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MEMORIA DESCRIPTIVA

El presente invento so re fie ro  a un método para 

detectar nelanomas y otros tumores del oucrpomhumano eva­

luando la  inhibición do la  adherencia do los  leucocitos 

inducida por antigonos, la  cual es causada por una inmuni­

dad celu lar tumoral especifica .

La inmunidad colu lar tumoral ha sido demostrada 

mediante experimentos realizados con tumores transplantados 

en ratas y ratones. Ib r ejemplo, Halliday y  o tros ., Jht. J. 

Cancor, volumen 9; páginas 477-483 (1972) prepararon una 

prueba sen c illa  de inmunidad colu lar llamada Inhibición de 

la  Adherencia de Leucocitos (Leucocito Adherenco In h ib ition ). 

Dioha prueba se basa en la  comprobación de que a l adicionar 

extractos tumoralos se inhibo específicamente la  adhesión 

a l v id rio  de los  loucocitos poritonoales s i  éstos proceden 

de ratones que han sido sensibilizados previamente contra 

e l  tumor esp ec ifico . Holán y otros, Collu lar Lamunology, vo­

lumen 1 3 , páginas 107-116 (1974), utilizando tumores trans­

plantados en ratas, ratones y conejos do indias demostraron 

también que so producía e l  mismo fenómeno con células necró­

fagas. Grosser y otros, Cáncer Research, volumen 35, páginas 

2571-2579 (1975) demostraron que e l  cáncer do mama puede ser 

detectado en las  personas enfermas evaluando la  inhibición 

de la  adherencia de los  loucocitos inducida por antigenos, 

la  cual es causada por una inmunidad colu lar tumoral espe­

c íf ic a . Se han llevado a cabo numerosas investigaciones en­

caminadas a encontrar la  forma do u t i l iz a r  principios inmu- 

n ita r ios  con fin es  de diagnóstico y posible curación do d i­

versos cánceres humanos. La existencia do una reacción innu-



n ita r ia  a l nelanoma maligno en e l  enfermo ha sido demostrada 

recientemente por Lowis y otros, B ritish  Medical Journal, vo­

lumen 3 , páginas 547-552 (1969), Oren y otros, Clin. Exp. 

hmunol., volumen 9, páginas 45-46 (1971)? Cochrsn y otros, 

Lancet, volumen 1, páginas 1340-1341 (1972)? do Vries y 

otros, In t. J. Cáncer, volumen 9, páginas 567-576 (1972)? 

Hellstron y otros, In t. J. Cáncer, volumen 11, páginas 280- 

292 (1973)? Hoppner y otros, In t ..J . Cáncer, volumen 11, pá­

ginas 245-260 (1973) y Hollinshoad y otros, Cáncer, volumen 

34, páginas 1235-1243 (1974).

Si bien se han obtenido algunos buenos resultados 

con modelos animales con tumo ros transplantados, los métodos 

inmuno Id g i eos para dosoubrir molanomas malignos no han ser­

vido para proceder a oxámonos en gran escala. Es conocido en 

general que en las primeras fasos de las enfermedades malig­

nas oxiston mecanismos inmunoldgicos de defensa, y so ha de­

mostrado que ta les mocanismos do defonsa actúan en las por- 

sonas que padocen molanomas malignos, pero no so han elabora­

do métodos basados en dicho princip io que sean apropiados 

para rea liza r  exámenes en gran escala.

Lo idoal seria  que e l  examen para descubrir mola- 

nomas malignos consistiese en un examen sanguíneo sen c illo , 

especifico y  roproducible y que detectase la  enfermedad con 

la  su fic ien te prontitud para que la  enfermedad pudiose toda­

v ía  sor curada.

Hemos doscubiorto que e l  producto del mecanismo in­

muno Idgico do defensa del cuerpo humano contra los  tumores 

malignos, es decir, los  carcinomas, sarcomas, molanomas, e tc .,  

puede ser dotectado en un estadio lo  suficientemente tompra-



no do la  enfermedad para que ésta sea todavía curable. El 

método empleado para doto otar e l  mecanismo inmuno Idgico de 

defensa consiste en un examen do sangro sen c illo , especifico 

a l tumor maligno, es decir, a l melanoma, y da resultados 

reproduóibios. Bar "melanoma maligno'* se ontiondo un tumor 

maligno constituido por masas negras do odlulas con una mar­

cada tendencia a la  metástasis.

