos no espeeificos  » 100

Porcentaje de eélulas no adheridas en presencia de
w antigeno no especifico
Se rooogen los leucocitos y s¢ cucntan por nétodos

ya conocidos, por ejomplo, con el hemocitdmetro. La mucstra
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hoparinizada do sangre s¢ incuba a una temperatura de slro-
dodor do 37%C durantc 1 hora y so rccoge la fraceidn de plag
ma. Tal fraccidn os rica en leucocitos. Se separan stos por
centrifugacidn y se hacc wma sﬁspdnsi&n dq los mismos on una
solucidn tampdn isotdnica. Todos los oritrocitos rostantes
son objeto de lisis. A continuacidn se separan log loucoci-
tos modiante cantrifugacidén y sc suspondon en wn medio acuwo-
80 aproplado formando une concontracidn colular do 1 x 107/
nl.

Ios extractos tumoralos se preparan homogencigan—
do las muestras tumoralcs (o muestras do tejidos normales)
on suero fisioldgico temponado eon un pH 7,3, contrifugan-
do el homogonoado y recogicndo el flotanic que resulta. De
prefercncia, la solucidn tampdn es suero fisioldgico tampo-
nado con fosfato. Es noecsario que el pH sea bdsico pues
gl fucso doido destruiria la actividad dol antigono. Para
poder ser cmpleados on este examon, los extractos han de
estar diluidos con un mcdio acwso apropiado, preferente-—
nonte Modium 199 (Microbiological Associates, Betheasda,
Maryland). La dilucidn dptims para oste onsayo so obtiene
doterminando la concontracidn de antigono tumoral que pro=-
duce el mayor increcmonto entre la inhibicidn especifica y
no especifica de la adhorencia do los leoucocitos.

El extracto de tumor maligno de melanoma es el
naterial antigbénico que ocagiona la inﬁunidad por mecdiacidn
do células. los antigenos emploados para los controles no
espocificos quc se doscriben en la prescnte pucden detoe=
tarse tanbidn medianto ol procodimiento del invento utili-

zando los controles no espoeificos apropiados. Por ejemplo,
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pucden detectarse tambidn los cédncercs dé ovario, vejiga,
cercbro y pulnones.

Bl examon se efcetla nezclando partes alicuotas
de wa poqueila cantidad de susponsidn do iéucooitos gangui—
neos quo contione alrededsr de 1 x 107 loucoecitos/ml, con
pequefias cantidades separadas de solucidn tempdn de anti-
gono de nelenoma nmoligno, o un antigono diferente on reci-
pientes de vidrio separados. Se completa lucgo la mezcla
hasta wn volumen prodeterminado. A continuacidn se incuba
cada mezela en el recipionie de vidrio colocado do modo
gue su contenido cubra al menos las tres cuvartas partes de
su superficio intorna. Se incuba a alrededor de 37%C duran-
to el tiempo suficiontec para que la reaccidn, gi la hubierc,
se efoctle completamento; bajo wna atmdsfora do‘airo y5 @
de C0,. Una voz quo la roaccidn ha fenido lugar, se agita
el contenido y se cuonta el nimero de células no adheridas
al vidrio.

Tas partos alfcuotas de susponsidn do loucocitos
gon preferentomonte muy pequefias, en gonecral alradedor de
0,1 nl. Lo concontracidn de loucocitos es tal que el resul-
tado del rcocuento de las células es significativo y permite
efoctuar fdcilmente uwne prucba de roaccidn con ol material
antigdnico. EL tampdn utilizado pare le dilueidn es Nedium
199 con wn pH 7,2-7,4.

La cantidad do oxtracto de sntigeno empleada, es
proferentomonte, de 0,1 ml dol extracto diluido. El extrac—
t0 se diluye en gonerael con Medium 199. ILa dilucidn del ex-
tracto dc antigono concontrado, en volumen, puedd sor 1

parte do oxtracto do antigeno por 4 a 16 partes de diluyen-
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to. Do preforencia se utiliza una dilueidn de 1 parte por
4 partes.

