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INTRODUCCION.

ANTIGENO CARCINOEIBRIONICO.,

GENERALIDADES.,

El antigeno carcinoembridnico fue inicialmente descripto
por Gold y Freedman en 1965 ( 23 ). Estos investigadores esta-
blecieron que los antigenos tumor-especificos detectados en
cdnceres del sistema digestivo son una manifestacidén de facto-
res determinados por el sitio de origen mds que por el sitio
de crecimiento del tumor, asi se excluye la posibilidad aque
estos antigenos sean nroductos de interaccidn entre la masa
invasiva y el tejido digestivo normal vecino, 0 que esten re-
lacionados a contaminacidn exdgena por virus entéricos.

Las lesiones cancerosas desarrolladas en varios sitios
del sistema digestivo humano de origzen endodérmico (esdéfago,
intestino, higado y pdncreas) contienen antigenos esvnecificos
de tumor comunes que no estdn vresentes en tumores malignos
de la varte superior del sistema digestivo: paladar, niso an-
terior de la boca, gldndulas pardtidas, siendo estos tejidos

ée origen ectodérmico; es decir, cue existirfe una relacidn



entre los antizenos esnecificos de tumor del sistemz diges-
tive y el desarrollo embridnico del tracto gastrointestinal
humano.

Los estudios llevados a cabo nor Gold y col. (23) indi-
caron la existencia de relacidn entre estos antigenos y cier-
tos componentes del tejido embridnico del sistema digestivo
humano; estos constituyentes antizénicos comunes fueron,
entonces, lleamados "antigeno carcinoembridnico” del sistema
digestivo humano.

Durante los procesos embridnicos y fetales de diferen-
ciacidn, esmnecizlizacidn y organizacidn, que tienen lugar du-
rante la rayor parte de la sestacidn humena, el tejido endo-
dérmico del sisterma digestivo contiene comnonentes antigéni-
cos especificos que desaparecen en los dltimos estadios de
gestzcidn y normalmente no reanarecen en la vida adulta, sin
embargo, durante los cambios anapldsicos de desorganizacidn
y dediferenciacidn asociados con el proceso de transformacidn
malizna reaparecen estos componentes por un proceso de dedi-
ferenciacidn derrepresiva como antigenos especificos de tumor.

Fn los nrimeros estadfos de la divisidn celvlar enmbrid-
nica humana cada célula nriritive estd dotada con la totalidad

de la informacidn genética heredada; este potencizl senético



sasa 2 las subsecuentes generaciones de células somdticas (55)
y bajo la influenciz de ciertos "organizadores" se comienzan
2 desarrollar los distintos sistemas de drganos. Durante este
vroceso actdan mecanismos genéticos reunresores comvarazbles a
acuellos demostrados vara sistemas bacterianos(35) suprimien~
do las dreas del genomra no requeridos vpara la esvecializacidn
de las células en consideracidn. Ura vez lograda una adecuada
diferencizcidn del tejido antes del nacimiento ciertos compo-
nentes celulares imprescindibles durante el curso de esnecia-
lizacidn no son ya necesarios y entcnces ocurre l2 represidn
de la informacidn genética cesando la produccidn de estos
comronentes "vrimitivos"™ (22 ).

Durante los eventos de carcinogénesis se induce lz expre-
sidn de inforracidn genética cue normalmente estd reprimida
en las células maduras que no sufren transformacidén maligna,
Asi recomienzz la produccidn citoplasmdtica de componentes fe-
tales o erbridnicos. Es asi, posible que estos constituyentes
puedan ser detectados como antigenos especificos de tumor,
Stcnehill y Bendich (64) llaman a este fendmeno oncoldsico
de reaparicidn de nateriales especificos del embridn "expre-
sidn retrogenética".

La funcidn de los comtonentes carcinoenbridnicos en las



células fetales y cancerosas seria mantener la viabilidad de
las células en su estado incomoletamente diferencizdo (23 ).
Asi, cuando se completa lz diferenciacidn en las cé€lulas feta-
les los antigenos carcinoembridnicos desaparecen y pueden ac-
tuar otros mecanismos para mantener la salud y funcidn de las
unidades celulares especializadas; en las células cancerosas,
sin embargo, donde generzlmente no se a&lcanza la rediferencia-
cidn a células normales, estos constituyentes carcinoembricni-
cos deben ser producidos continuamente vara mantener la vida
de las células malignas.

Existen otras macromoléculas humanss, ademds del anti-
geno carcinoembridnico, que son normales durante la vida embrio-
naria, desaparecen en los tejidos adultos normales, pero estan
oresentes en los tejidos tumorales (22 ), Se pueden clasificar
en dos categorias dependiendo si se encuentran o no en fluidos
del cuermo; acuellas que se encuentran fuera del tumor pueden
ser subdivididas en dos agrupos de acuerdo a la presencia o no

de actividad bioldgica (Tabla 1) (44 ).



1) Presentes en tumores y fluidos del cuervo.
a) Sin efectos metabdlicos conocidos.
Antigeno carcinoembridnico.
Alfa. fetovroteina.

1

Alfa, H fetooroteina,

Beta S fetoproteinz.

Antigenos asociados a leucenia.

Antigeno fetal heterdfilo.

Antigeno fetal sulfoglicoproteico.
b) Con efectos metabdlicos conocidos.

Fosfatasa alecalina placentaria.

Hormonas vlacentarias y onroductos relacionados.

2) Presentes sdlo en tumores.

Tabla 1: Kacromoléculas humsnas fetales
asociadas a tumores.

DISTRIEUCION DE ANTIGENO CARCINOELBRIONICO N TEJIDCS.

El anticeno carcinoembrdnico ha sido detectadc en neo-
vlasias nrimarias del tracto alimentario desde el esdfago
hasta el recto, incluyendo pdncreas y sus netdstasis; en trac-

to alimentario, vdncreas e higado de fetos humanos entre 2 y



6 meses de gestacidn ( 44).

Con el desarrollo de técnicas de radioinmunoensayo se
ha comprobado la existencia de material similar al antigeno
carcinoembridnico en el suero de adultos normales y de paci-
entes con una amplia variedad de desdrdenes inflamatorios o
regenerativos gastrointestinales y de colon, neoplasias malig-
nas y benignas en diferentes sitios (67 ), pdlivos de colon,
carcinomas bronguiales (44 ), suero y tejido tumoral de pa-
cientes con cercinoma medular de tiroides ( 27 ), heces de su-
jetos normales y pacientes con tumor de colon (44 ), lavados
de colon de individuos adultos sanos (15 ).

Se ha comprobado ( 47 ) la existencia de un sitio anti-
génico presente en el antigeno carcinoembridnico comin a te-
jidos de origen endodérmico y no endodérmico (tejido fetal,
cdncer de mama, neoplasia gastrointestinal, tumor de cabeza o
cuello); seria un sitio idn-sensitivo que ademds de locali-
zarse en la molécula de este antigeno estaria también presen-
te en moléculas estructural y quimicamente similares a é1, que
se encuentran a bajas concentraciones en colon y pulmdn nor-
males. E1 coloan o el higado normales no presentan suficiente
cantidad de antigeno carcinoembridnico (se necesita al menos

1 ug) vara precipitar anticuerpos anti antigeno carcinoembrid-



nico ( 8 ).

Fartin y lartin (50 ) detectaron dos antigenos relacio-
nados a cancer de colon, uno de los cuales puede ser identi-
ficado con el antigeno carcinoembridnico descrinto por Gold

y col. (23 ). Ellos demostraron que estos antigenos estdn

también presentes en rucosa de colon no cancerosa vero en con-
centraciones mucho menores que en tumores intestinales, lo Gue
indicaria que las diferencias entre tejidos digestivas norms=-
les y cancerosos pueden ser cuantitativas mds que especifica-
mente cuslitativas; en casos de colon normal distal a un adeno-
carcinome la presencia de estos antigenos podria deberse a una
contaminacidén con tejido tumoral, vero esto no es posible
cuando se trabaja con muestras extraidas quirdrgicamente de en-
fermos no cancerosos. Otra posibilidad seria que estos antige-
nos fueran producidos artificialmente en el proceso de extrac-—
cidn vor accidn de dcido vpercldrico sobre un antigeno rela-
cionado presente en el colon normal, rueden ocurrir pequefias
modificaciones como hidrdlisis de 2lguin residuo de azudcar como
fucosa o dcido sidlico que produzcan cambios en la especifici-~
dad de algin antigeno; tampoco se puede descartar la posibili-
dad de una reaccidn cruzada con un antigeno estereoquimicamente

similar, pero no igual, al antigeno carcinoembridnico.
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LOCALIZACION CELULAR DEL ANTIGENO CARCINOCERMBRIONICO,

Estudios morfoldgicos realizados por Gold y col.( 24 )
indican que el antigeno carcinoembridnico estd asociado con
la superficie de la célula tumoral.

El antigeno carcinoembridnico se localiza en el glico-
cdliz de la célula cancerosa de colon (2?5 ), Hay evidencias
que los constituyentes del glicocdliz son formados en la cé-
lula que ellos cubren y no son adsorbidos pasivamente del
medio circundante (34), asi el antigeno carcinoembridnico se-
ria un producto especifico de la célula cancerosa del siste-
ma digestivo, esto se confirmaria por él hecho que las célu-
las de la mucosa normal de colon cercana a la masa cancerosa
no oresentan antigeno carcinoembridnico en su glicocdliz( 2% ).

La posible funcidn del antigeno carcinoembridnico en la
c€lula cancerosa del sistema digestivo no estd clarificada
por su localizacidn estructural. Se han propuesto varios roles
nara el glicocéliz normal (25 ): participacidn en los mecanis-
mos de absorcidn y transporte, caracteristicas eléctricas,
comportamiento inmunoldgico y adhesidn intracelular. Seria
especulativo considerar las mosibles modificaciones en estas

funciones acue se efectuarian por la aparicidn del antigeno



carcinoembridnico en el glicocdliz de la célula epitelial del
sistema digestivo en su transformacidn maligna.

Varios estudios indican que la adquisicidn de un antigeno
tumoral estd acompafiada vor la vérdida de antigenos normales
citoplasmdticos y suverficiales( 6,56 ) lo que sugiere que puede
existir una relacidn precursor-oroducto entre el antizeno nor-
mal y el tumoral; el drea de pérdida de los antigenos normales
en un tumor encierra aguellas dreas en gue se puede demostrar
el antigeno carcinoembridnico.

La produccidn de antizeno carcinoembridnico es dependien-
te de la accidn secuencizl de glicosil transferasas. Sezun
Hakomori y lurakami(26) el tumor falla en completar sus anti-
genos, él menos los de naturaleza lipidica, es decir que el an-
tigeno carcinoembridnico podria ser un antigeno normal incomvle-
to, cabiendo la posibilidad que el producto normal sea degrada-
do 2 antiseno carcinoembridénico, 1o cual exnlicaria su presen-
cia en tejidos donde la2 autdlisis o tratamientos cuimicos pueden
producir pérdida de residuos terminales de hidratos de carbono
(44 ).

Por estudios inmunoenzimoldgicos ( 21 ) el antigeno car-
cinoenbridnico anarece como un commonente intimamente asociado

con la capa externa del borde estriado de las células columa-
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res de la mucosa rectocoldnica normal,y con la capa externa del
volo apical de células de cdnceres de recto y colon., También
aparece como comnonente intracelular de células epiteliales de
mucosa rectocoldnica normal y de células secretantes de mucus
en tumores. Su presencia en la cubierta o en el interior de 1la
célula estd relacionada con su grado de diferenciacidn, sea o
no cancerosa; se ha observado una progresiva acurmulacidn del
ant{ceno en célulzs epiteliales de colon normal que sufren ma-
duracidn, Es decir que el antigeno carcinoembridnicc seria una
glicoproteina normal constituyente de las células eviteliales
de la mucosa rectocoldnica adulta humana, sintetizada y des-
carzada por estas células, lLa diferencia en el contenido del
antigeno entre la rmcosa normal y la tumoral parece ser cuanti-
tativz y se puede explicar, en parte, vor el hecho gue en suje-
tos normales es excretado mientras que en cancerosos permanece

en cavidades cerradas donde alcanva altas concentraciones,

CONPQITICTON NUINICA DEL ANTIGHNO CARGINCELBRIONICO,

El antirene csrcinoembridnico es un comnlejo nroteina -
rolizacdrido soluble en 2gua(4l), en dcido vercldrico 1,0 M
y en sulfato de amonio 507 de saturacidn( 67 ). Los andlisis

de meso molecular indican una media de 200.000 dzltons con
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variaciones entre 120.000 y 220,000 Aaltons(4,29,33). Tiene mo-
vilidad electrcforética B en rel de asar (50 ). Su coeficiente
de sedimentacidn es 7-8 S (22 ).