El procedimiento según e l  invento comprende la  re­

cogida de leucocitos do sangro venosa hepar inizada dol pa -  

ciento, la  susponsidn de una determinada cantidad do leuco­

c itos  en una solucidn tamponada seguida do la  mezcla de los 

leucocitos con extractos do tumores malignos do melanoma, y 

la  u tiliza c ión  do un control formado por extractos de te jidos 

de personas que padezcan do tumor benigno do mana, adenocar­

cinoma do mama, diversas enfermedades benignas o en las que 

no so hayan detectado tumores malignos. Después do ap licar 

procedimientos do incubación apropiados, se cuenta e l  núme­

ro do células que no so adhieron en cada caso a las paredes 

del tubo do ensayo y se mide la  inhibición do la  adherencia 

de los  leucocitos cono índice do no adherencia (INA). Esto 

dotomina la  existencia o ausencia do melanoma maligno.

El índice de no adhoroncia se calcula mediante la  

fórmula siguiente:

Ibrcontajo de células no Ibrcentaje do células no
adheridas en presencia do -  adheridas en presencia do 
un antigeno específico_________ antisonos no esnocífioos g 100

Ibrcentaje do células no adheridas en presencia de

un antigono no especifico

Se reoogen los leucocitos y so cuentan por métodos 

ya conocidos, por ejomplo, con e l  homocitómetro. La nuestra



hoparinizada do sangro so incuba a una temperatura do a lro - 

dodor do 379 0 durante 1 hora y so recoge la  fraoción  de pías 

ma. Tal fracción  os r ica  en leucocitos. So separan éstos por 

centrifugación y so hace una süspdnsión do los  mismos on una 

solución tampón isotónica. Todos les  e r itro c ito s  rostantcs 

son objeto do l i s i s .  A continuación so separan los  leucoci­

tos modianto centrifugación y so suspondon en un modio acuo­

so apropiado formando una concentración celu lar do 1 x 1 0?/ 

mi.

Los extractos tumoralos se proparan homogenoizan­

do las muestras tumoralcs (o muestras do te jidos  normales) 

on suero f is io ló g ic o  tsmponado con un pH 7,3? centrifugan­

do e l  homogonoado y recogiendo e l  flo tan te  quo resu lta . Do 

preferencia, la  solución tampón es suero f is io ló g ic o  tampo- 

nado con fo s fa to . Es necesario quo e l  pH sea básico pues 

s i  fuoso áoido destru iría  la  actividad del antigono. Para 

poder sor empleados on esto examen, los extractos han do 

estar diluidos oon un modio acuoso apropiado, preferente­

mente Médium 199 (H icrob io log ica l Associatos, Bethesda, 

Maryland). La dilución óptima para esto ensayo so obtiene 

determinando la  concentración de antigono tumoral quo pro­

duce e l  mayor incromonto entre la  inhibición espec ífica  y  

no especifica  de la  adherencia do los  leucocitos.

El extracto do tumor maligno de molanoma es e l  

material antigónico que ocasiona la  inmunidad por modiación 

do célu las. Los antigonos empleados para los controles no 

específicos quo so doscriben en la  presento pueden detec­

tarse también modianto o l procedimiento del invento u t i l i ­

zando los  controles no ospocificos apropiados. Bar ejemplo,



pueden detectarse tambión los  cánceres dó ovario, ve jiga , 

cerebro y pulmones.

E l examon so efectúa no solando partes alícuotas 

do una pequeña cantidad de susponsión do leucooitos sangui- 

neos que contiono alrededor do 1  x  1 0 ' lóucocitos/nl, con 

pequeñas cantidados separadas do solución tampón de an ti- 

gono de neis nona maligno, o un antigono d iferente en re c i­

pientes de v id r io  separados. Se completa luego la  mezcla 

hasta un volumen prodeterminado. A continuación se incuba 

cada mezcla en e l  recip iente do v id rio  colocado do modo 

que su contenido cubra a l menos las tres cuartas partos do 

su superfic io  intom a. So incuba a alrededor do 379 C ¿turan­

te e l  tiempo su fic ien te para que la  reacción, s i  la  hubiero, 

se ofoctúe completamente, bajo una atmósfera do a ire y  5 

de COg. Una voz quo la  roacción ha tenido lugar, se agita  

e l  contenido y so cuonta e l  númoro do oólulas no adheridas 

a l v id r io .