Bl volumen final do la mozela do loucocitos y an~
tfgono pars ol ensayo os, don ventaja, de 035 mli: EL dilu~
yonto émpleado pard llogar a dicho volumdn os Modiwm 199.

Ios rocipicntcs de vidrio apropiados son do cual-
quior tamafio y forma quc sean adocuados. Por razones dec co-
modidad do empleo y do facilidad dec obtoneidn so prcfioren‘
tubog do onsayo Pircx o Kimax (Pishor Sciontific, Montreal,
Conadd) de 20 ml, La incubacidn so roaliza con los tubos
do onsayo en posicidn horizontal en un soporte que los inmo~-
viliza. Ia inmoviligacién roviste una importancia crucial,
puos el movimionto durante la incubacidn puede falscar los
resultados dol examen. La incubacidn dura preforcntenonte
corca do dos horas. La incubacidn puedc durar més, pero cllo
no hace que ¢l examen sca mds execto ni que la reaccidn sea
nés complqta. Tanbidn se pucde incubar durante un periode
mds corto, pexro éstc no sord &ptimo. Se puedon cmploar, por
tanto, periodos de incubacidn do aproximadamcntc 1 a 3 ho-
ras.

Las cdlulas que no s adhioren se cuontan enploan=—
do cualquior método apropiado, por ejomplo, un hemocitomeﬁro.

Segln ol procedimionto aplicado en osto invdnto,
80 ha oncontrade que la rcaccidn do los loucocitos do un pa-
cicnte a los oxtractos de melanonas malignos no dopende "dol
origon dol extracto. Ios extractos procecdentes del pacionto
exaninado o oxtractos preparados a partir do melanomas na-
lignos de otros enfermos proporcionan rocsultados equivaleon-—

tog. Bsto indica que log leucocitos do un pacisnte con mola-
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que es especeifica a todos log melanomas malignos del nismo
tipo y no es influida por el origen del antigeno.

A continuacidn se cxponen algunos ¢jomplos para
quec se compronda mejor cl invento.

_Elemplo 1.

Se rceibicron mucstras o un tumor de molanona ma—
ligno oporado y se colocaron en un reeipionte estéril. Se
discccionayon tejidos grasos y fibrosos do la muestra y se
cortaron finamento con unas tijeras ei'iq.adas en suero fisio-
1dgico glacial tamponado con fosfato (0,15 M de tampdn de
fosfato, 0,15 M de sucro fisioldgico) con pH 7,3. Ia matoria
rosultante so homogeneizd durante 10-~15 minutos c¢n cinco vo=-
lénencs de suero fisioldgico glacial tempongsdo con fosfato
a 40.000 r.p.n. en un homogencizador Vir Tis 45. Se centrifu~
&$ el homogoneizado a 20.000 veccs la gravedad durante 30
ninutos y se recogioron los flotantes y se almacenaron a
-40%C on poquefias partos alicuwotas (2 ml). Se propararon de
nenera idéntica extractos de cancer de mann, cancer de veji-
go y otros twmores, como céncor de ovario y de pulmdn y se
utilizaron como controles en el procedimicnto segin el inven-
to. las 90ncontracionos de proteina de los oxtractos de ccpa
eran 6-8,5 mg/Mml. A los efcetos dol ensayo, los ostractos
fueron doscongelados y diluidos a 1:4 on volunen con Mediun
199, El Mediun 199 ostd comercializado por Microbiological

Associatos, Bothosda, Maryland y sc compone do:

Componontes _ng/litro
Aninodcidos

I~olanina 25,0
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Clorhidrato do L-arginina
Acido L-aspdrtico
Clorhidrato de L-cisteina
L-cistina
Acido Dmglittdmico
i—glutamina
Glicina
Clorhidrato de I~histidina Hzo
Hidroxi~L-prolina
I~isoloucina
L-loucina
Clorhidrato de I-lisina
L-netionina
Lefenilalaning
L-prolina
L~gorina
I=treonina
L-triptdfano
I~tirosina
L=valina

Vitaninag
Acido p-aminobenzoico
Acido ascdrbico
D-biotina
Calciferol
D-Ca~panto tenato
Colestorol
Cloruro do cclina