El contenido de hidratos de carbono variz entre 50 - 75%
de la molécula ( 2 ) siendo el mds a2bundante N-zcetil slucosa-
mina (aoroximadamente 25% de cada vrevaracidn de antireno car-
cinoenbridnico) ( 4 ); nresenta también residuos de malactoca,
manosa, clucosa, fucosa y dcido sidlico ( 41 ). ILa nresencia de
nanosa y la ausencia de N-z2cetil salactosaminza hace cue este
antigeno se diferencie de las sustancias de sgrunos sansuineos
(44 ),

El antireno carcinoembridnico es electroforéticamente
heterogéneo siendo resmonsable de este fendmeno el dcido sidli-
co ( 4 ), se conmmrobd cue hay correlacidn entre el aumento de
caron nesativa y el contenido creciente de deido sidlico (7 ).

El antigeno carcinoembridnico vnresenta 0,01% de £cidos
graso§ (4).

Krurey y col., (41 ) Ademostraron cue este antiseno nresen-
ta 14 reeiduos de 2minodcidos diferentes: contiene 26 residuns
de tirosina (71) y de 12 = 17 de cintefna ror moldeula (2),.

El anticeno carcinoembridnico mds cue unz proteina homo-

, . r d - ’
renea simple seri2 un gruvo de moleculas oncodesarrolladas es-—



=
n

~ypachamente relacionadas que comvarten ciertas carazcteristicas
generzles: peso molecular arroximadamente 200,000, nresencia
en la mayoria ée adenocarcinomes humanos de colon, solubilidad
en £cido percldrico, etec ( 13, 45 ).

Se han descritto una serie de anticenos cue dan reaccidn
cruzada con esta slicoproteina: NCA (anticeno no csnecifico de
reaccidn cruzada) (40 ): NG? (=liconroteina normal) (29 ); NFA
(ant{zeno normal de heces)(52 ) y otros antigenos similares
(4 ).

NCA es una glicoproteina presente en tejidos humenos nor-
males, no es especifiza de drzano ni de tumor, es de bajo veso
molecular; su constante de sedimentacidn es 2=-4 S, tiene movi-
lidad electrofordtica b (40 },

HGP es mna slicovproteina de bz jo neso molecular con movi-
lidad electroforética @ ; nuede ser extraida en cantidades
imnortantes de mulmén y bazo normales, y en menor grado de hi-
sado, marma, ordsteta e intestino normaler (49 ),

»
i

T7A ea un 2ntigeno extraido de heces de adultos normales

-—

ane difiere inmunoldsicamente de NCa 4 NGP (52 ).
T5 identidad parcinl entre el anticeno carcinoembridnico
y estas ~liconroteinas normales nodrin deberse a nue estén co-

AiTicados mor r~enes hondlosos origcinndos vor dAunlicacidn de un



~en ancestral comin ( 49).

Semin Matsunka y col ( 51) 12 molécula de antigeno car-
cinoembridnico »resenta tres determinantes antisénicos: uno
céncer esnecifico v otros dos que reaccionan cruzado con NCA y
NFA resnectivamente. Tor tratamiento con pepsina se destruyen

=
vl

los tres, en cambio al digerir con pronasa &, una enzimz pro-
teolitica derivada de Strentonyvces grisens, sdlo =e destruye
el determinante cdncer esrecilico v se liberan fos fragmentos
anticénicns correswmondientes 2 los determinantes NCA v NTA:
estos resultados sucieren cue el vrimero seria de naturaleza
nroteica; se debe tener en cuentza que 21 ser 2l antiseno car-
cinoembridnico de naturaleza gliconroteica nuede tener también
determinantes molisacaridicos, aderds nuede haber determinan-—
tes secuenciales y conformacionales ( 2 ), Le nresenciz de re-
siduos de cisteina en la molécula del antiseno carcinoembrid-
nico nermite la formacidn de uniones disulfuro intramolecula-
rez ( 21 ) cuve modificarian la estructura »rimaria e inducirian
una conformncidn cue nodria estar involucrnda en la actividad
antizénica de esta zliconroteina, va cue se ccmnruebz cue la
reduccidn fe eszs uniones disrinuve en ur 90% esta actividad
(2).

destwood y col (71 ) efectuaron rustitucicnes cuimicas
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en los residuwos de tri»ntofano, tirosina, histidina y arginina
del antigeno carcinoembridnico y observaron cue no hubo cambios
significativos en la capacidad de unidn &el antigeno 21 =2antisue-
ro homdlozo, es decir que estos residuos no estarian involucra-

dos en la unidn Ag-Ac.

AMTTICUERP05 ANTI ANTIGENO CARCTHOALBRIOWTICH M DACIENT

]
9]

Por estudios <eroldsicos ce ha demostrado que el 70% de
los nacientes de cancer no metastisico del sistema digestivo,
y un morcentaie similar de mujeres durante el embarazo y
neriodo nost-narto contienen anticuernos =2nti antizeno carcino-
embridnico en su suero; nero en macientes donde el tumor ha su-
frido diseminacidn del sitio »rimario no se detectaron estos
anticuernos ( 24, 67). Se nostularon dos exnlicaciones »ara
esta observacidn:
1) puede ser que una oran masa de tumor absorba los anti-
cuermnos anti antizeno carcinoembridnico al circular la

sancre mor el teiido tumoral,

?) es nosible eue el teiido tumoral libere antizeno car-
cinoembridnico directamente en circulacidn alcanzando

una sran concentracidn, y se formen asi comnlejos As-
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Ac en exceso de antizeno, Ae +ta2)] manerzs cuve 1los anti-
cuernos anti antizeno carcinoembridnice no estén dis-
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Tuede ser que estos anticuernos no sean citoliticos ¥
actuarisn entcnces favoreciendo el crecimiento tumoral, va
sue »revenirfizn el ataoue del tumor por algun mecenismo celu-~
lar citolitico ( 9,24 )},

¥ellstrém v col, (30 ) han mos%rado ~ue el suero de pa-
cientes con tumores conitiene un factor blcouezante gue orote-
ge al tumor del atague mor linfocitos sensibilizados, y que

nodria tratarse de un comnlejo Ag-Ac.

PPODUCCICH DE ANTIGENO CARCINOEEBRIONICO IN VITRO,

Se ha comprobado la nroduccidn de =a tigeno carcinoembrid-
nico vor liness celulares Aerivadas de cercinomas. isi, se han
mantenido teiidos derivados de cfncer de colon mor 7 afos v Ade
metdstesis en hirado de un emrcinormn ~fe+trico nor 8 afios fetec-
tfndose 1n nroduceidn fe =ntf~ens —=er inrunofluorescencia ( 22 ).
Pllison v col. (17 ) estabhlecieron wnn linea celular derivazda
e mn retdetasis en nddulo cunrsclaviecular de un carcinoma

hronauial ¥y comprobaron cue la ecntidad de anticeno carcino-
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nrhridnico Yiterzdo es directamente nroworcionel a2l mimere &e
calulas v permanece constente durante varias generaciones, a2l
menos 80 nasajes, si nn se rodifican lzg condiciones de cul-
tivo, vero =i se alteran de modo cue la Aivisidn celular sea

rés rdnida disminuye la cantidad liberada. Si se establecen

comficiones tdxicnas letales o subletzles se nroduce una inne-

(]

iate liberacidn de antigeno carcinoerbridnico,

Navid ¥ col, (10 ) commrobaron aue el antiseno carcino-
erbridnico »roducido in vitro mor un cultivo de células deri-
vadas de un adenocarcinona nrimario de colon hurmano tiene ca-
racteristicas similares al aislado de metdstasis de tumor de
colon,

sarnon y col, ( 2 ) sintetizaron un péntido constituido
nor les once 2mino-dcidos 2mino terminales del antizeno car-
cinoerbridnico, y lo utilizeron mara inrunizaer conejos obte-
niendo un a2ntisuero nue no reacciond con el zntiseno nuro y

si 1o hizo con un extrzcto crudo, es decir cue no reconocid

)

la nroteina nativa mero si a una forma modificada o a Pro-

de desradacidn que estarian nresentes en ese exiracto.

ducto

0]

Tamhién reazcciond con suero de nacientes de adenncarcinoma
de tracto dicestivo y no con suero de nacientes de otrzas neo-

~lasins 0 individuos normales: es decir ~ue zlsunos vacientes
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Tueden contener en su suero anticeno carcinoembridnico intme-
to, v otros »nueden contener nroductos de su derradacidn par-

cial o arbos nroductos.

NIVELYS DE ANTIGENC CARCINCELBRIONICO,

Ugan y col (14 ) determinzron mor resccidn de radiocin-
munoensayo 12 concentrazcidn del antireno carcinoenbridnico en
nlasma estableciende tres niveles:

Normal <{ 12,5 ng de CEA / ml de plasma.
Intermedio 12,5~40,0 ng de CEA / ml de nlasma,
Alto > 40,0 ng de CiA / ml de plasma,

Si antes de la intervencidn nuirdrcica el nivel de anti-
geno carcinoembridnico es alto decrecer? a valores normales
entre dos y dieciocho Aias desnués de la oneracién, cuanéo el
turor ha sido cornletamente er¥tirmado; en casn de mantenerse
un nivel a2lto ello indicaria una enfermedad residual o metds-
tasis (44 ).

Los niveles 4e nntigeno carcinoerbridnico con rdnida-

rente clarificndos de circulacidn = través del hiassde (66 ),
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\PTICACIONES CLIMICAS DEL ANTIGENO CARCTINOELBRIONTICO.

Tnicialmente el antiseno corcinoermbridnico fue conside-
rado una susta2ncia esmecifica de cdncer del tracto direstivo
inferior (23 ) mero estudios nosteriores han Aetectado su mre-

sencia en tejidos normales, en diversas manifestaciones neo-

).

-3

nldsicas y en enfermedades benizonas ( 15, 27, 44, 50, 6

N

Es decir rue no es esnecifico de tumor vy les diferencias de
sn nresencia en teiidos normales y neomnldsicos es cuantitati-
vs mAis cue cualitative.

Los valores nlasmiticos del antigeno carcinoembridnico
se encusntran elevados en individuos fumadores sanos, vacien-
tes con tumores gastrointestinales, de veii~a y de mema (43 ),
neuroblastomas, diverticulosis, dlcerz véntica, conlitis ulce-
rosz y enfermedad de Crohn ( 44 ),

Debido nA ecsta falta de eosvmecificidad no ce nuede utili-
7oy la determinccidan de ant{gero carcinoembridnico como un in-
Aice Aefinitivo de dicegndstico de cdncer de colon ra ~ue po-
drian obtenerse resultados falsos mositivos,

tai, las -rincinales aplicaciones clinicas de la estima-
cidn de antiseno carcinoembridnico son tres:

1) Constatar la efectividad de un tratamiento: la deter-



- .
nminzecidn zntes y tres sema&nas después de una operacion
s .. . < 2 . 1- N Ta - .

2 wumn i1dicacion del éxito de la nisma, lLa variacion
Ael nivel durante radicterania o aquimioterania nermite
conocer la efizicncia del tratamiento y de las dosis

usadas.,

AL ]
f—

Netectar recurrencias o metistasis: la elevacidn del
nivel de antizeno carcinnembridnico en individuos oue
habian alcanzado valores normales lueso de una inter-

- ’ ” . Iy o 2
irurgica, indica wn~ recurrencia o netasto-

<
o
o]
Q
H
[o18
3
Q
o
o

(e
A

Ayudar en el diasndstico de céncer como un cormlemen-
to de otras nbmervaciones clinicas.
E1 nétodo aue se usa normalmente nara 12 deteccidn del
antizeno carcinoembridnics es el radioinmmnnensazyo aque fue
ens2yv~do mor nrimera vez mara esta sustanciz2 por Thomson en
1969 ( 67 ).

125 ,
ntigeno

0}

Este ensavo recuiere la marcneidn con I del
carcinorrbridnico., Las 0lécules marcadas v nativas ze incu-
ban de %2l manera cue comnitan »or los <itios esnecificos Adel
anticuermo 2nti antireno carcinoerhridnico efectudndozme lue-o

12 senaracidn del compleio Aec-ic del antireno libre, cue se

suede losrar mor 1o téenica de Ferr (19)que usa sulfato de amo-



nia ol 805 -arn vracginitar el aommledns, se muade emnlenr un

o

secundo anticuerno (6 ) o un ~el de Taaiatn Ae zipconila (27 ).

’



OBJETIVOS

Fl objetivo de este trabajo fue aislar y vurificar antige-
nos cancerosos, nara tal fin se usaron tumores de colon de in-
dividuos adultos de raza caucdsica. Se efectuaron estudios fi-
sicos, quimicos e inmunoldgicos con los materiales obtenidos
en las distintas etapas de purificacién identificdndose el an-
tizeno carcinoembridnico y comprobdndose el grado de nureza
obtenido.