Las partos alícuotas de suspensión do leucocitos 

son preferentemente muy pequeñas, en general alrededor de 

0,1 mi. La concentración de leucocitos os ta l quo e l resu l­

tado del rocuento do las oólulas es s ign ifica tivo  y permite 

efectuar fácilmente una prueba do roaooión con o l material 

antigónlco. El tampón u tilizado para la  dilución es Médium 

199 con un pH 7,2-7,4-.

La cantidad do extracto de antigeno empleada, es 

preferentemente, de 0,1 mi del extracto d ilu ido. El extrac­

to so diluye en general con Médium 199. La dilución del ex­

tracto do antigono concentrado, en volumen, puedo sor 1 

parto de extracto do antigono por 4 a 16 partes do diluyen-



to . Do proforonda so u t i l iz a  una dilución do 1 parte por 

4 partes.

Él volumen f in a l do la  nozcla do leucocitos y an- 

tígono para e l ensayo os, con ventaja, do 0^5 mi: El d ilu ­

yante empleado pai*á H ogar a dicho volumdn os Médium 199.

Los recip ientes do v id r io  apropiados son do cual- 

quior tamaño y forma que sean adecuados. Ib r razones do co­

modidad do empleo y do fa c ilid a d  de obtención so profioren  

tubos do onsayo Pirox o Kinax (Fishor S c ion tific , Mbntroal, 

Canadá) do 20 mi. La incubación so roa liza  con los  tubos 

do onsayo en posición horizontal en un soporto quo los  inmo­

v i l i z a .  La inmovilización rev isto  una importancia crucial, 

pues e l  movimionto durante la  incubación puede fa lsea r los  

resultados dol examen. La incubación dura proforontenonte 

corea do dos horas. La incubación puedo durar más, poro o lio  

no hace quo e l examen sea más exacto n i que la  reacción sea 

más completa. Tambión se puode incubar durante un poriodo 

más corto, poro ósto no sorá óptimo. Se puodon omploar, por 

tanto, periodos do incubación do aproximadamente 1  a 3 ho­

ras.

Las cólulas quo no so adhioren so cuentan omploan- 

do cualquior mótodo apropiado, por ejomplo, un hemocitonotro.

Sogdn o l procedimiento aplicado en osto invdnto, 

so ha encontrado que la  reacción do los  leucocitos do un pa­

ciento a los  extractos do molanomas malignos no dependo dol 

origon dol extracto. Los extractos procedentes dol paciento 

examinado o extractos preparados a p a rtir  do molanomas ma­

lignos de otros enfermos proporcionan resultados equivalen­

tes . Esto indica que los  leucocitos do un paciento con mola-



nona maligno presentan ana inmunidad por modiación celu lar 

que es esp ec ifica  a todos lo s  melanomas malignos del mismo 

tipo y  no es in flu ida  por e l  origen del antigeno.

A continuación so exponen algunos ojomplos para 

que so comprenda mejor e l  invento.

Ejemplo 1.

Se rohibioron muestras do un tumor do molanona ma­

ligno operado y se colocaron en un rocipionto o s td r il.  So 

disoccionaron te jidos  grasos y fibrosos do la  muestra y so 

cortaron finamente con unas t ije ra s  a filadas en suero f i s i o ­

lógico  g la c ia l tamponado con fosfa to  (0,15 M de tampón de 

fo s fa to , 0,15 M de suero f is io ló g ic o )  con pH 7,3. La matoria 

resultante so homogonoizÓ durante 1 0-15  minutos en cinco ve­

lámenes do suero f is io ló g ic o  g la c ia l tamponado con fosfato 

a 40.000 r.p.m. en un homogeneizador V ir Tis 45. Se centrifu ­

gó e l  homogoneizado a 2 0 .0 0 0  veces la  gravedad durante 30 

minutos y so recogioron los flo tan tes y so almacenaron a 

- 40- C en poquezas partos alícuotas (2 m i). Se prepararon do 

manora idéntica extractos do cáncer do mama, cáncer de v e j i ­

ga y  otros tumores, como cáncor de ovario y  do pulmón y so 

u tiliza ron  como controles en e l  procedimiento segán e l  inven­

to . Las concontracionos de proteina do los  oxtractos do copa 

eran 6-8,5 mg/nl. A los  efectos del ensayo, los  ostractos 

fueron descongelados y  dilu idos a 1 :4  en volumen con Médium 

199. El Médium 199 ostá comercializado por M icrobiological 

Associates, Bothosda, Maryland y so compone do:

Componentes ms A it r o  _

Aminoácidos

L-alanina 25,0
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Clorhidrato do L-arginina 70,0