Acido £dlico

70,0
30,0
0;1
20,0
67,0
100,0
50:,0
22,0
10,0
20,0
20,0
70,0
15,0
25,0
40?0
2530
30,0
10,0
40,0
25,0

0,050
0,050
0,010
0,100
0,010
o;zoo
o;soo
0,010
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i-Inogitol 0,050
Menadidna 0,010
Nicotinamida 0,025
Acido nicotfnico 0,025
Clorhidrato de piridoxal 0,025
Clorhidrato dc piridoxina 07025
Rivoflavina 07010
Clorhidrato de tianina 02010
mﬂﬁwmwﬁmEQMOm%) 0,010
Tween 80% 5.000
Acotato do vitamina A 0,140
Otros componehtes ‘

Clorhidrato de adenina 2H20 12,10
Acido adenosin-5'=-monofos—

fdrico, dihidrato (AMP) :
(Acido adonilico muscular) 0,20
5'=trifosfato de adonosina

totrahidrato disddico (ATP) 1?08
Deoxiribosa 0?50
Dextrosa 1000300
Glutationa (rocducida) 0,05
Clorhidrato do guanina HZO 0333
Hipoxentina 0,30
Rojo dc fenol 20,00
Ribosa 0?50
Acetato sddico.3H20 83?00
Tinina 0,30
Urdeilo 0,30
Xantina 0,34

T
fllarca registrada de la Atlas Powder Corpany - polioxieti~
leno- (20? sorbitdn~monoleato, Y
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Sales inorgdnicas ng/litro
Ca.Cl2 . 2H20 186 ’ 0
Fo(NO3).9H,0 0,7
KC1 400,0
KH2P04 60,0
MgS0 4 7H20 200,0
NaCl 8000,0
NaHCO 3 1400,0
NaaHPO4. 7H20 90,0

El todo con un pH 7,2 a 7,4

Fiomplo 2

Froparacidn del roactivo pars leucocitos
So extrajo sangre a pacientes econ melanonas malig-

nos y o individuwos do control y se la depositd inmodiatamon-
tc a 4°C. Dospuds de que so hubicse producido la contraceidn
dol codgulo durante la noche, se separd el suoro y se¢ conser-
vé a ~40°C, Estos muostras do sangro consistien en sangre he-
parinizada obtonida do paciontes con melanomas malignos y de
personas de control con cdnccres do vejiga o de mamg y diver-
sas enformedades no melignas u otros tumoros malignos inco=-
nexos. El diagndstico de existoncia do meolanona maligna en
los pacientes designados como padeciendo este mal fue confir-
nado higtoldgicanmentc. El diagndstico clinico de todos los
controles y tumores malignos inconexos fue confirmado me-
diante exdmenes histoldgicos de muestras quirtrjicas. Se
tomaron nuestras de 20 nl de sangre heparinigzada, csto es,

de sangre vonosa, en dos tubos de 10 ml y se colocardn en
posicidn vertical en botollas univorsales de vidrio a 37°C

durante 1 hora. Sc¢ aspird la fraceidn de plasma rica en
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loucocitos wrosultanto y se la centrifugd a 200 voces la gra-
vodad durante 15 minutos. Se separd y dosechd el plasma eoxen-—
4o do células. El fondo restante formado por células fuo
suspondido on una solucidn isotdnica glacial do cloruro de
aronio tamponada con Tris introduciendola oh varias voces
con le pipeta y se la mantuvo durante 15 nminutos a 42C a fin
dé producir la lisis de cualosquiera eritrocitos que quoda-
sen. So adicionarcn 3 ml de Mediwm 199 y se contrifugnron
las células a 200 veces la fuerza do la gravedad durante 15
ninutos. Se separd y desechd ol flotante formade y se lava~
ron las eblulas restantes dos veecs con 10 ml de Mediun 199
cada voz. Se hicieron partes alicuotas con una concentracidn
do 1 x 107 células por milflitro con Medium 199 como dilu-
yonte.