Estos antigenos fueron utilizados para inmunizar cone jos,
se obtuvieron asi antisueros contra el extracto bruto de glico-
protefnas v el antigeno carcinoembridnico nuro. Se estudiaron
las caracteristicas de estos antisueros y se analizd mor dis-
tintas técnicas inmunoldsicas la resnuesta de los animales en
los diferentes estadios de inrmunizacidn,

Se montd la técnica de radioinmunoensayo con los distin-
tos antisueros y antisenos obtenidos y se usd para dosar el
contenido de antizeno carcinoembridnico en mezclas de sueros
de pacientes con alta y baja concentracidn del antiseno, medi-
da previamente por métodos comerciales. Se compararon los re-

sultados obtenidos con antisueros gue habian tenido una buena

respuesta al extracto bruto y nobre al antigeno puro y vice-
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versa, buscandose la significacidn entre los distintos anima-
les, sangrias, grado de purificacidn del antigeno e interac-
ciones conjuntas., Asimismo se compararon con los resultados
obtenidos con vroductos de naturaleza comercial, en los que
el antisuero utilizado se obtiene por inmunizacidn de animales
con extracto de metdstasis de tumor de colon,

Se trataron de establecer las me jores condiciones para
una segurs identificacidn y cuantificacidn del antigeno car-

cinoembridnico.
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MATERIALES Y NMETODOS

TEJIDOS.

Todas las muestras utilizadas en este trabajo correspon-
den a tejidos humanos adultos,

Los tejidos normales fueron obtenidos de autopsias rea-
lizadas hasta 24 horas después de la muerte o de operaciones
quirirgicas de adenocarcinomas de colon, habiendo sido extra-
idos a una distancia mayor de 8 cms del tumor. Se procesaron
9 muestras con un peso total de 230 gramos.

Los tejidos tumorales se obtuvieron de individuos opera-
dos guirdrgicamente en el Hospital Italiano de Buenos Aires,
de adenocarcinomas primarios de colon, diagndstico estableci-
do por observacidn histoldgica en todos los casos. El peso de
las muestras, luego de haber separado los tejidos normales,
varid entre 2,8 y 130,0 gramos. Se procesaron 32 tumores con
un peso total de 1250 gramos,

Luego de su recepcidn las muestras se conservaron a -70°C

hasta el momento de su procesamiento.



EXTRACCION DE GLICOPROTEINAS.

Se siguid la técnica descripta por Edgington y colabora-
dores (13 ). E1l procedimiento fue el mismo tanto para muestras
de colon normal como tumoral,

El tejido se cortd con bisturi en trozos de 1 - 2 mm y
se homogeneizd con dos volumenes de cloruro de sodio 1 } en
homogeneizador Omi Mixer (Sorvall Inc.) a le mdxima velocidad
durante 20-30 minutos a 0°C. Se mantuvo 18 hs a 4°C. Al cabo de
ese perfodo se volvid a2 homogeneizar y se filtrd a través de ny-
lon. A fin de eliminar los restos celulares se centrifugd 2 ho-
ras a 68,000 x g a 0°C en ultracentrifuga Beckman Lodel L—2'con
rotor Beckman SW-27 Swinging Bucket. Se descartd el precipitado
y el sobrenadante se dializd a 4°C durante 24 hs contra cuatro
cambios de solucidn reguladora de fosfatos 0,01 M pH 7,0 (PBS)

Yy luego 2 hs contra dos cambios de agua deionizada. El1 material
insoluble se elimind centrifugando nuevamente a 68000 x g duran-
te 2 horas., Para extraer las glicoproteinas, el sobrenadante de
esta centrifugacidén se 1llevé a 0,9 M en dcido percldrico agre-
gando la cantidad adecuada de dcido concentrado. Se agitd mag-
néticamente a temperatura ambiente durante 30 minutos y se cen-

trifugd en centrifuga refrigerada International PR-2 con rotor
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284 a 1800 x g durante 30 minutos a 0°C, El precipitado se des-
carté y el sobrenadante, luego de ser neutralizado con hidrdxi-
do de amonio concenirado,se dializd durante 24 hs a 4°C contra

cuatro cambios de agua deionizada, se liofilizd y conservd a

4°C,

PURIFICACION DE ANTIGENOS.

Electroenfoque en gradiente de sacarosa,

Se realizd electroenfoque en una columna LXB 7900 Univhor
de 90 ml (LKB Stockholm, Sweden). Todos los procedimientos se
efectuaron de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes (46).

Se usd un gradiente estabilizante de 0 a 50% de sacarosa
con 1% de anfolito carrier Ampholine (LKB, Stockholm, Sweden)en
un rango de pH de 3,5 a 6,0, & 1% de anfolito carrier Pharmalyte
(Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden) en un rango de
pH de 2,5 a 6,5, La muestra (15 a 50 mg de glicoproteinas) fue
distribuida a lo largo del gradiente de sacarosa, colocdndola en
el compartimento de la solucidén liviana del mezclador del gra-
diente,

El electrodo superior de la columa correspondid al cdto-

do y el inferior al dnodo., La solucidn catddica usada fue hidrd-
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xido de sodio 0,2 M y la anddica sacarosa 56% en dcido fosfdri-
co 0,93%. E1 proceso de electroenfoque se realizd durante 24 hs
a un voltaje constante de 600 V e intensidad de corriente va-
riable entre 2,4 y 50,0 mA a 10°C, Al cabo de dicho tiempo el
contenido de la columna fue eluido con una bomba peristdltica
Amicon LP-1 a una relacidén de flujo de 90 ml/hora. Se recogie-
ron fracciones de 4 ml y se midid el pH de cada una de ellas en
un pHmetro Radiometer Copenhagen NV; las fracciones correspon-
dientes al rango de pH del anfolito usado se dializaron 24 hs
contra varios cambios de agua destilada a fin de eliminar saca-
rosa y anfolitos. Se midié la densidad Sptica de cada dializa-
do a 280 nm en un espectrofotdmetro Beckman DB. Se hizo una mez-
cla con las fracciones obtenidas en distintas corridas de elec-
troenfoque gue presentaban igual rango de pH y picos de densi-

dad Sptica, se liofilizd y conservd a 4°C.

Filtracidn molecular,

La fraccidn de electroenfoque corresvondiente a pH 4,60 -
4,95 se disolvid en PBS (1,4 - 3,4 mg/ml) y se sembrd en una
columma de Sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals Ab, Upnsala

Sweden) de 20 x 1,83 cm, equilibrada con el mismo buffer, que
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tamhién se usd vara eluir ( 37 ). Se recogieron fracciones de 4ml
a una relacidn de flujo de 40 ml/h. Se ridid la densidad dotica
a 280 nm; se mezclaron las fracciones cue correspondian a picos
de densidad dptica y se liofilizaron,

Previamente se calibrd la colurma con 2 mg de catalasa de

nigado bovino C,. (PM: 250,000) y 2 mg de trivsina de pdncreas

40
Difco (PM: 23,800) disueltos en 2 ml de PBS, ce trabajé en las

mismas condiciones que con las ruestras,

OBTENCION DE ANTISUEROS.

Antisuero anti extracto vercldrico de glicovroteinas de colon

normal,
Se inyectaron una vez por senana 2 conejos de aproximada-
mente 2,5 kg de peso con extracto percldrico de glicoproteinas

de colon normal, En el Cuadro 1 se detalla el esquema seguido.

CONEJC | ANTIGENO [ng INYEC~-|TOTAL IN-| VIA |DESCANSO {SANGRIA
TADOS., YECTADO
HASTA EL
TIEWPO
JE SAN-
ORIa(me)

N° 1 |Extracto 0,35 2ml sq
percldri- espal
co de gli- da.
coprotei-|{ 0,35 2ml sc
nas de co- esval-
lon normal da.
con adyu- 0,235 2nl sc
vante de esnal-
Freund da,
conmpleto., 0,25 2ml icp
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CONEJO | ANTIGENO|mg INYEC-|TCTAL IN- VIA |[DESCANSO [ SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EL
TIEPO
DE SAN-
SRIA(mg)
5 semanas
Extracto 0,35 2ml sc
percldri- espal-
co de gli da,
coprotei- 0,35 2ml sc
nas de co espal-
lon nor- da,
mal con 0,35 2mi sc
adyuvante espal-
de rreund da.
incornple- 0,35 2ml idpl
to.
l semanas
idem 0,35 Aml sc
espal-
da.
0,35 Iml sc
espal-
da.
0,35 3uml sc
espal-
éa,
0,35 3ml idp
4,20 1° san-
gria: 17
semanas,
4 semanas
idem 0,35 3ml sc
espal-
da.
0,15 iml sc
esnal-

da.
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CONEJO| ANTIGENO |mg INYEC-|TOTAL IN- VIA DESCANSO|SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EL
TIEMPO
DE SAN-
GRIA(mg)
0,35 3ml sc
Espal-
a,.
0,35 3ml idp
5,60 2da, san-+
gria: 6
semanas
(23 se-
manas to-
tales).
4 semanas
idem 0,35 3ml im
0,35 3ml im
0,35 3ml im
0,35 3ml im
4 serianas
idem 0,35 0,5ml
im
0,35 0,5ml
im
0,35 0,5ml
im
0,35 0,5ml
im
4 semanas
idem 0,35 0,5ml
im
0935 O,5m1
im
0,35 0,5ml
im
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CONEJO | ANTIGENO |mz INYEC-| TOTAL IN| VIa DESCANSO | SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EI4
TIENPO
DE SAN-
GRIA(mg)
0,35 0,5ml
im
9,80 3ra.san-
eria: 19
semanas
(42 sema-
nas tota-
les).
N° 2 [(Extracto 0,35 2ml sc
nercldri- espal-
co de gli- da,
coprotei- 0,35 2ml sc
nas de co- espal-
lon normal da,
con adyu- 0,35 2ml sc
vante de espal-
I'reund da,
completo. 0,35 2ml ido
5 semanaé
Extracto 0,35 2ml sc
nercldéri- espal-
co de gli- da,
coprotei- 0,35 2ml sc
nas de co=- espal-
lon normal da.
con adyu- 0,35 2ml sc
vante de espal-
Freund in- da.
completo. 0,35 2ml idp

4 semanas
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CONEJO ANTIGENO|mg INYEC-| TOTAL IN- VIA DESCANSC| SAIGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EL
TIELPO
DE SAN-
GRIA(mg)
idem 0,35 3ml sc
espal-
da.
0,35 3ml sc
esnal-
da,
0,35 3ml sc
espal-
da.
0,35 3ml idp
4,20 1° san-
gria: 17
semanas
1l semana
4,20 2da.san-
sria: 1
(18 se~-
manas to
tales).,

Cuadro 1l: Inrunizacidn de conejos con extracto percldrico de
glicoproteinas de colon normal.

Antisuero anti extracto percldrico de glicorroteinas ae colon

tumoral.
Sz inyectaron una vez por semara 3 conejos de anroximada-

mente 2,5 Kg de peso con extracto percldrico de glicoproteinas
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de colon tumoral. En el Cuadro 2 se detalla el esquema seguido.
CONEJO |ANTIGENO | mg INYECH TCTAL IN| VIA DESCANSO | SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EL
TIENMPO
DE SAN-
GRIA(mg)
N° 3 | Extracto 6,00 3ml sc
vercldri- esvalda,
co de gli] 0,60 0,3ml
coprotei- Sc es-
nas de palda,
tumor de 0,60 0,3ml
colon con Sc es-—
adyuvante palda.
de Freund| 0,60 0,3ml
completo. idp.
4 semanas
Extracto 0,60 1,3ml sc
percldri- espalda.
co de gli 0,60 1,3ml sc
coprotei- espalda.
nas de 0,60 1,3ml sc
tumor de espalda.,
colon con 0,60 1,3ml
adyuvante idp.
de Freund
incomple-
to.
10,2 1° san-
gria: 9
semanas.
2 semanas
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CONEJO | ANTIGENO|{mg INYEC-( TOTAL IN| VIA DESCANSO [SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EL
TIENPO
DE SAHN-
GRIA(mgz)
idem 0,60 4,5ml
sc es-
valda.
0,60 4,5ml
sc es-
palda.
0,60 0,6ml
sc es-
palda,
0,60 0,6idp
2 semanas
idem 0,60 0,5ml
sc es-
pelda,
0,60 0,5ml
sc es-
palda,
0,60 0,5ml
im,
0,60 0,5ml
im,
2 semanas
idem 0,60 0,8ml
im,
0,60 0,8ml
im,
0,60 0,8ml
im,
0,60 0,8ml
im,
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CONEJO | ANTIGENG |mg INYEC- [TOTAL I3 VIA DESCANSO | SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EL
TIENPO
DE SAN-
GRIA(mg)
17,4 2da.san-
sria: 19
semanas
(28 se-
manas to-
tales).,
8 semanag
idem 0,30 0,5ml sc
espalda.
0,30 0,5ml sc
espalda.
0,30 0,5ml sc
espalda.
0,30 0,5ml
idp.
18,6 3era. san
zria: 13
semanas
(41 sema-~
nas tota-
les).
6 semanasg
idem 0,30 0,5ml sc
espalda.
0,30 0,5nl sc
espalda,
0,30 0,5ml sc
espalda,
0,30 0,5ml

ido.
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CONEJC |ANTIGENO |mg INYEC-|TOTAL IN VIA DESCANSO | SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EL
TIELPO
DE SAN-
GRIA(mg)
19,8 4ta., san-
gria: 11
semanas
(52 sema-
nas tota-
les),
L1 semanas
idem 0,20 1,2ml sc
espalca,
0,30 1,2rl sc
espalda.
0,20 1,2ml sc
espalda.
0,20 1,2ml
idp.
21,0 5ta., san-
sria: 16
semanas
(68 sema-
nas tota-
les),
N° 4
(Hasta
la 4te.
sangria
el esque
ma es si
milar al
del Cone
jo N° 2)

5 semanas
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CONBJC| ANTIGsNU|mg INYEC-|TOTAL 1IN} VIA DESCANSO| SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EIj
TIELMPO
D& SAN-
GRIA(mg)
cxtracto 1,25 5ml sc
nercldri- espalda.
co de gli
coprotei-
nas de
tumor de
colon con
adyuvante
de Freund
incomple-
to.
21,05 5ta,san-
gria: 6
semenas
(58 se-
manas ).
N° 5
Iden
cone jo
Ne 3
Cuadro 2: Inrunizacidn de conejos con extracto percldrico de

glicoproteinas de colon tumoral.