Acido L-aspártico 30 ,0

Clorhidrato do L-cisto ina 0,1

L -c istina  20 ,0

5. Acido L-glütámico 67,0

L-glutamina 1 0 0 ,0

Glicina 50,0

Clorhidrato do L-h istid ina H 0 22,0

Hidro x i-L-pro lina  10,0

10. L-isolouc ina 2 0 ,0

L-loucina 2 0 ,0

Clorhidrato do L -lis in a  70,0

L-notionina 15 fO
L-fonila lan ina 25 , 0

15. L-prolina 40,0

L-sorina 25.0

L- t̂ roo nina 30 ,0

L-triptdfano 10,0

L-tirosina  40 ,0

2 0 . L-valina 25^0

Vitaminas

Acido p-aminobonzoico 0,050

Acido ascdrbico 0,050

D-biotina 0 ,0 1 0

25. Calcífero1 0,100

D-Ca-panto tenato 0,010

Colestoro1 0,200

Cloruro do colina 0 ,5 0 0

Acido fd lic o  0,010



i- In o s ito l 0 ,050

Menadi&na 0 ,010

Nicotinamida 0,025

Acido n icotín ico 0,025

5 . Clorhidrato do p iridoxa l 0,025

Clorhidrato do piridoxina 0,025

Rivo fla v in a  0,010

Clorhidrato de tianlna 0,010

D l-a lfa -to  coforofo sfato (Na ) 0,0102
10. Tween 80^ 5.000

Acotato do vitamina A 0,140

Otros componentes

Clorhidrato do adenina 2H^0 12,10

Acido adenosin-5'-nonofos- 
fd r ic o , dihidrato (AMP)

15. (Acido adonilico muscular) 0,20

5 '- t r i fo s fa to  do adonosina
totrahidrato disádico (ATP) 1,08

Deo xiriho sa 0,50

Doxtrosa 1000,00

20. Glutationa (reducida) 0,05

Clorhidrato do guanina Ĥ O 0,33

Hipo xan tina 0,30

Rojo do fen o l 20,00

Ribosa 0,50

Acotato sádico.3H„0 83 ,00
25. 2

Tinina 0,30

Urácilo 0,30

Xantina 0,34
^Márca registrada de la  Atlas Ibwder Conpany -  po liox ieti- 
le n o - (2 0 )-sorbitán-monoleato.
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S a ^ ^ MMrgdnicas m ^Aitro

CaClg,2Hg0 186,0

Fo(N0^)^.9Hg0 0,7

KOI 400 ,0

^ 4 60,0

MgS0..7H 0
4 2 2 0 0 ,0

NaCl 8000,0

NaHCÔ 140 0 ,0

NagHP0^.7Hg0 9 0 ,0

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

Eri omulo 2

Rroparación del reactivo para leucocito^

So extrajo sangre a pacientes con melanonas malig­

nos y a individuos do control y so la  depositó inmediatamen­

te a 4°C. Despuds do que so hubiese producido la  contracción 

dol coágulo durante la  noche, se separó e l  suero y so conser­

vó a -40-C. Estas muestras do sangro consistían en sangro ho- 

parinizada obtenida do paciontos con molanomas malignos y do 

personas do control con cánceres do v e jig a  o de mama y d iver­

sas enfermedades no malignas u otros tumores malignos inco­

nexos. El diagnóstico de existencia do molanona maligna en 

los  pacientes designados cono padeciendo este mal fue con fir­

mado histológicamente. El diagnóstico c lín ico  de todos los  

controles y tumores malignos inconexos fue confirmado me­

diante exámenes h isto lógicos do muestras qu irdrjicas. Se 

tomaron nuestras do 20 mi de sangre heparinizada, esto es, 

do sangro venosa, en dos tubos de 10 mi y  se colo carón en 

posición v e r t ic a l en botollas univorsalos do v id rio  a 37^0 

durante 1 hora. Se aspiró la  fracción  de plasma r ica  en



leucocitos rosultanto y se la  centrifugó a 200 voces la  gra­

vedad durante 15 minutos. Se separó y dosoohó e l  plasma exen­

to do célu las. E l fondo róstante formado por células fuo 

suspendido on una solución isotón ica g la c ia l do cloruro do 

amonio tamponada con Tris introduciéndola on varias voces 

con la  pipeta y so la  mantuvo durante 15 minutos a 4°C a f in  

dé producir la  l i s i s  do cualesquiera e r itro c ito s  quo queda­

sen. So adicionaren 3 a l  do Médium 199 y so centrifugaron 

las  células a 200 veces la  fuerza do la  gravedad durante 15 

minutos. Se separó y desechó o l flo tan te  formado y se lava­

ron las célu las rostantcs dos veces con 10 mi de Médium 199 

cada voz. So h icieron partos alícuotas con una concentración 

do 1 x 10? células por m il i l i t r o  con Médium 199 como d ilu - 

yonto.