Ejomplo 3
Ensayo deo inhibicidn do la adhesidn loucocdtaria

Se pusicron partes alicwtas de 0,1 ml de suspen-
giones do loucocitos sengufncos que contenfan 1 x lO7 eélu~
las por mililitro on tubos do onsayo dc vidrio do 10 nml, 16
x 150 mm. Se agregaron a dichos loucocitos 0,1 ml do extrac-—
tog do p;oparacionos dorivadas do cdélulas tumorales incone-
%09, 6 0,1 nl do oxtractos do molanonas malignos. So usaron
varias concentracionos do oxtractos tumorales hasta detormi-
nar la concontracidn dptima. Sc adiciond Medium 199 para lle-
var ol volumen final de la mezecla de loucocitos y células
objoto de la prueba a 0,5 ml, A continuacidn so agitd la
nozelo y s6 pugieron los tubos en posicidn horizontal dc mo-
do que ol contenido do los tubos cubricse las tres cuartas

partes de la suporficic dec cada tubo. Se¢ incubaron lucgo los
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tubos horizontalcs durante 2 horas a 37°C on wna atndsfora
hunidificada do airo y 5% de 002. Durante el periodo do incu~
bacidn no se poerturbaron ni so movioron los tubos. Despuds

de la incubacidn, do colocaton los tubos n posicién vorti-
cal y s¢ agitd ol contonido do cada wno con una pipota pas-
tour. Se contd ol nfémero do cdlulas por milfmotro con wn ho-
mocitémotro. En la tebla siguicnte so consignan los rosulta-

dos oxprosados como Ifndice do no adhoroncia (INA).
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IABTA L

Irhibicidn de le adherencia ds log leucocitos inducida por

ant{geno en tubos de vidrio por el sxiracto de melanoma maligno

- W

-~

Porcentaje de oblulas no adhesivas en prg, Indice de no-

Ant{geno de
malanoms mna-

igno

T M SOV O RS B0

39%

464

41%
20%

34
27%
3%
39%

al nalanoma maligno

NC = no czloulado.

Nénero de células
no adhegivas en
presencia de e~

fl

tracto de mslgnoms

sencig de _ ~gdherencia

Antigeno de Sin antfgeno g
cancsr de Melanong
memea nallgno

22% & 77

2Xh 55 100

21% oh 95

29¢% 109 NO -

60% 1% NO

284 & -3

21 % u

36% 1% 8

24% 1¥% 29

24% ] 0

18% % ~6

Ninero de célu~
lzs no adhoesivas
en pregenciz de
antigeno inconexo

x 10

Nimero de cédlulas no adhegivas en prg

sencig de antizeno inconexo.
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Log rosultados que figuran en la Table I indican
que los paciontes con melanomas malignos poseian un INA
mayor que el de los otros paciontes cuando la dilucidn del
oxtracto do melanoma era de l:8, Ios loucocitos do sangre
porﬁérica do los paciontes con melanomas malignos incuba-
dos con oxtracto de molanome mosgtraron una no adhcrcncia
do leucocitos comprondida ontre el 35 y ol 65 %, mientxfas
que las nismes cblulas incubadas con extracto do céncor de
mama presentaron una no adhoroncia de leucocitos del 15-39%.
Iog individws do control tuviecron una no adherencia de lou~
cocitos del 15-39% y las reacciones al molanona maligno y
a los oextractos tumorales dc control fueron idénticas. EL
JNA de los individwos de control fue inforior a 30 y ol INA
de los enformos do melanoma naligno excedid dc 30.

Al objeto do averiguar las condiciones Sptimas de
cnsayo, o8 deeir, la inhibicidn especifica ndxima do la ad-
hercncia de leucocitos junto con ol ninimo de inhicidn no
ospocifica, so cnsayaron los extractos de antigono a dife~
rontos concontraciones con leucocitos procodontos do indivi-
dws de control y lucgo con loucocitos do pacientes con o=
lanomas malignos. Como muestra ol Cuzdro 2. ‘ el INA disminu~
yo el aumentar la dilucidn. En ostc cjemplo, sin embargo,
una dilucidn de 1/8 dol extracto do cdncer do mama y dol
oxtracto de melanoma maligno dieron un alto porconta:jo:do
no adhercncia leucocitaria para 6l paciento con moelanong
maligno y un poquefio porcentaje de no adheroncia loucoeita=
ria para ¢l paciontc con céncor de mana. Por consiguioziito,
para la finalidad de ¢ste invoento, os proforible uwma dilu-

eidn ds 1/8 del antigono, s docir, una parte do oxtracto
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do ant{geno por 8 partes ds diluyente. Sin embargo, s6 ob-
tisnen busnos resultados con diluciones desde l:4 hasta 136,