Antisuero anti antigeno carcinoembridnico.

Se inyectaron semzna&lmente 2 conejos de aproximadamente
2,5 kg de peso con antigeno carcinoembridnico obienido por pu-

rificacidn del extracto percldrico de glicoproteinas de colon



tumoral por electroenfoque y filtracidn molecular. En el Cuadro

3 se detzlla el esguera seguido.

CONEJO| ANTIGENOjug INYEC-{ TOTAL IN| VIA DESCANSO [SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EL
TIERPO
DE SAN-
GRIA(ug)
N° 6 | Antigeno 25 0,3ml sc
carcino- espalda.
embridni- 25 0,3ml sc
co con espalda.
adyuvante 25 0,3ml sc
de Freund espalda.
completo. 25 0,3ml
idp.
100 1° san-
aria: 3
semanas.
4 semanag
Antigeno 25 0,3ml sc
carcino- espalda,
embridni- 25 0,3ml sc
co en ad- espalda.
yuvante 25 0,3l sc
de Freund esvalda,
incomple- 25 0,3ml
to. iép.
200 2da, sani
cria: 6
seranas
(9 sema-
nas tota
les).

31 semanacd
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CONEJO| ANTIGENO|w.g INYEC-| TOTAL I VIa DESCANSO | SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EI
TIEKPO
DE SAN-
GRIA(ug)
idem 25 0,3ml sc
espalda.
25 0,3ml sc
esvpalde,
25 0,3ml sc
espalda.
25 O,2rl
idp.
300 Bera, san
eria: 6
semanas
(15 sema-
nas tote-
les ).
N°o 7 (iantigeno 246,0 0,3l sc
carcino- espalda,
embridni- 24,6 0,23ml sc
co en ad- esnalda.
yuvante 24,€ 0,3ml sc
de IFreund espalda.
comnleto, 24,6 0,3ml
idnp.
319,8 1° san~
rria: 3
bemanas,
l semanas
Antigeno 24,6 0,2ml sc
carcino- esvalda.
enmbridni- 24,6 0,2ml sc
co en ad- esnalda.




CONEJO| ANTIGENO |ng INYEC|TOTAL IN| VIA DESCANSO| SANGRIA
TADOS YECTADO
HASTA EL
TIENPO
DE SAN-
GRIA(ug)
yuvante 24,6 0,3ml sc¢
de TFreund espalda.
incomple-| 24,6 0,3ml
to. idp
418,2 2da. san
gria: 3
semanas
(10 sema-
nas).
Cuadro 3: Inmunizacién de conejos con antigenos carcino-

enbridnico.
En todos los casos los éonejos fueron sangrzdos nor nruncidn
cardiaca.
DETERMINACION NE PROTEINAS.

Se utilizd el método de Lowry y col. ( 48 ) para determinar
la concentracidn de proteinas durante la purificacidén del ant{-
geno carcinoembridnico y de los distintos antisueros obtenidos.

Se usd sero albimina bhovina BDH como proteina standard.

DETERMINACICN DE GLICOPROTEINAS,

Se deternind la concentracidn de glicoproteinas de acuerdo

a Dubois y enl,.(12 ), Se usd una solucidn standard de manosa
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(30 mg/ml) y galactosa (20 mg/ml) pare realizar una curva de

calibracidn.

IMARCACION RADIOACTIVA,

Se marcaron con radioactividad segin el método de Hunter
y Greenwood ( 32), extractos percldricos de glicoproteinas de
colon normal y tumoral, fracciones de electroenfoque y anti-
geno purificado por filtracidn molecular.

La mezcla de reaccidn consistié en 50 ul de cloramina T
(3,5 mg/ml en buffer fosfato 0,05 i pH 7,4), 50ug de proteina,
0,5 mCi de 1251Na (New England Nuclear) y 25 ul de buffer fos-
fato 0,05 M pH 7,4. Se dejé en contacto un minuto a tempera-

tura ambiente y se detuvo la reaccidn por adicidn de 75 ul de

metabisulfito de sodio (4 mg/ml de buffer fosfato 0,05 M pH 7,4),

5
lQ’INE:. no reactivo por cro-

La oroteina marcada se sevard del
matosraf{z en una colurna de (27 x 1) cms de Sephadex G25

(Pharnacia Fine Chermicals AB Upvsala Sweden) equilibrado con
buffer fosfato 0,05 li pH 7,4, cve también se usd para eluir.

Se recogieron fracciones de 0,5 nl, y se midié la radioactivi-

dad de cada una,
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CONDICIONES DE LECTURA PLRA léil.

Se usd un contador de pozo Tecnuar-Tria 300 Liodelo CE,
con cristal de ioduro de sodio activado con talio de 1 3/4 x
2 pulgadas, fotomultiplicador tipo RCA GG55 A, Kv = 0,9 Ate-
nuador x 1, v = 6,6, ancho de canal x 100, nivel de canal 1,2,

Tiemce: entre 30 y 60 segundos,

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA,

Deteccidn de oroteinas.

Se realizd de acuerdo a la técnica de Davis y Ornstein
(11 ). Se utilizd gel de acrilamida 7% como gel separador y
1,25% como gel espaciador en buffer tris-glicina pH 8,3. Se
sembraron 250 ug de proteina vor gel. La electroforesis se
llevd a cabo durante 2,5 a 3 horas, el voltaje varid de 140 V
al comienzo de la corrida a 300 V al término de la nisma y
la intensidad de corriente fue de 3 mA por tubo hasta que el
colorante indicador (azul de bromofenol lmg.% en agua desti-
lada) atravesd el gel espaciador y luego se aumentd a 5 mA

nor tubo,
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Una vez finalizada la corrida electroforética se sevard
el gel del tubo de corrida y se tifi§ durante 18 horas con azul
de Coomasie 10 mg % en metenol: dcido acético: agua destilada
(4: 1: 5), v luego se destifi6 con metanol: dcido acético: agua
destilada (4: 1: 15), Una vez destefiidos los geles se deter-
mind el perfil de densidad éptica a 590 nm en espectrodensitd-
grafo Crudo Camafio.

Cuando se trabajé con muestra marcada con 1251 se corri-
eron dos geles, uno se tifid con azul de Coomasie, y el otro
luego de separarlo del tubo de corrida, se mantuvo a -70°C
durante 24 hs, posteriormente se cortd en discos de 1 mm de

espesor y se midid laz radioactividad de cada disco (8§ ).

Deteccidn de glicovproteinas,

Se efectud de acuerdo a Segrest y col. ( 62 ), Se utili-
z§ gel de acrilamida 7,5% en buffer fosfato 0,1 M pH 7,2; se
serbraron 300 ug de glicoproteinas por gel, Se corrid con una
intensidad de corriente de 6 mA por tubo hasta que el coloran-
te indicador (azul de bromofenol 0,1% en agua destilada)se des-

nlazd 7 cn del origen (aproximadamente 5 horas), Se fijd duran-
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te 18 hs en etanol: dcido acético: agua destilada (40: 5: 55).
Se oxidd con dcido periddico 0,7% en dcido acético 5% durante
2 horas; luego se traté durante 3 hs con metabisulfito de so-
dio 0,2% en 4cido acético 5%, y finalmente se colocd en reac-

tivo de Schiff en el aque se conservd

INNVUNODIFUSION,

Se titularon los distintos antisueros frente a diferen-
tes antigenos por la técnica de doble difusidn de Outcherlony
(57 ) en vortaobjetos, Se determind también el titulo de IgM
e IgG para lo cual se utilizaron sueros anti Ighl y anti IgG
de conejo producidos en cabra (l'iles Yeda, Israel),

Se usd agar Oxoid N°2 1% en solucidn fisioldgica (clo-
ruro de sodio 0,15 l1) con 0,01% de azida sddica. Se incubd
en cdmara himeda a 4°C y se observé diariamente durante una
semana. Al cabo de este periodo los portaobjetos se lavaron
con solucidn fisioldgica durante 48 hs y con agua destilada
24 hs, luego se secaron con papel de filtro a 37°C durante
48 hs y se tifleron con Amido Schwartz B 0,1% en dcido acéti-

co 1 ¥: acetato de sodio 0,1 M: glicerina (45: 45: 10) y vos-
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teriormente se decoloraron con dcido acético 7%.

INL.UNOELECTROFORESIS .,

Se realizd de acuerdo al micro método de J. J. Scheidegger
(61 ). Se usé agar Noble Difco 1,5% en buffer veronal 0,05 M
a pH 8,6. La corrida electroforética durd de 45 a 60 minutos
con una intensidad de corriente de 8 mA vor vortaobjetos y vol-
taje entre 200 y 300 V. Luego de sembrar los antisueros los
portaobjetos se incubaron en cdmara himeda a 4°C, y después
del tiemvo necesario vara revelar las lineas de vrecipitacidn
(8 dfas), se lavaron durante 48 hs con solucidn fisioldgica y
24 hs con agua destilada, se secaron con papel de filtro a
37°C durante 48 hs y se tifieron con Amido Schwartz B 0,1% en
AcOH 1 K: acetato de sodio 0,1 Ii: glicerina (45: 45: 10) y

luego se decoloraron con: 4cido acético 7%,

RADIOINIUNOENSAYO,

Se basd en una modificacidn de la técnica de coprecipi-

tacidn - inhibicidn de Farr( 19).



Titulacidn de antisueros.

Se usdé como diluyente buffer borato 0,1 N, pH 8,3 con 1%
de suero normal de conejo. Se hicieron diluciones seriadas de
los antisueros y se colocd 0,4 ml de cada una de estas dilu-
ciones en sendos tubos de ensayos, se agregd 1,1 ml de buffer
borato y 0,2 ml de trazador (extractos percldricos de glico-
proteinas de colon normal y tumoral, fracciones de electroen-
foque y filtracidn molecular). Se incubd 72 hs a 4°C. Se agre-
gé 1,7 nl de solucidn saturada de sulfato de amonio y se mi-
did la radioactividad de cada tubo. Se continud incubando
otras 24 hs en las mismas condiciones. Al cabo de este perio-
do se centrifugd una hora a 1000 x g, y se descartd el sobre-
nadante., Se midid la radioactividad del precipitado y se cal-
culd el porcentaje de unidn Ag-Ac como:

cpm en el precipitado

% de unidn = . 100 (A)
Ag-hc com totales

Se graficd vorcentaje de unidn versus dilucidn del anti-
suero (escala log) y se calculd la dilucidn del antisuero que
produce un 30% de unidn ( 69) siendo cu inversa el titulo del

antisuero,
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L EACCION DE RADIOINMUNOENSAYO.

Se hicieron diluciones seriadas de los diferentes antige-
nos (extractos percldéricos de glicoproteinas de colon normal y
tumoral, fracciones de electroenfoque y filtracidn molecular )
en buffer borato 0,1 Ii pH 8,3, Se colocaron 50 ul de cada una
de estas diluciones en tubos de ensayo, se agregaron 50 ul de
suero normal de conejo, 200 ul de buffer borato y 100 ul de
antisuero en la dilucidn que produce un 30% de unidn. Las so-
luciones resultantes se incubaron 24 hs a 4°C, y entonces se
agregaron 100 ul de trazador (extractos percldéricos de glico-
proteinas de colon normal o tumoral, fracciones de electroen-
foque o filtracidn molecular) a cada tubo. La incubacidn con-
tinué en las mismas condiciones otras 72 hs. Luego de este
veriodo se agregaron 500 ul de solucidn saturada de sulfato de
amonio a cada tubo, se midid la radioactividad de cada uno de
ellos y se incubl otras 24 hs. Finalizada esta incubacidn se
centrifugd una hora 1000 x g y se descartaron los sobrenadan-
tes. Se midid la radioactividad de los precipitados y se cal-
culd el norcentaje de unidn seguin la fdérmula (A); se graficd

rorcentaje de unidn versus cantidad de Ag.
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Al trabajar con muestras de mezclas de sueros de nacien-
tes de baja y alta concentracidn de antigeno carcinoembridnico
se reemvplazaron los 50 ul de antigeno por SO ul de suero sin
diluir, y no se agregd suero normal de conejo por lo que se de-
bid agregar 250 ul de buffer borato en lugar de 200 ul, opara

jgualar los volumenes.