Ejemplo 3

Ensayo do inhibición do la  adhesión loucocitaría

Se pusieron partos alícuotas do 0,1 mi do suspen- 

alones do leucocitos sanguíneos que contenían 1 x 10 célu­

las por m il i l i t r o  on tubos do ensayo do v id rio  do 10 mi, 16 

x 150 mm. Se agregaron a dichos loucocitos 0,1 mi do extrac­

tos do preparaciones derivadas do células tumoralos incone­

xas, ó 0,1 mi do oxtractos do molanonas malignos. So usaron 

varias concentraciones do oxtractos tumoralos hasta determi­

nar la  concentración óptima. So adicionó Modium 199 para l l e ­

var o l volumen f in a l do la  mezcla do loucocitos y células 

objeto do la  prueba a 0,5 mi. A continuación so agitó la  

mezcla y so pusieron los tubos en posición horizontal do mo­

do que o l  contenido do los  tubos cubrióse las tros cuartas 

partos do la  superfic ie do cada tubo. Se incubaron luego los
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tubos horizontales durante 2 horas a 37-C on una atmósfera 

hunidificada do airo y 5^ de COg. Durante o l periodo do incu­

bación no se perturbaron n i so movioron lo s  tubos. Despuós 

do la  incubación, so co lo  cairo n los  tubos n posición v o r t i-  

oal y so ag itó  o l contonido do cada uno con una pipeta pas- 

tour. So contó o l minoro do cólulas por nilim otro con un ho­

mo citónotro. Ea la  tabla siguionte so consignan los  resu lta­

dos oxprosados como indico do no adhoroncia (INA).
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TABLA. I

Inh ib ición  de la  adherencia de los  leucocitos inducida por 

antígeno en tubos de v id r io  por e l extracto de melanoma maligno

Porcentaje de células no adhesivas en pre. Indice de no- 
sencía de -adherencia

Diagnóstico
c lín ico

Antígeno de 
melanoma ma­
ligno

Antígeno de 
cáncer de 
mama

Sin antígeno
Melanoma^
maligno

Melanoma 39% 22% 8% 77

Melanoma 46% 23% 5% 100

Melanoma 43% 23% 9% 95

Cáncer de
mama

20% 29% 10% NO

Cancar de 
mema

33% 60% 13% NO

Cáncer in  
te s t in a l

27% 28% 6% —3

Cáncer de 
pulmón

32% 27% 9% 14

Cancar de 
ovario

39% 36% 18% 8

Cáncer de
ve jig a

33% 24% 13% 29

C o lec is t it is 24% 24% 9% 0

Hernia ingui 
nal

17% 18% 2% -6

^Indice de no adherencia (INA)

a l  melanoma maligno = Ndmero de células 
no adhesivas en 
presencia de ex- -  
tracto de melanoma

Ndmero de célu­
las no adhesivas 
en presencia de 
antígeno inconexo
. lOt

Ndmero de células no sadhesivas en pre

sencia de antígeno inconexo.

NO = no calculado.



Los resultados qub figuran en la  Tabla I  indican 

que los pacientes con melsnomas malignos poseían un INA 

mayor que e l  de los  otros pacientes cuando la  dilución del 

extracto do nolanoma ora do 1:8, Los leucocitos do sangro 

p er ifé r ica  do los  paciontos con molaaomas malignos incuba­

dos con oxtracto do molanoma mostraron una no adherencia 

do leucocitos comprendida entre e l  35 y o l 65 %, mientras 

que las mismas cdlulas incubadas con extracto do cáncor de 

mama presentaron una no adheroncia do leucocitos del 15- 39%. 

Los individuos do control tuvieron una no adherencia de leu­

cocitos del 15- 39% y las reacciones a l molanoma maligno y 

a los  extractos tumoralos do control fueron idénticas. El 

INA do los  individuos do control fue in fe r io r  a 30 y o l INA 

do los enformos do molanoma maligno excedió do 3 0 .