TABTA I

ot e v e vt e

EFECTO DE LA DILUCION DED ANTIGENO SOBRE TA INHIBICION DE
5. LA ATHERENOTA LEUGOCLTARIA

Diagnbstico Dilucién dsl antigeno Porcentaje de
no adherencia
lencocitaria
al extracto
8¢ melanoms

2
304

20%
385
3%

28%

21

- e W v s -

— . T A > Seesbrat P

10. faloulosis
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e 2% 98 WY
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15.

Oéncer de mama 30¢%
365

o> #¢ ao @i

= CoOvB>
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29%
255

7
15
3%

Los enfermos de calculosis biliar ¥ de hernia siie-

Melanome mellgno

HERH HERE
OO
5

an A¢ a® s

20.

vieron de controles, los pacisntes con céncer de mama pro=
porciona?on el antizeno no especifico y los pacientes con
melanoma, el antizeno especifico.

25, Iz Tabla III musstra que el INA era samejante 2l
exponer los leucocltos de sangre periférica de pacientss con
melsnomas malignos a extractos de melanoma alégenos/éuﬁoo—
tonos.' Bl Gnico paciente con una reactividad reducide sl ex-
$racto de tumor aptbctono padecis una melsnome maligno en
fage avanzade ¥ el INA ds dicho paciente habfa disminuido

en fommz correspondientes
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TABLA IIT
Indice de no gdher:neia dé lesucocitos de pacicntes
con nolanomas nalignos a cuatro difercntes extractos
do melanoma maligmo

JJ\TAB‘ sl extracto de melanona
naligno procodonte do

10

Diagndastico sobro el paciente McK LC DC
Melenoma maligno MeK 100 85 — ;5 '
Molenoma maligno IC 50 68 30 57.
Melanoma maligno DC 40 106 86 70
Molanoma maligno IO 185 157 57 33
Control 2;7; 15 -5 0

@30 considora significativo un INA suporior a 30.

Cuando se cumplearon otros tumores como antigono
no especifico dec control los resultados obtenidos fuoron
somejantns a los de oxtracto de céncer do mana como control
no ogpoecifico. Al efoectuar un onsayo con oxtracto de cdn-
cor de vejiga rospecto do paciontes con melagoma maliénos
¥y edncor 4o vejiga y un individuo de control, los loucoci-
tos do los enformos de melanoma roaccionaron al extracto
de melanona y los leucocitos do los enfermos de cénco; de
vejiga reaccionaron al extracto de cdncor de vejiga. Ningu-
no de dichos loucocitos roacciond al antigeno no espo'pifi-
co o al control. Esto indica que el procedimiento del;: in-
vento os aplicable tantc para detectar el cdncor de vojiga
como para dédtoctar el melanoma naligno. El cdncer do yoji-

g2 s un carcinoma. En la Tabla IV se rosume lo expuogto .
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, TABLA IV
Inhibicidn de la adhorecncis leucocitaria en tubos do
ensayo al melanoma maligno con exitraocto do cdncdr de

veiige como antiseno no especifico
Diagndstico sobre N on- N2 posi INA al molanona®

los pacicntes sayado _tivo promodio amplitud
Melanome naligno 6 6 85 41—13.3
Cdncor do vejiga 15 0 =22 25=(~47)P
Enformedad benigna 4 0 9 0-15
Otra enformedad 2 0 16 14=-18

& TNA calculado con molanome como antigono espocifico y
cdnecor de vejiga como sntigeno no espeeifico.

b Ios INA caleulados con oxtracto do vejilga como antiggno
ospecifico y oxtractos de melanoma como antigeno no esﬁo-—
cifico dioron por resultado que de 15 pacicntecs con cén-
cer de vejiga habfa 9 quo tenfan un INA mayor que 30 c:omo
roaceidn al extracto de edncer de vojiga, un INA de 38 co-
mo promedio y wma amplitud do variacién de 90-(-20).