KBétodos comerciales de radioinmunoensayo.

- Método del Laboratorio Sorin Biomédica (Vercelli, Italia) mo-

dificado por este laboratorio: Consiste en hacer diluciones

seriadas al medio de una solucidén madre de 320 nanogramos
de CEA por ml de buffer veronal pH 8,2 - 8,6 hasta 5 ng/ml

(st 1 a 7).

El esquema de la reaccidn es el siguiente:
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Todos los volumenes estdn expresados en ul.

Luego de la vl:iima incubacidn se centrifuga 10 minutos a
1500 - 2000 g a temperatura ambiente., Se descarta el sobrenadan-
te y se lee la radioactividad de cada precipitado. Se calculse
el vorcentaje de unidn como:

cpm en el precinitado
100

% de unidn
cpm totazles

Se grafica concentracién de CEA vs% de unidn y se calcula
con la curve obtenida cual es la concentracidn de CEA en las

miestras desconocidas,

- Método Phadebas CEA Prist de Pharmacia Diagnostics AB (Uopsala,

Sweden): Este método utiliza anticuerpos anti CEA acoplados a
discos de papel, Se colocan estos discos en tubos de ensayo,
se agregan 100 ul de solucidn standard de CEA (1,03 3,0: 7,5;
20 y 50 ug/1) y 100 ul de muestra diluida 1:5 a sendos tubos.
Se agita a temperaturs ambiente 3 horas., Se descarta el 1i-
quido de cada tubo y se lava con solucidn fisioldgica, Se afia-
den 50 ul de anticuerpo anti CEA—125I. Se mide la redioacti-

vidad de cada tubo (cuentes totales). Se incuba 16 a 20 hs a

temperatura ambiente. Se descarta el liquido y se lava tres
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veces con solucidn fisioldeoica. Se determinz la radioactividad
de cada tubo (cuentzs narcizles) y se cazlcula el norcentaje de

Id

union como:

cuentas narciales de cada tubo

% de unidén = . 100

cuentas totales de cz2da tubo
Se sr=fica el % de unidn vs la concentracidn de CEA y se
construye la curva stzndard, Se lee la concentracidn de CEA en

ug/). nara cada muestra.

ANATLISIS ESTADISTICO,

Los datos de la reaccidn de radioinmunoensayo fueron tra-
tados estadisticamente mediante un 2ndlisis de varianza de tres
factores mixto con una observacidn por casilla, vor lo que no
se pudo estudiar la interaccidn de los tres juntos, los facto-
res considerados fueron: animel, cansria y erado de nurificacidn

del antigeno c2rcinoembridnico (exiracto rercldrico, fracci

Os

n
de electroenfonue v antizeno nuro). Se comvararon tarbidn loz
Adizstintos niveles en el factor srado de purificacidn mediante
interveloc de Bonferroni (62 ), Todos lecs resultedos fueron ana-—

lizados con » ¢ 0,05,



RXSULTADOS.

EXTRACCION DE GLICOPROTEINAS.

Colon normal:

51

Se procesaron 9 muestras cue luego se separaron en 2

mezclas obteniéndose un rendimiento promedio de glicoprote-

inas de 0,095%(Cuadro 4).

lluestra , Masa Vasa extracto | 4 Rendimiento Rendimiento
muestra | percldrico. promedio.
CN 71,0 g
123 ng 0,081
CA 80,0 g
MR 5,0 g
EF 8,8 g
WP 8,7 &
+
VA 5,6 g 0,095 - 0,020
85,4 mg 0,110
I'va 5)4 g
EL 16,9 &
RJ 18,3 ¢
PO 8,7 &

Cuadro 4: Extraccidn de glicovproteinas
de colon normal,




Colon tumoral:

52

Se procesaron 32 muestras cque se agrunaron en 9 mez-

clas, obteniéndose un rendimiento promedioc de glicovrotei-

nas de 0,098% con una amplitud de 0,068 a2 0,133% (Cuadra 5).

Muestra lMasa lKasa extracto| % Rendimiento Rendimiento
ruestra | percldrico promedio
(gramos) (mg)

VA 18,0
SR 8,0
Wi 32,0
NC 26,1 281,572 0,133
G 24,2
FG 25,8
GB 77,0
NG 35,4
GL 23,2
TR 18,7 0,098 = 0,019
co 35,8
cn 50,2
352,306 0,068
TV 51,2
BR 48,3
DA 37,8
GH 85,0
TA 130,0




juestra| lizsa asa extracto| % Rendimiento Rendimiento
muestra | wvercldrico oromedio
(gramos) (mg)

sC 18,3
45,640 0,108

FC 23,8
ce 119,0 108, 400 0,091

SS 40,0
100, 000 0,116

JT 46,0

TN 25,0
50,600 0,103

BF 24,0
1N 80,0 65,000 0,081
N1 112,8 112,850 0,100

CT 6,6

Ali 8,4

EA 5,8
28,600 0,084

AG 6,9

DT 3,2

cJ 2,8

Cuadro 5: Extraccidn de glicoproteinas
de colon tumoral,
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LLECTROENFOQUE EN GRADIENTE DE SACAROSA,

Colon normal,

Se realizaron dos corridas de electroenfoque en gra-
diente de sacarosa del extracto percldrico de glicoproteinas
de colon normal en el rango de pH 2,5 - 6,5, cuyos vperfiles
de pH y densidad Svtica a 280 nm figuran en los Grdficos 1A
y 1B; se detectaron dos picos de densidad Svtica, a oH 4,6~
4,7 y pH 5,5, y se mezclaron las fracciones corresvondientes
a oH 4,4 - 4,8, En el Cuadro 6 se detallan las cantidades de
glicoproteinas sembrada y recuperada, y el rendimiento obte=

nido.

llasa de extracto percldérico |liasa de fraccidn|% Rendimiento
de glicooroteinas sembrade.| ©vH 4,4 - 4,8

26,80 mg
7,20 mg 13,89

25,00 mg

Cuadro 6: Electroenfoque de glicoproteinas
de colon normal,

Colon tumoral,

Se realizaron 20 corridas de electroenfoque en gradien-

te de sacarosa del extracto mercldrico de glicoproteinas



GRAFICOS 1A Y 1B,

Perfiles de vH y densidad dptica a 280 nm de corridas de
electroenfoque en gradiente de sacarosa de extracto per-—
cldrico de glicooroteinas de colon normal, en el rango de
vH 2,5 - 6,5. Se recogieron fracciones de 4 ml, Cantidades
sembradas: Grdafico 1A: 26,80 mg.

Grdfico 1B: 25,00 mg.

Densidad dptica a 280 nm.

¢--o-¢ Concentracidén de antigeno carcinoembridnico en ng/ml.
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de colon tumoral en el rango de oH 2,5 - 6,5, En los graficos
2A a 2T figuran los perfiles de pH.y densidad dptica a 280 nm,
en los que se puede ver due existe heterogeneidad de carga en
todas las muestras detectdndose los principales picos de pro-
teinas en los rangos de pH 3,80 a 4,20, 4,30 a 4,50, 4,60 a
4,95 y 5,00 a 5,40, Se hicieron mezclas de las fracciones co-
rrespondientes a esos rangos.

La fraccidn de pH 4,60 - 4,95 contiene el antigeno car-
cinoembridnico como se comprobd efectuando reaccidn de radio-
inmunoensayo con productos comerciales (Grédficos 24 y 2C).

Se realizd también dicha reaccidn con la misma fraccidn corres-
pondiente a glicoproteinas de colon normal siendo muy bajos

log valores de concentracidn de antigeno carcinoembridnico
obtenidos (Grdfico 1B). En el Cuadro 7 se detallan las canti-
dades de glicoproteinas serbrada y de antigeno carcinoembrid-
nico recuperado, asi como el rendimiento, que es inferior al

obtenido con colon normal.



GRAFICOS 2A A 2T,

Perfiles de pH y densidad dptica a 280 nm de corridas de elec-

troenfoque en greriiente de sacarosa de extracto percldrico de

glicoproteinas de colon tumoral en el rango de pH 2,5 - 6,5,

Se recogieron fracciones

Grafico
Grdafico
Grdfico
Grdfico
Grédfico
Gréfico
Grdfico
Grafico
Grdafico
Grdfico
Gréfico
Grdfico
Gréfico
Grdfico
Grafico
Grdfico
Grdfico
Grdfico
Grdafico

Gréafico

de 4 ml. Cantidades sembradas:

2A
2B
2C
2D
2E
2F
2G
2H
2I
24J
2K
2L
2K
2N
2N
2P
2Q
2R
25
27

50,0 mg.
25,0 mg.
25,0 mg,
50,0 mg.
50,0 mg.
50,0 mg.
50,0 mg.
50,0 mg.
15,0 mg.
50,0 mg.
50,0 mg.
50,0 mg.,
46,5 mg.
45,6 mg,
50,0 mg.
50,0 mg,
42,2 mg.
50,0 mg.
50,0 mg.
30,8 mg.

Densidad Sptica a 280 nm.

+-+-s-Concentracién de antizeno carcinoembridnico en ng/ml.
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asa extracto

' 4 -
perclorico de
glicoprotei-
nas,

Masa CEA,

(fraccidn

nH 4160 -
4,95

% Rendimiento

Rendimiento
promedio,

50,0

R
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50,0 mg

22,80 ng
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50,0
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+ B
\n ()}
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(2)} \n
R R A

N
O
-

(@
A

47,00 mg

15,63

50,0 mg
50,0 mg

30,8 ng

7,28 mg

8,47 £ 6,40

Cuadro

de colon tumoral.

7: Electroenfocue de glicoproteinas
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Las proviedades electroforéticas de las gliconroteinas
tumorales parecen ser estables durante el almacenamiento, ya
que algunas de las muestras fueron sometidas a electroenfoque
luego de haber sido mantenidas en forma liofilizada a 4°C du-
rante varios meses, y el verfil de pH y densidad Sotica a
280 nm que presentaron fue similar al de las muestras recién

procesadas,

FILTRACION rOLECULAR,

En el Grdfico 3 se muestra el perfil de densidad Jptica
a 280 nm de la cromatografia en Sephadex G-200 de catalasa de
higado bovino y tripsina pancredtica. Aparecen dos picos; el
primero de ellos corresponde a la catalasa y el segundo a la
tripsina de menor peso molecular,

Se hicieron seis corridas cromatogrdficas en Sephadex
G-200 de la fraccidn de pH 4,60 - 4,95 de electroenfogue de
extracto percldrico de glicoproteinas de colon tumoral obte-
niéndose en todos los casos dos picos de densidad Sptica a
280 nm (Grdficos 44-7) correspondiendo, de acuerdo a la cali-
bracidn efectuada, el segundo al antigeno carcinoembridnico

de vpeso molecular alrededor de 200,000, similar al de la ca-



GRAFICO 3.

Cromatografia de catalasa de higado bovino y trivsina pan-
credtica en une columma de Sephadex G200 (20 x 1,8 cms.)
equilibrado con PBS, Centidades sembradas 2 mg de cada pro-
teina disueltas en 2 ml de PBS. Buffer de elucidn: PBS,

Volumen de frecciones recogidas: 4 ml.
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GRAFICOS 4A A 4F,

Cromatografia de antigeno carcinocembridnico en una columa
de Sephadex G200 (20 x 1,8 cms) equilibrado con PBS. Buffer
de elucidn PBS, Volumen de fracciones recogidas: 4 ml,

Cantidades sembradas (disueltas en 2 ml de PBS):

Grdfico 44 3,740 mg,
Grdfico 4B 2,882 mg,
Grédfico 4C 3,117 mg.
Grdfico 4D 6,710 mg,
Grdfico 4E 5,264 ng.

Gréfico 4F 3,100 mg.
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talasa de higado bovino,

91

En el Cuadro 8 se especifican las cantidades de antigeno

sembrado y recuverado, y el rendimiento obtenido.

hasa de Ag liasa de Ag % Rendimiento Rendimiento
sembrado, recupnerado
3,246 mg 49,01
2,882 mg
11 +
3, 7 ne 41,98 - 9’93
6,360 mg 34,96
5,264 mg
3,100 mg
Cuadro 8: Filtracidn molecular de

antigeno carcinoembridnico.

EQUIVALENCIA ENTRE LOS DISTINTOS ESTADOS DE PURIFICACION,

En el Cuadro 9 se detallan las equivalencias entre los

distintos estados de purificacidn de glicoproteinas de colon

normal y colon tumoral.




Q2

Colon | iuestra | Extracto ner- Rntieeno curi- | Antireno -uri-
cldrico Ade ficado mor ficado vor fil=-
slicooro- electroenfooue | tracidn mole-
teinas, cular.,

Normal 1.00 0,095 11,19.10’3 -
100 13,89 -

Tumoral| 100 0,093 8,30.10"3 3,48, 1077
100 8,47 2,55
100 41,98

Cuadro 9: Equivalencia entre los distirtos
estados de “urlflcaolon de snti-
senos.