A l objeto do averiguar las condiciones Óptimas de 

ensayo, os decir, la  inhibición esp ec ifica  máxima do la  ad­

heroncia do leucocitos junto con o l minino do inhición no 

ospocifica , so ensayaron los extractos do antigono a d ife ­

rentes concentraciones con leucocitos pro ce don tos do in d iv i­

duos do control y  luego con leucocitos do pacientes con mo- 

lanonas malignos. Cono muestra o l Cuadro 2. o l INA disminu­

yo a l aumentar la  dilución. En osto ejemplo, sin  embargo, 

una dilución do 1/8 dol oxtracto do cáncer do mama y del 

oxtracto de molanoma maligno dieron un a lto  porcontajo do 

no adheroncia laucocitaría  para o l  paciento con molanoma 

maligno y un pequeño porcontajo do no adherencia loucocita­

r ía  para o l paciento con cáncor de mama. Ib r consiguiente, 

Para la  fin a lidad  do esto invento, os pro forib le  una d ilu ­

ción do 1/8 del antigono, os docir, una parte do oxtracto
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de antígeno por 8 partes de diluyante. Sin embargo, se ob­

tienen buenos resultados con diluciones desde 1:4 hasta 1:6.

TABLA I I

EFECTO DE LA DILUCION DEL ANTIGENO SOBRE LA INHIBICION DE

&A ADHERENCIA LEUCO CITARIA

Diagnóstico

Calculosis
b i l ia r

Hernia

Cáncer de mama

Melanoma maligno

Dilución del antígeno

1:4
1 :6
1 :81:16
1:4
1 :6
1 :81:16
1:41:61:81:16
1:41:61:81:16

Porcentaje de 
no adherencia 
lencocitaría  
a l  extracto 
de melanoma

37%
30%
20%.

28%

39%
36%
29%
2%

47%
47%
46%
3%

Los enfermos de calcu losis b i l ia r  y de hernia s ir ­

vieron de controles, lo s  pacientes con cáncer de mama pro­

porcionaron e l antígeno no específico  y los  pacientes con 

melanoma, e l antigeno específico .

La Tabla I H  muestra que e l INA era semejante a l

exponer los  leucocitos de sangre p e r ifé r ic a  de pacientes con
o

melanomas malignos a extractos de melanoma alógenos/autoc-

tonos.* El único paciente con una reactividad reducida a l ex­

tracto de tumor autóctono padecía una melanoma maligno en 

fase  avanzada y e l INA de dicho paciente había disminuido 

en forma correspondiente.
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TABLA I I I

Indico do no adherencia do leucocitos de pacientes 

con molanomas malignos a cuatro d iferentes extractos

de molanoma maligno_____________________

3NA  ̂ a l extracto do molanona 
maligno procodonto do

Diagnóstico sobro e l  paciente McK LC DC 10'

Molanoma maligno McK 100 85 — 72
Molanoma maligno LC 50 68 30 57

Molanoma maligno DC 40 136 86 70

Molanoma maligno 10 185 157 57 33

Control 27 ^15 -5 0

s-So considora s ign ifica tivo  un INA superior a 30.

Cuando se empicaron otros tumores como antígono

no especifico do control lo s  resultados obtenidos fueron 

semejantes a los  do oxtracto do cáncer do mana cono control 

no ospocifico . A l efootuar un onsayo con oxtracto do cán- 

cor do v e jig a  rospocto do paciontos con molanoma malignos 

y cáncer do v e jig a  y un individuo do control, lo s  leucoci­

tos do los  enforaos do molanoma reaccionaron a l oxtracto 

do molanoma y los  leucocitos do los  enfermos do cáncop do 

v e jig a  reaccionaron a l extracto do cáncor do v e jig a . Ningu­

no do dichos leucocitos roaccionó a l antigeno no osp op ifi-  

co o a l control. Esto indica que o l  procedimiento del¡ in­

vento os aplicable tanto para detectar o l  cáncer do vo jlga  

cono para detectar e l  molanoma maligno. El cáncor do v e j i ­

ga es un carcinoma. Ri la  Tabla IV se resume lo  expuosto.
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TABLA IV

Inhibición do la  adherencia lenco c ita r ía  en tubos do

ensayo a l melanoma maligno con extracto do cáncdr de

v e jig a  como antigeno no especifico______________________

Diagnóstico sobro NS on- #  posi DÍA a l molanoma^
los  paciontes savado tivo  "  promedio amplitud

Melanoma maligno 6 6 85 41-133

Cáncer do vo jig a 15 0 -2 2 25-(-47)