Ios lcucocitos de dos melancnas malignos gque cran
reactivos a oxtracto maligno de nelanone no mostraron reac—
tividad eruzada a extractos de tunores de pulmdn, vejiga
u ovario cuando se¢ someticron al cnsayo do inhibicidn de
la adhorencia loucocitaria, conforme a este invonto.

En 33 pacicntos con melanomas malignos confirna-
dos histoldgicamente se produjo wna inhibicidn de la adhe~
rencia louncocitaria con leucocitos de sangre poriférica de
22 enfermos de neclanoma naligno. En esta sorioc do paci_'gm-
tes y con ostos extractos tumorales, so selocciond wn INA

superior a 30 como paclontes con melanomas e individuwos do
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control gignificativos. En la Tabla V siguicnto es aparonte
que ontre 475 individwos do control habfa 21 quo tonfan un
INA suporior a 30, Despuds do procedor a Ul nuevo onsayo
mhdmiMWMmsthwmn%MmmunmAwmﬁma
30.

No se produjo inhibieidn do la adhorcnecia louco-
citaria con los paciontos de control cuyos ednceres no eran
nelanonas malignos al sor examinados on cuanto a su recac-
cidn al oxtracto do melanona. En los paciontos con melanoma
malignos quoe fucron oxaminados medientc la prucba sogﬁﬁ el
invonto antes de procoder a la extirpacidn quirdrjica éol
nelanoma se cncontraron wnos INA de 61; 103 y 32 como Qro-
medio paras nclanomos nalignos en faso I, fase II y fasq
ITI, respcetivamonto. Este resultade difierc de modo eéﬁa—
disticamentc significative dol grupo de control (p < 0,001

on prucbas no aparcadas).
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TABLA ¥V

Resumen do paciontos objote de prucbas sobre la inhibi-

cidn do la adhesidn loucoeitaria on tubos dec cnsayo con

rospecto sl extracto do molancma

Paciontcs oxaninados

melanona maligno
Fage I
Fase II
Pago III
Exonto do enformodad 1 afio
Halo Nevus
Individuos de ccntrol

Enformodad bonigna proqui-
rirjica

Enforncdad benigna do mana
Nogros sanos de Antillas
Céncer inconexo
Céncer de nana
v " pulndn
0 intostinos
n " yojiga
"' vojiga
v " ovario

" v +$iroides

N4 Pro-

Total Positivo® _medio
13 11 61

7 7 103

5 2 32

8 2 22

1 1l 31

162 5 -2

119

8 5

153 10 ~21

6 0

5 1

15 0

15 0 -4

5 0

2 1l

930 considord positivo un INA suporior a 30

Fase I - un molanonsa maligno prinario localigado, confinado

a la piel o al ojo

Page II- motdstasis do wn nddulo linmfédtico rogional o repc-

ticidn loecal de un tumor de la piol o de nddulos
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Pase III- notdstosis distal,

Segin la faso del edncor, los loucocitos do los
paciontes con molanoma meligno presentaban grados dc roac—
tividad diferontos al ser sonetidos almensayo do inhibicidn
de la adhoroncia loucocitoria. Entre los 13 paclontes con
nélanonas maligno locaiizado hubo 11 que presontoron reac—
tividad al sor sovmetidos a dlcho ex:men, aunque nuchos de
ellog tenfan pequoefias lesicnes cutdneas. Su INA promodio
fue 6l1. El INA promedic de dos pacientes fue inferior a 30.
Un pacionte padoefs de un melanona naligno de 3 x 5 mmjen
la conjuntiva min ningwna invasidn y el otro paciente pre-
sentoba wna losidn de 1 x 1 x 2 em on la pierna. En todos
los paciontcs con melanomas malignos en fase II se halld
roactividad ol oxaninar la inhibieldn de la adhesidn lou~
cocltaria y su INA promedio fue de 103, el mayor que todas
las fasecs.