NARCACTON RANIOACTTIVA,

125

Se marcaron con I nor el ré+odo de la cloramina T los

diferentes antigenos obtenidos,

Colon normal,

Se hizo wna marcacidn del extracto vercldrico de glico-
nrote{nas de colon normal (Grdfico 5) con una eficiencia de
marcacidn de 38,0% y una actividad especifica de 2,80 uCi‘ug.

Taphién se efectud una marcacidén de la fraccidn de elec-
troenfonue de nH 4,4 - 4,8 de glicoproteinas de colon normal

(crdfico 6). Se obtuvo una eficiencis de nrarcacidn de 42,81%

v vna netividad especifica de 4,28 uCi/usz,

Colon tumoral.

Se marearon tres ruestras del extracto nercldrico de gli=-




a?

chmroteinas de colon turoral (Griéficos 7 A=) obteniéndose efi-

ciencias de marcacidn de 25,29; 21,27 y 56,575 v actividades

—-e

esnecificas de 2,543 2,14: 5,65 uCi/us respec*ivamente,

Del mizmo modo se marcaron tres ruestrzs de la fracceidn
de electroenfocue de pH 4,60 a 4,05 de glicovroteinas de colon
tumoral (Grdficos 8 A-C). Lag eficiencias de marcscidn fueron
de: 5,49; 2,73 y 6,04% y las actividades esvecificas de 0,55;
0,27 y 0,60 uCi/us resnectivarente. Tanbién se realizd la mar-
cacidn de cuatro ruestras de antigeno carcinoembridnico puri-
ficado (Gréficos 9 A-D) siendo, en estos casos, las eficiencias

de rmarcacidn de 7,75; 8,543 3,94; 7,23% y las respectivas ac-

tividades especificas dée 0,77; 0,85; 0,29 y 0,72 uCi/us.



GRAFICO 5.

l251Na de extracto percldrico de glicoprotei-

liarcacién con
nas de colon normal, Cromatografia en una columma de Sepha-
déx G25 (27 x 1 cms) equilibrado con buffer fosfato 0,05 M
pH 7,4. Buffer de elucidn: buffer fosfato 0,05 N pH 7,4.

Volumen de fracciones recogidas: 0,5 ml,

24
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GRAFICO 6.

125INa de fraccién de pH 4,4 - 4,8 de electro-

Farcacidn con
enfoque de extracto percldrico de glicoproteinas de colon

normal, Cromatograf{a en una columna de Sephadex G25 (27 x
1 cms) equilibrado con buffer fosfato 0,05 M pH 7,4. Buffer
de elucidn: buffer fosfato 0,05 M pH 7,4. Volumen de frac-

ciones recogidas: 0,5 ml,
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GRAFICOS 7A A 7C.

125INa de extracto percldrico de glicoprotei-

LNarcacidan con
nas de colon tumoral. Cromatografia en una columna de Sepha-
dex G25 (27 x 1 cms) equilibrado con buffer fosfato 0,05 M
pH 7,4. Buffer de elucidén: buffer fosfato 0,05 M pH 7,4.

Volumen de fracciones recogidas: 0,5 ml,
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GRAFICOS 84 A 8C.

1251Na de fraccidn de pH 4,60 - 4,95 de elec-

Marcacidn con
troenfoque de extracto percldrico de glicoproteinas de colon
tumoral. Cromatografia en una columma de Sephadex G25 (27 x
1 cms) equilibrado con buffer fosfato 0,05 M pH 7,4. Buffer
de elucidn: buffer fosfato 0,05 M pH 7,4. Volumen de frac-

ciones recogidas: 0,5 ml,
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GRAFICOS 9A A 9D.

1251Na de CEA purificado por filtracidn mole-

liarcacidn con
cular, Cromatografia en una columna de Sevhadex G25 (27 x
1l cm) equilibrada con buffer fosfato 0,05 M »H 7,4. Buffer
de elucidn: buffer fosfato 0,05 M pH 7,4, Volumen de frac-

ciones recogidas: 0,5 ml,.
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»LECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILANIDA.

Colon normal,

Se realizaron corridas electroforéticas del extrscto per-
cldrico de glicorroteinas de colon normal y la fraccidn de oH
4,4-4,8 de electroenfoque de dicho extracto. Se detectaron »pro-
teinas tifiendo con azul de Coomasie y glicoproteinas medizante
reactivo de Schiff (Figuras 1 y 2 respnectivamente). En ambos
casos se avrecia cue la muestra de extracto percldrico presenta
heterogeneidad de carga, notdndose bandas polidispersas en el
caso de la tincidn de proteinas; 21 purificar el antigeno vor
electroenfoque hay menor heterogeneidad de bandas detectdndose
en la tincidn de proteinas una uUnica banda polidisversa (la
banda inferior corresponde al colorante indicador). En la tin-
cidn de glicoproteinas hay mayor heterogeneidad siendo las ban-
das bien definidas, en este caso una de las bandas correspon-
dientes al extracto vercldrico (la inferior) sufrid un desdo-
blamiento en dos bandas luego de la purificacidn.

También se corrieron muectras marcadas con 1?51 sue luego
se cortaron en discos de 1 mn de esvesor midiéndose la radio-

actividad de cada uno de elloe., los vnerfiles obtenidos se ven






Figura |
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FIGURA 2,

Deteccidn de glicoproteinas en gel de poliacrilamida por tin-
cidn con reactivo de Schiff,

A: extracto percldrico de glicoproteinas de colon normal,

B: fraccidn de pH 4,4-4,8 de electroenfocue de extracto per-

cldrico de glicoproteinas de colon normal,
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Figura 2
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GRAFICO 10.

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de poli-

acrilamica de extracto percldrico de glicoproteinas de

125

colon normal marcado con INa,
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GRAFICO 11.

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de poliacri-

lamida de fraccidn de pH 4,4-4,8 de electroenfoque de extracto

125

vercldrico de glicoproteinas de colon normal mercada con INe,
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en los Jrificos 10 y 11, En estns casos se comprueba que las
bandas radicactivas anarecen entre las fracciones 40 y 60
coincidiendo con las tinciones. kn ambos Grdficos el 1ltimo
nico corresvonde al colorante indicador cue da un alto valor
de lectura va aue el avarato utilizado es un espectrodensitd-

srato.

Colon tumoral.

Se efectuarnn los mismos tinos de tinciones nara el e X-
tracto nmercldrico de gliconroteinas de colon tumoral, la frac-
cidn de nd 4,60-4,95 de electroenfoaque de ese extracto y el an-
t{reno carcinoembridnico wuro (Fisuras 2 y 4), En estos casos
también se comvrueba cue hay heterozeneidad que disminuye a
medida que se nurifica el anticeno: también en este caso las
bandas son volidisnersas difusas, en la tincidn de »nroteinas vy
bien definidas en el caso de slicnvroteinas. En la tincidn de
zliconroteinas del antigeno carcinoembridnico nuro (Fizura 4)
aparece una uUnica banda, es decir gue seria homoséneo,

Zn los GrdAficos 12, 13 y 14 aparecen los merfiles de las

corridas de muestras radiocactivas, en estos casos se commrueba
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FIGURA 3.

Deteccidn de proteinas en gel de poliacrilamida vor tincidn

con: azul de Coomasie.,

C: extracto percldrico de glicoproteinas de colon tumoral.

D: fraccién de oH 4,60-4,95 de electroenfoque de extracto
vercldrico de glicoproteinas de colon tumoral.

E: antigeno carcinoembridnico puro,
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FIGURA 4.

Deteccidn de glicoproteinas en gel de poliacrilamida por tin=-

cidn con reactivo de Schiff.

C: extracto vercldrico de glicoproteinas de colon tumoral.

D: fraccién de pH 4,60-4,95 de electroenfoque de extracto per-
clérico de glicoproteinas de colon tumoral,

E: antigeno carcincembridnico purc.
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GRAFICO 12,

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de poliacri-

lamida de extracto percldrico de glicoproteinas de colon tu-

125

moral marcado con INa,
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GRAFICO 13,

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de poliacri-
lamide de fracecidn de vH 4,65-4,90 de electroenfoque de extrac-
to percldrico de gzlicoproteinas de colon tumoral marcada con

1251Na..
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GRAFICO 14.

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de poliacri-

125

lamida de antigeno carcinoembridnico puro marcado con INa.
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una mayvor heterogeneidad cue en las tinciones, este vodria de-

berse a la mayor sensibilidad del método radioamctivo resnecto

2l de coloracidn.

CARACTERIZACION DE ANTISUEROS,

Concentracidn nroteicz,

#n el Cuadro 10 se exvresan las concentraciones nrotei-

cas de los sueros obtenidos en distintas sangrias de los cone-

jos inmunizados coun diferentes antigenos.,

CoNEJO ANTIGENO SANGRTA CONCENTRACION
PROTEICA EN m~ %
No 1 gxtracto vercldrico 10 13,000
de sliconroteinas 20 40.000
de colon normal. 3° 95,000
No 2 Extracto nercldrico 1° 15.000
de gliconroteinas
de colon normal. 2° 16.000
No 3 Extracto percldrico 1° 12.800
de glicoproteinas 20 12,200
de colon tumoral, 30 14.200
4° 12,200
5° 16,500
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CONEJO ANTIGENO SANGRIA CONCENTRACION
PROTEICA EN mg %
No 4 Extracto vercldrico 10 13,000
de glicovroteinas 20 12,200
de colon tumoral. 30 11.600
49 19,400
590 4,100
Noe 5 Extracto nercldrico 1° 19,400
de glicoproteinas 20 21.600
de colon tumoral. 30 15.200
49 21,200
59 15,800
N° 6 Antigeno carcino- Previa 6.200
embridnico puro. 1° 17.200
2° 12,200
30 27.000
Ne 7 intigeno carcino- Previa 8.800
embridnico duro. 1° 15.200
2° 23,500
Cuadro 10: Concentracidn »roteica de antisueros,

El conejo N° 4 pocos dias despuéds de la dltima

a que fue sometido murid por causas no determinadas,

ser las resvonsables de la muy baja concentracidn de

en su suero,

sangria
cue nodrian

proteinas



Pitulacidn senicuantitativa de Igl e IoG,
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Se determind por inmunodifusidn el titulo semicuantita-

tivo e Igil e IgG de todos los antisueros obtenidos. Previa-

mente se establecid cual era la dilucidn de trabajo Svtima de

los antisueros anti IgM y anti IszG enfrentandolos a suero nor-

mal de conejo sin diluir. El suero anti Islf se debid utilizar

sin diluir y el suero anti IgG diluido al medio. E1 diluyente

usado fue solucidn fisioldsica.

Los titulos obtenidos estdn expresados en el Cuadro 11.

CONEJO ANTIGENO SANGRIA | TITULO Ight® | TITULO Ig6'
N¢ 1 |Extracto percldrico 1° 2 1024
de slicoproteinas 20 8 2048
de colon normal, 30 4 2048
N° 2 |[Extracto vercldrico 1° 2 1024
de glicoproteinas
de colon normal. 2° 4 1024
N° 3 [Extracto vnercldrico| Previa 1 128
de gliccproteinas 10 4 256
de colon tumoral 2° 2 512
3° 2 1024
4° 1 512
50 1 2048
N° 4 | Extracto wercldrico| Previa 2 512
de gliconroteinas 10 8 2048
de colon tunoral 2° 4 4000
30 4 2048
4° 4 1024
50 - 2048




CONEJO ARNTIGENO SANGRIA | TITULO IgM+ TITGLO IgG—+
N° 5 |Extracto vercldrico| Previa 2 256
de glicoproteinas 10 8 1024
de colon tumoral 20 2 2048
30 2 1024
49 1 2048
50 4 2048
N° 6 |Antigeno carcino- Previa 2 512
embridnico puro. 1° 2 1024
2° 2 512
30 4 2048
H° 7 |Antigeno carcino- Previa 2 2048
embridnico puro. 10 4 2048

Cuadro

11: Titulacidn semicuantitativa de IgM e IgG.

+ E1 titulo es la inversa de la Ultima dilucidn
que did banda de precipitacidn.

Se comprobd, en general, que en los drimeros estadios

hubo un aumento de Igl cue luego disminuyd, en cambio el ti-

tulo de IgG fue oscilante, aumentando al nrincipio, luego dis-

minuyendo y volviendo a aumentar a lo largo del periodo de

inmuizacidn.

Tamhién se realizaron reacciones de innrunoelectroforesis

de los antisueros correspondientes a los conejos N° 3, 4 y 5,

enfrentdndolos a anti Igil y anti IgG. No se obtuvieron bandas

de orecinitacidn frente

2 anti Igil debido, quizds, 2 la baja

concentracidn de esa inmunoslonhulina en los antisueros anali-
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FIGURA 5.

Inmunoelectroforesis de antisueros de conejo anti extracto
percldrico de glicoproteinas de colon tumoral enfrentados

a antisuero de cabra anti IgG de conejo.
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zados, Las bandas de vrecinitacidn IgG-anti IsG se ven en la

Figura 5.