Enfermedad benigna 4 . 0 9 0-15

Otra enformodad 2 0 16 14-18

^ INA calculado con molanoma como antigono específico y 

cáncer do ve jig a  cono antigeno no esp ecífico , 

b los  INA calculados con extracto do ve jig a  como antigono 

especifico y oxtractos do molanoma cono antigono no ospo- 

c if ic o  dioron por resultado que do 15 pacientes con cán­

cer de v e jig a  había 9 que tenían un INA mayor que 30 como 

roacción a l extracto do cáncer do vo jiga , un INA do 38 co­

mo promedio y  una amplitud do variación do 90-(-20).

Los leucocitos do dos nclanonas malignos que eran 

reactivos a oxtracto maligno de molanoma no mostraron reac­

tiv idad  cruzada a extractos do tumoros do pulmón, v e jig a  

u ovario cuando so sometieron a l ensayo do inhibición do 

la  adherencia loucocitaría , conformo a esto invento.

En 33 pacientes con melanomas malignos confirma­

dos histológicamente so produjo una inhibición do la  adhe­

rencia leu coc ita ría  con leucocitos do sangro porifá rica  de 

22 enfermos do molanoma maligno. En esta sorio do pacien­

tes y con ostos extractos tumoralos, so seloccionÓ un INA 

superior a 30 como pacientes oon melanomas e individuos do
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control s ig n ifica t iv o s . En la  Tabla V siguiente es aparento 

quo ontro 475 individuos do control había $1 que tenían un 

INA suporior a 30. Dospuás do proceder a un nuevo ensayo 

solo cbs individuos continuaron toniondo un INA suporior a 

5. 30.

No so produjo inhibición do la  adherencia louco- 

c ita r ia  con los  paciontos do control cuyos cánceres no eran 

nolañoñas malignos a l sor examinados on cuanto a su reac­

ción a l oxtracto do nolanona. En los  paciontos con molanoma 

1 0 . malignos que fuoron oxaminados mediante la  prueba sogán e l

invonto antes do procodor a la  extirpación qu ird rjica  dol 

molanoma so encontraron unos INA do 61, 103 y 32 como pro­

medio para molanomas malignos en faso I ,  fase I I  y faso 

I I I ,  rospoctivamcnto. Esto rosultado d ifie ro  do modo esta - 

15. dísticamente s ign ifica tivo  dol grupo do control (p-<(. 0 ,0 0 1

on pruebas no apareadas).
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TABLA V

Resumen do paciontos objeto do pruobas sobre la  inh ib i­

ción do la  adhesión lonco c ita r ía  on tubos do ensayo con 

rosno oto a l extracto do molanoma____________ _______________

Paciontos oxaninados 

molanoma maligno

INA Pro-

Total. Positivo^ medio

Individuos do control

Enfermedad benigna prequi-
rá r j ica  162

Enfermedad benigna do mana 119

Nogros sanos do A n tillas  8

Cáncer inconexo

5

4
0

ícer de mama 153 10

H n pulmón 6 0

H n intestinos 5 1

M <t vo jiga 15 0

n H vo jiga 15 0

w !t ovario 5 0

M W tiro id es 2 1

Faso 1 13 11 61

Faso 11 7 7 103

Faso 111 5 2 32

Exonto do onfornodad 1 año 8 2 22

Halo Novus 1 1 31

-2

-21

-4

^So considoró positivo un INA superior a 30 

Faso I  -  un molanona maligno primario localizado, confinado 

a la  p ie l o a l ojo

Fase I I -  metástasis do un nódulo l in fá t ic o  regional o repe­

t ic ió n  lo ca l de un tumor de la  p ie l o do nódulos



l in fá t ic o s .

Fase I I I -  metástasis d is ta l.

Segdn la  faso del cáncor, los  leucocitos do los  

pacientes con molanoma maligno presentaban grados do reac­

tiv idad  diforontos a l ser sometidos almonsayo do inhibición 

de la  adherencia loucocitaria . Entro los  13 pacientes oon 

mblanomas maligno localizado hubo 11 que presentaron reac­

tiv idad  a l sor sometidos a dicho oxunon, aunque muchos de 

e llo s  tenían pequeñas lesiones cutáneas. Su INA promedio 

fue 61. EL INA promodio de dos pacientes fue in fe r io r  a 30. 