BEn cambiv, entre log 5 pacientes con melanonas
nalignos en fase IIT hubo 3 gque no presentarcn rcactividad
al seor sometidos al examen do la inhibieidn de la adheren~
cia loucocitaria. Ademds, el INA pogitivo Qo uno do losql pa=~
ciontos pasd a sor nogativo cuande enpeord ol tumor. Oﬁro
pacionte en fase III que tonia un INA positivo fuo opoﬁado
para reseccionarle una motastasis solitaris del higado‘y
16 mesos despuds ha sido considerado clinicamonto exenﬁo de
oéncor. EL INA promedio de 32 do los paciontos on faso III
arro jé§ ol valor mds bajo entre los pacicntos con céncoq ac-

tivo. .
Por Altimo, 8 pacicntes, todos los cualos habilan
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sido objoto do resecciones de melanomas malignos on fase I o
IT al menos wn afio antos y ostaban clinicamento exentos do
céneoer fucron sometidos a wn examen do la inhibiecidn do la
adhegidn leucocitaria en tubos do ensayo. En seis do los 8
paciontes se encontrd wn INA do 30 o menos y los dos pacien=— -
tos rostantes dioron wn INA do 38 y 40. Bstos pacientos en
cuyo historial tiguraba el melanoma maligno y quo estaban
clinicamente exontos de cdncer tonfan un INA promedio de 22.

Fluido ascitico do un paciente con metéstasis do
nelanoma maligno on la cavidad asbdominal fus sometido a un
ensayo en quoe log loucocitos do un paciento con melenona rc-
activo reaccionaron al fluido ascdtico y al cxtracto del me~-
lanoma, indicando quo ol fluido aseftico eontenfa antigono
do nmelanona.

Esta descripeidn muestra que ol procodinmiento ‘segin
el invonto os un nétodc scnecillo y cuantificablo para nodir
la inmunidad celular contra antigonos do molancma meligno y
antigenos de ?arc:inonas de la vejiga, asi conov otros antige-
nos tunorales, por ojemplo, carcinonmas o sarconas do pulmdn,
corvix, ovario ¢ higado. El ensayo os especifico y roproduei~-
ble desde el punteo de vista inmunoldgico y puede aplicarse

utilizondo extractos de tumoros gldetonos y autélogos.

-— -—
- - hd

REIVINDICALCIONES

2 gt S e e s s

'
Doseorito ol objoto del presecnte invento, se de;*cla—
ran nuevas y de propia invencidn las siguilentos reivindica~
cioncs, con pricridad de la solicitud U.S.A. n® 690.454 dol
27 do Mayo dec 1976.
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1.- Método para detoctar la prescncia de melanomas
¥ carcinomes en ol cuorpo humano, particularmonte ¢arcinoma
de vojiga, cénocor do ovario, cdncor de puludn, cdncor do hi-
gado, céncer corvical o sarcoma on los humanos, caractoriza-
do porque en su realizacidn conpronde incubar una cantidad
nedida de leucocitos sanguincos del pacicnte con oxwractqs
acwgos bdslicos do tumor del cénccr quo ha de dotoctarse, ¥y
dotorninar luego el fndice do no adheroncis dec los leucoci-
tos on comparacidn a wn control.

2.= Mbtodo, do conformidad con la roivindicacidn
1, caractorizado porque on su roalizacidn el extracto- de
tugor procode de un tumor del paciocnte que se someto a prue-
ba, 0 no estd sometido a prucha. _

3.~ Método, de conformidad con cualquicra de les
roivindicaciones 1 y 2, caractorizado porque particulamonte
el extracto tuporal de molanoma naligno s un extracto acw~-
so con pH d¢ 7,3.

4.~ M8todo para dctecetar la proscncis do molancvnas
¥ carcincnag on ol cuerpo humano,

Segin so doscribo y reivindica on la prosontc row-
moria descriptiva que consta de 23 pdginag foliadas y dscri-
tas o mdquina por uwna sola de sus caras.

Madrid, a 26 de Mayo 19%7

poac

npe,

frodo: JOSE F NIETO
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