Electroforesis en zel de vnoliacrilamida.

Las Tiquras 6 a 12 muestran los resultados obtenidos al
efectuar electroforesis en gel de noliacrilamida de los dife-
rentes antisueros estudiados v las Figuras 12 2 15 corres—onden
a las esnectrodensitografias a 590 nm de algunos de esos geles,

Se nuede comnrobar que en los antisueros correspondien-

tes a los animales inyectados con extracto vercldrico de =lico-

nroteinas de colon tumoral (Figuras 8, 9, 10, 13, 14 y 15) hubo
aumento de proteinas en 1la zona de 81 con gran disversidn y
un notable incremento de X 2 gue alcanzd su vico mdximo en 1la
tercera sangria y luego disminuyd; este aumento de A 2 no se
produjo con los antisueros de los conejos inmunizados con extrac-
to percldrico de glicovroteinas de colon normal (Figuras 6 y 7).
Al analizar los geles de los antisuveros de los snirmeles
inmunizados con anticeno carcinoermbridnico muro (Fisuras 11 y
17) el ircremento de < 2 fue menos immortante debido, cuizds,

» la menor cantidad Ae mnroiteinas iryvectadas v el menor tiempo

éde inmunizacidn.
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FIGURAS 6 A 12,

Electroforesis en gel de poliacrilamida de diferentes antisueros,
Tincidn con azul de Coomasie.

Fizura 6: Antisueros anti extracto percldrico de glicovnroteinas

de colon normal (coneio N° 1),

Antisueros enti extracto percldrico de glicooroteinas

-J

Figura

de colon normal (conejo N° 2),

Figura 8: Antisueros anti extracto perclérico de glicovoroteinas
de colon tumoral (conejo N° 3),

Figura 9: Antisueros anti extracto percldrico de gliconroteinas
de colon turmoral (conejo N° 4),

Fizura 10: Antisueros anti extracto percldrico de glicovroteinas
de colon tumoral (conejo N° 5),

Figura 11: Antisuero anti antigeno carcinocembridnico puro(cone-
jo N° 6),

Figura 12: Antisuero anti antireno carcinoembridnico vuro (cone-

— ——— .

jo N° 7).
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CONEJO 2

Figura 7
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CONEJO 3
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Figura 8
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Espectrodensitosrafias a 590 nm de geles de noliscrilamida teffi-

dos con azul de Coomasie corresmondientes a diferentes antisuero

Figura 12: Antisueros anti extracto

e ety
de colon tumoral (conejo
Figura 14: Antisueros anti extracto

de colon tumoral (cone jo
Antisueros anti extracto

Fi&ra 15:

de colon tumoral {conejo

vercldrico de gliconroteinas
Ne 3).
vercldrico de glicovroteinas
Ne 4),
vercldrico de glicovnroteinas

NO 5)0
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INMUNODIFUSION,

Se Aetermind wor reaccidn de Outcherlony el titulo de los
diferentes antisueros frente a los distintos antisenos. Se con-
siderd como titulc la inversa de la ¥liima dilvcidn de antisuero

cue did banda de preciritacidn.

Suercs anti extracto mercldrico Ae rlicovroteinas de colon nor-

mal,

En la Fisura 16 se vueden observer 1los resultados obhteni-
dos al enfrentar los sueros de diferentes sangrias del conejo

e 1 extracto nercldrico de glicovroteiras de colon normal,

)

fraceidn de pH 4,4-4,8 de electroenfooue de ese extracto, extrac-
to vercldrico de gl;coproteinas de colon tumoral y fraccidn de
oH 4,60-4,95 de electroenfooue de dicho extracto, Se compnrueba
que el antisuero correspondiente a la tercera sangris produce
dos bandas 21 enfrentarlo al dltimo antigzeno nombrado,

En la TFigvra 17 se esqueratizan los resultados obhtenidos
con los 2ntisueros corresnondientes al coneio Mo 2,

Yo se obtuvieron bandas de nrecinitacidn con ningin suero

7l enfrentarlos al antigeno carcinoembridnico nuro, detido,
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a 12 bain concentrscidn del antizeno.

Ios titulos obtenidos son los sicuientes (Cuadro 12).

Antisuero

intigeno
inticen o 0o 000 0000

Conejo 1 1° saneria 4 4 1 2

Conejo 1 2° sansria 4 4 4 4

Conejo 1 2° sanrris 4 A 2 2

Coneio 2 1° sansria 1 4 2

Coneio ? 2° saneria 8 2 8 )

Cuadro 12: Titulos anti extracto nercldérico de glicomroteinas
de colon norrmel, anti fraceidn de »H 4,4-4,8 de
electroenfocue de extracto nercldrico de olicovnro-
teinae de colon normal, anti extracto percldrico de

o+ 4 . 1y . &
egliconroteinas de colon tumoral y anti fraccidn de
nH 4,60-4,95 de electroenfoque de extracto vercldri-
co de zlicoproteinas de colon turoral de sueros anti
extracto percldrico de glicoproteinas de colon nor-
mal,
9A: extracto percldrico de glicovroteinas de colon normal.
©0B: fraccidn de pH 4,4-4,8 de electroenfoque de extracto
nercldrico de sliconroteinas de colon normal,
00o(: extracto vercldrico de glicoovroteinas de colon tumoral,
0000]: fraccidn de pH 4,60-4,95 de electroenfooue de extracto

vercldrico de gliconroteinas de colon tumoral,
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FIGURA 16.

Inmunodifusidn de antisueros anti extracto nercldrico de glico-
oroteinas de colon normal (conejo N° 1) frente a diversos an-
tigenos.

‘

Celdas superiores: Antisuero diluido: 1/1, 1/2, 1/4, 1/8.

Celdas inferiores: Antisuero diluido: 1/15, 1/32, 1/64, 1/128.

Esquemas l=-2-3-4: Antisuero corresvondiente a 1° sangria,
Esquemas 5-6-7-3: Antisuero correspondiente a 2° sangria.
Esquemas 9-10-11-12: Antisuero correspondiente a 3° sangria,

Celdas centrales: Antigeno.

Esquemas 1-5-9: Antizeno: extracto percldrico de glicovnroteinas

de colon tumoral.

Esquemas 2-6-10: Antigeno: fraccidn de oH 4,60-4,95 de electro-

enfoque de glicoproteinas de colon tumoral.

Esouemmas 3-7-11: Antigeno: extracto percldrico de glicovrotei-

nas de colon normal,

Escuemas 4-8-12: Antigeno: fraccidn de oH 4,4-4,8 de electro-

enfocue de gliconroteinas de colon normal.
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FIGUR:: 17.

Inmunodifusidn de antisueros anti extracto percldrico: de glico-
proteinas de colon normal (conejo N° 2) frente a diversos anti-
genos.,

Celdas suveriores: Antisuero diluido: 1/1, 1/2, 1/4, 1/8,

Celdas inferiores: Antisuero dilufdo: 1/16, 1/32, 1/64, 1/128.

Esquemas 1-2-3-4: Antisuero correspondinete a 1° sangria.
Esquemas 5-6-7-8: Antisuero corresmpondiente a 2° sangria,

Celéas centrales: Antigeno.

Esquemas 1-5: Antigeno: extracto nercldrico de glicovroteinas
de colon tumoral.

Esquemas 2-6: Antigeno: fraccidn de pH 4,60-4,95 de electroen-
foque de glicoproteinas de colon tumoral,

Esauemas 3-7: Antigeno: extracto vercldrico de glicoproteinas
de colon normal.

Esquemas 4-8: Antigeno: fraccidn de ©oH 4,4-4,8 de electroen-

foque de gliconroteinas de colon normal,



55

O/\C_)/\O/ 0] 0/\cy O O

' O O o 2 O O o
O 0 0 O O 0O O O°O
O/\O/\O/\o o/0 O O

3 O O O 4 O O O
O O O O O o o o
AVAVAY VAVAVAS

5 O O ©o 6 O O O
O O 0O O O o O O
O/W\O/\O O/\O/ O O

7 O O O 8 0O O O
O O 0 O O 0O O O

Figura 17



156

Sueros anti extracto vercldrico de glicovwroteinas de colon tu-

morel,

En las Figuras 18, 19 y 20 se esguematizan los resultados
obtenidos al enfrentar los antisueros de los conejos 3, 4 y 5
resnectivamente a extracto nercldrico de glicoproteinas de colon
turmoral y fraccidn de vH 4,60-4,95 de electroenfoque de ese ex-
tracto., Se puede ver ¢ue se obtienen bandas dobles de vrecini-
tacidn en varios casos, tanto para uno como nara otro antigeno,
lo cual indicaria una noblacidn antigénica heterozénea. En nin-
gin caso se obtuvieron bzndas de precinitacidn con el antigeno

o . £ . . . £ .
carcinoembrionico puro por baja concentracion del mismo.

Los titulos obtenidos estdn esvecificados en el Cuadro

13,
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Antireno o 0o
C D
Antisuero
Conejo 2 1° sanecria 2 2
Conejo 3 2° sangria 2 4
Coneio 2 3° sangria 1 2
Conejo 2 4° saneria nr nr
Coneio 3 5° sangria 8
Conejo 4 1° sancrie 2
Conejo 4 2° saneria 8
Conejo 4 3° sansria 8 16
Conejo 4 4° gsangria 16 15
Conejo 4 5° sangria 1 1.
Conejo 5 1° sangria 8 16
Conejo 5 2° sangria 8 16
Conejo 5 3° sangria 2
Ccnejo 5§ 4° sangria 4
Conejo 5§ 5° sangria 8 16
Cuadro 13: T{tulos anti extracto vercldrico de glicopro-

teinas de colon tumoral y anti fraccidn de oH
4,60-4,95 de electroenfocue de extracto ner-
clérico de gliconroteinsas de colon tumoral de
sveros anti extracto nercldrico de glicovnro-

teinzs de colon tumoral.

°C: extracto nercldrico de glicovroteinas de colon tumoral.

°0p: fraccidn de ©H 4,60-4,95 de electroenfonue de extracto
nercldrico de glicorvroteinas de colon tumoral,

nr: no realizado.



FIGURA 18,

<N

Inmunodifusidn de antisueros anti extracto percldrico de glico-

rroteinas de colon tumoral (conejo N° 3) frente a diversos an-

tigenos.

Celdas superiores: Antisuero diluido: 1/1, 1/2, 1/4, 1/8,

1/32.

1/16,

Celdas inferiores: Antisuero dilufdo: 1/64, 1/128, 1/256, 1/512,

1/1024, 1/2048.

Fscuemas 1-=2: Antisuero corresvondiente

Esauenas 3-4: Antisuero corresmondiente

Esquemas 5-6: Antisuero corresmpondiente

Esquemas 7-8: Antisuero corresvwondiente

Celdas centrales:

Esquemas 1-3-5-7:

Esquemas 2-4-6-8:

Antigeno.

sancria.

Antigeno: extracto percldérico de glicorro-

teinas de colon tumnoral.

Antigeno: fraccidén de vwH 4,60-4,95 de electro-

enfoque de extracto vercldrico de glicovnrotei-

nas de colon tumoral,
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FIGURA 19,

Inmunodifusidn de antisueros znti extracto percldrico de glico-
proteinas de colon tumoral (conejo N° 4) frente 2 diversos an-
tigenos.

Celdas suveriores: Antisuero diluido: 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,

1/32.

Celdas inferiores: Antisuero diluido: 1/64, 1/128, 1/256, 1/512,

1/1024, 1/2048,
Esquemas 1-2: Antisuero correspondiente a 1° sangria.
Esqueras 3-4: Antisuero correspondiente a 2° sangria.
Esquermas 5-6: Antisuero correspondiente a 3° sangria.
Esauemas 7-8: Antisuero correspondiente a 4° sangria.
Esaueras 9-10: Antisuero correspondiente a 5° sangria.

Celdas centrales: Antigeno,

Esquenas 1-l-5-7-9: Antigeno: extracto percldrico de glicooro-
teinas de colon tumoral.
Esquenas 2-~4-6-8-10: Antigeno: fraccidn de voH 4,60-4,95 de

electroenfoque de extracto vercldrico de

glicoproteinas de colon tunoral,
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FIGURA 20,

Inmnodifusidn de antisueros anti extracto nercldrico de glico-
oroteinas de colon tumoral (conejo N° 5) frente a diversos an-
tigzenos.

Celdas suveriores: Antisuero diluidoe: 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,

1/32.

Celdas inferiores: Antisuero diluido 1/64, 1/128, 1/256, 1/512,

1/1024, 1/2048,
Esaquemas 1-2: Antisuero correspondiente a 1° sangria.
Esquemas 3-4: Antisuero corresvondiente a 2° sangria.
Esquemas 5-6: Antisuero correspondiente a 3° sangria.
Esquemas 7-8: Antisuero corresvondiente a 4° sangria,
Esquemas 9-10: Antisuero corresvondiente a 5° sangria.

Celdas centrales: Antigeno.

Esquenmas 1-3-5-7-9: Antigeno: extracto vercldrico de glicovro-
teinas de colon tumorzal.