Un pacionto padooía de un molanoma maligno de 3 x 5 nn en 

la  conjuntiva nin ninguna invasión y e l  otro paciento pre­

sentaba una les ión  de 1 x 1 x 2 om en la  pierna. En todos 

los  pacientes con melanomas malignos* en fase I I  so halló  

reactividad a l examinar la  inhibición do la  adhesión lou­

cocita ria  y su INA promedio fue do 1 0 3 , e l  mayor que todas 

las fases.

En cambio, entre los  5 pacientes con melanomas 

malignos en fase I I I  hubo 3 que no presentaron reactiv idad 

a l sor sometidos a l examen do la  inhibición do la  adheren­

c ia  loucocitaria . Además, e l  INA positivo do uno do loa pa- 

ciontos pasó a sor negativo cuando empeoró o l tumor. Otro 

pacionto en faso I I I  que ten ia un INA positivo  fuo operado 

para roseccionarle una metástasis s o lita r ia  del hígado y 

16 mesos dospuás ha sido considerado clínicamonto exento de 

cáncor. El INA promodio do 32 do los  paciontos on faso I I I  

arrojó o l  va lo r más bajo entro los  paciontos con cáncor ac­

tivo  .

Bor dltimo, 8 pacientes, todos los  cuales habían
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sido objeto do resecciones de nelanomas malignos en fase I  o 

I I  a l menos un aüo antes y estaban clínicamente exentos do 

cáncer fueron sometidos a un examen do la  inhibición do la  

adhesión lauco c ita r ía  en tubos do ensayo. En seis do los  8 

5 . pacientes se encontró un INA de 30 o menos y  los  dos pacien­

tes restantes dioron un INA do 38 y 40. Estos pacientes en 

cuyo h is to r ia l figuraba e l  melanoma maligno y que estaban 

clínicamente exontos do cáncer tonian un INA promedio do 22.

Fluido ascitico  de un paciento con metástasis do 

1 0 . melanoma maligno on la  cavidad abdominal fue sometido a un

ensayo en que los  leucocitos do un paciento con melanoma re­

activo reaccionaron a l flu ido  ascótico y a l extracto del ne- 

lanoma, indicando quo e l flu ido  asc itico  contenía antigono 

do melanoma.

15. Esta descripción nuestra que o l procodimionto -segdn

e l  invonto os un nótodo sencillo  y  cuantificablo para nodir 

la  inmunidad celu lar contra antigonos do melanoma maligno y 

antigonos do carcinomas do la  ve jig a , a s i como otros antigo­

nos tuno ra los, por ojemplo, carcinomas o sarcomas do pulmón, 

2 0 . corvix, ovario o hígado. El ensayo os especifico y roproduoi-

blo desde o l  punto do v is ta  inmunológico y puedo aplicarse 

utilizando oxtractos do tunoros alóctonos y autólogos.

REIVINDICACIONES

ran nuevas y do propia invención las siguiontos re iv ind ica­

ciones , con prioridad de la  so lic itu d  U.S.A. nS 690.4 5 4  del 

27 do Mayo do 1976.
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1 .  -  Método para do toe tai* la  presencia do melanomas 

y carcinomas en e l  cuerpo humano, particularmente carcinoma 

de ve jiga , cáncer do ovario, cáncer do pulmón, cáncor do h í­

gado, cáncer corvica l o sarcoma on lo s  humanos, caracteriza­

do porque on su rea lización  comprendo incubar una cantidad 

medida do leucocitos songuínoos del paciento con extractos 

acuosos básicos do tumor del cáncor quo ha do dotoctarsé, y 

do terminar luego e l  índico do no adherencia do los  leucoci­

tos on comparación a un control.

2 .  -  Mátodo, do conformidad con la  reivind icación  

1 , caracterizado porque on su roa lización  e l extracto do 

tumor procedo do un tumor dol paciento quo so someto a prue­

ba, o no está sometido a pruoba.

3 . -  Ndtodo, do conformidad con cualquiera do las 

reivindicaciones 1 y 2 , caracterizado porque particularmente 

e l  extracto tunoral de molanoma maligno os un extracto acuo­

so con pH do 7 , 3 .

4 .  -  ndtodo para dotoctar la  presencia do molanomas 

y carcinomas on o l cuerpo humano,

Sogdn so doscribo y re iv ind ica  on la  prosonto me­

moria doscriptiva quo consta do 23 páginas fo liadas y esc r i­

tas a máquina por una sola do sus caras.

Madrid, a 26 de Mayo 1977

p.a.

npc. JOSE f.
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