Esquemas 2-4-6-8-10: Antigeno: fraccidn de DH 4,60-4,95 de
electroenfoque de extracto vercldrico de

glicooroteinas de colon turmoral.
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1

n ceneral los titulos alcanzados son mayores para el anti-
geno obtenicdo nor electroenfonue cue vara el extracto de glico-

nroteinas,

Sueros anti antiseno carcinoembridnico.

Estos sueros no dieron bandas de nrecinitacidn frente a
ringin antiseno; este hecho nuede deberse a cue no tendrian
eanticuervos a los princivales determinantes nresentes en el
extracto nercldrico o en la fraccidn de electroenfoque, y si
bien habria anticuermos anti antigeno carcinoembridnico la con-
centracidn no estaria de acuerdo con la sensibilidad del méto-

do.

INNUNOELECTROFORESIS,

En la Figurz 21 estdn escuematizados los resultados obte-
nidos al correr electroforéticamente el extracto vercldrico de
glicovroteinas de colon tumoral y enfrentarlo a los antisuerds
homdlozos y 2 anti suero humano normal. En +odos los casos se
detectaron bandas de movilidad P frente a los anti sueros
hor0los0s aue no fueron reveladas vor el znti suero humeno nor-

mal. Esas bandas serian debidas a laz precipitacidn del antigzeno
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carcinoembridnico, de movilidad 6 sy con los correspondientes
anticuermos nresentes en esos sueros.

También se efectuaron corridas de dicho antigeno enfren-
tdndolo a antisuero anti extracto percldrico de zliconroteinas
de colon normal y antisuero anti grumo sanguineo A (Figura 22);
sdlo se detectd banda de movilidad (3 frente al antisuero
corresnondiente a la primera sangriz del conejo 1 (Esauema A),
No se revelaron bandas al enfrentar el antiseno al an*isuero
corresnondiente a la tercera sangria de dicho conejo y al anti-
suero anti sruvo sanguineo A (Esnuema C).

Del nismo modo se efectud esta reaccidn con la fraccidn
de »H 4,60-4,95 de electroenfocue de extracto vercldrico de gli-
conroteinas de colon tumoral frenie 2 los antisueros 2 ese ex-
tracto (Fisura 23) y también se obtuvieron, en ceneral, bandas
de movilidaﬂ.(g , Cue no se revelaron frente a antisueros huma-
no normal (Esquema 8, Figura 23) ni a antisueros anti extracto
vercldrico de sliconroteina de colon normal ni a antisuero anti
gruno sancuineo A (Fizura 24).

Se realizaron corridas de las fracciores de »il 3,80-4,20:
4,20-4,50 ¥ 5,00-5,40 de electroenfooue de extracto nercldrico
de ~liconroteinas de colon tumoral frente a antisueros a dicho

extracto auz habian revelado bandas de movilidad ﬁ en las in-
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FIGURa 21,

Inmunoelectroforesis de extracto percldrico de glicovdroteinas

de colon tumoral

to percldrico de

enfrentado a diferentes antisueros anti extrac-

glicoproteinas de colon tumoral y anti suero

humano normal.

Escuema 1l: Canal
Canal
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FIGURA 22,

Inrmnoelectroforesis de extracto vercldérico de gliconroteinas
de colon tumoral enfrentado a diferentes antisueros anti extrac-
to vercldrico de glicooroteinas de colon normal y anti grupo

I'd
sanguineo A,

Esguema A: Canal superior: antisuero conejo 1 1° sangria,
Canal inferior: antisuero conejo 1 2° sangria,
Esquema B: Canal superior: antisuero conejo 2 1° sangria.
Canal inferior: antisuero conejo 2 2° sangria,
Esquema C: Canal superior: antisuero conejo 1 3° sangria,

Canal inferior: antisuero anti grupo sanguineo A,
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FIGURA 23.

Inmnoelectroforesis de fraccidn de pH 4,60-4,95 de electroen-
foaue de extracto percldrico de glicoproteinas de colon tumoral
enfrentado z diferentes antisueros anti extracto mnercldrico de

gliconroteinas de colon tumoral y anti suero humeno normal,

Esquema 1: Cznal sumerior: antisvero conejo 2 1° sangria,
Canal 4nferior: antisuero conejo 3 2° saneria,
Bsguema 2: Cznal superior: antisuvero conejo 2 2° sangria.
Canal inferior: antisuero conejo 3 4° sangria.
Bscuema 3: Canal superior: antisuero conejo 3 5° sangriz.
Canal inferior: antisuero conejo 4 5° sangria,
Esquema 4: Canal superior: antisuero conejo 4 1° sangria,
Canal inferior: antisuero conejo 4 2° sangria.
Esquera S5: Cznal superior: antisuero conejo 4 3° sangria,
Canal inferior: antisuero conejo 4 4° sangria,
Esquema 6: Canal suverior: antisuero cornejo 5 1° sangria.
Cznal inferior: antisuero conejo 5 2° sangria,
Bsquema 7: Canal superior: antisuero conejo 5 3° sangr{a.
Canal inferior: antisuero conejo 5 4° sangria.
Esquema 8: Canal suverior: antisuero conejo § 5° sancria,
Canal inferior: antisuero humano normzl.
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FIGURA 24.

Inrmunoelectroforesis de fraccidn de oH 4,60-4,95 de electroen-
focue de extracto nercldrico de glicovroteinas de colon tumoral
enfrentado a diferentes antisueros anti extracto vrercldrico de
glicooroteinas de colon normal y enti gruvno sanguineo £,
Escuema. D: Canal suverior: antisuero conejo 1 1° sangria,
Canal inferior: antisuero conejo 1 2° sangria,
Esquema E: Canal superior: antisuero conejo 2 1° sangria.
Canal inferior: antisuero conejo 2 2° sangria,

uvema F: Canal sunerior: antisuero anti sruvo sanguineo A.

&
2

S

Canel inferior: antisuero conejo 3° sancria.
L3
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PFIGURA 25,
Inrmnoelectroforesis de distintas fracciones de electroenfoque
de extracto vnercldrico de glicovroteinas de colon tumoral enfren-
tadas a sntisueros anti extracto nercldrico de glicoproteinas
de colon tumoral y antisuero humano normal
Esoueme U: Antigeno: fraccidn de »H 3,80 - 4,20,
Antisueros: Canal suverior: conejo 3 4° sangrie,
Canal inferior: conejo 5 3° sangria.
Esquema V: Antigeno: fracecidn de »H 2,80 - 4,20,
Antisueros: Canal suverior: conejo 4 1° saneria.
Canal inferior: antisuero humano normal,
BEsquema ¥: Antigeno: fraccidn de »H 4,30 - 4,50,
Antisueros: Canal surerior: conejo 3 4° sangria,

Canal inferior: conejo 5 3° sangria,

Esquema X: Antigzeno: fraccidn de pH 4,30 - 4,50,
Antisueros: Canal superior:conejo 4 3° sangria.
Canal inferior: antisuero humano nornal.
Esquema Y: Antigeno: fraccidn de pH 5,00 - 5,40,
Antisueros: Canal suverior: conejo 3 4° sangria,
Canal inferior: conejo 5 3° sangria,
Esquema 7 : Antiseno: fraccidn de pH 5,00 - 5,40,

Antisueros: Canal suverior: conejo 4 3° sangria.

Canal inferior: antisuero humano normal.
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mumoelectroforesis de la fraccidn de nH 4,60-4,95 y a antisuero
humano norral (Figura 25); en ninmin caso se obtuvo banda de
movilidad @ , confirmando este hecho rue el antizens carcino-

. . . &
embridnico se encontraria en la fraccidn de »H 4,60-4,95,

RADIOINIUNOENSAYO,

Titulacidn de 2ntisueros anti extracto mercldrico de gliconro-

teinas de colon normal,

Se titularon estos antisueros tal como se describid en
wateriales y Métodos, frente a los distintos anticenos obteni-
dos. Las curvas de unidn resultantes se nueden ver en 1los Gré-
ficos 15 a 19.

Los titulos se calcularon como la inversa de la dilucidn
aue nrodujo un 30% de unidn antigeno - anticuervo, y fueron

los sizuientes (Cuadrn 14):
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GRAFICOS 15 A 19,

Curvas de unidn de distintos zntisueros anti extracto nercld-
rico de glicovnroteinas de colon normal con diferentes antisenos.
Grafico 15: Antisuero conejo 1 1° saneri=a,

Grdafico 16: Antisuero coneijo 1 2° sancria,
Grafico 17: Antisuero conejo 1 3° sansria.

Gritico 18: Antisuero conejo 2 1° sanecriza,

Grifico 19: Antisuero coneio 2 29 sangria,

A: extracto percldrico de glicovroteinas de colon normal,

mea e 4o anos

—
o
L)

——————— fraccidn de nH 4,4-4,8 de electroenfocue de extracto

nercldéricc de glicovroteinas de colon normal,

extracto vercldrico de gliconroteinas de colon tumoral,

D: fraccidn de oH 4,60-4,95 de electroenfooue de extracto
nercldrico de sliconroteinas de colon turoral.

E: antizeno cercinocembridnice nuro.

etpos ety



oC
S Sy lip bod

Gl 091DJY

7 £- (- l-

A a

bIbuD S,
| 0fouo 9

v AR T

St am,

O Y

09

N,




179

g 0214DJ
Syip 6o v~ o
! o l-
Py e _‘l
0
0 ¢
-0t
L0 Y
05
D14bung, 7
| ofouon
N/




180

Sv 1ip bo7

-

"

L1 O9HDIG

- (-

A

P

DlbupS ¢
| ofouon

N /s

e N A L

4 — o L e e a1 —n

.

——




gl 0914DJY

& |
~ Sy 11p bo7 9-
A MI
A Nl
2 —-.l
01
0 ¢
-0 €
b0 Y7
A
opbuD S |
7 olauo9
A




N
@

—

031JDI)

sv 11pbo7 9-
MI
hh NI
R —\|
0l
0 ¢
0 ¢
07
09
D)J4bupng 7
Z ofauo 9
N/




182

Antl’@“eno ) 00 000 0000 00000
A B C E
intisuero
Coneio 1 1° sangria | >10240 210240 22 <10 50
Conejo 1 2° sangria | >10240 | >10240 17 <10 17
Coneio 1 3° sanerfa | 210240 | 210240| <10 11 54
Conejo 2 1° sangria 1100 | »10240 12 <10 93
Conejo 2 ©2° sangria 2250 | 210240 <10 <10 60

Cuadro 14: Titulos de anti sueros anti extracto vercldrico de
gliconroteinas de colon normal nor reaccidn de
radioinnunoensayo,

°4: extracto mercldrico de gliccrroteinas de colon normal.
908 ;: fraccidn de oH 4,4-4,8 de electroenfocue de extracto
tercldrico de glicoproteinas de colon nornal,

0003 : extracto mercldrico de gliconroteinas de colon tumoral,
0000]); fraccidn de nH 4,60-4,95 de electroenfooue de extracto
mercldrico de gliconroteinas de colon turoral,

00000F: anticeno carcinnembridnico -ura,

Titulzecidn de sntisueros anti extracto rercldrico de ~liconro-

tefnas de colon turoral,

Se realizd el mismo %ino de reaceidn nara estos antisuveros
enfrentfindnlos a los antisenos derivadns de colon tumoral, Las

~

curvas “e unidn obtenidas estdn rerresentadas en los Grdfico

6]

20 a 4,

n el Cuadro 1t se esmecifican lcs titulos de los distin-

t




o8 esntisueros,

Antizeno o 0o 000
C D B

fintisuero
Conejo 3 1° saneria 170 8600 <10
Conejn Y 929 genariz 270 >1.0240 <10
Coneio 1 3° sangria <1 600 n
Conejo 3 A° saneriz 86 27.0240 11
Conejio 2 5° zansria 660 210240 <10
Conejo 4 1° seneria 260 210240 <10
Coneio 4 2° sansria 270 210240 <10
Conejo 4 12° san~riz <10 210240 16
Conejo 4 4° sanariz <10 7750 12
Conejo 4 5° sansris 20 >1.0240 €10
Conejo 5 1° sanrria 115 210240 ¢10
Conejo 5 2° sangria P50 210240 <10
Conejo 5 2° zangria <10 210240 3
Conejo 5 4° sansria <1n 210240 23
Conejo § 59 sangria 380 210240 <1c

Cundro_1%5: Titulos de antisueros anti extrzeto nercldrico de
gliconroteinas de colon tumoral nor reaccidn de
radioinrmunoensayo,

°C: extrzcso mercldrico de slicovroteinas de colon turnoral,
°°0D: fraccidn de »H £4,60-4,05 e electroenfonue de extracto
perclﬁrico de sliconronteinas de colon tumoral,
000F: antiegeno carcinonembridnien puro,
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GRLFICOS 20 A 24,

Curvas de unidn de distintos antisueros anti extracto nercldri-
co de glicoproteinas de colon tumoral con distintos antigenos,
Grifico 20 Antisuero conejo 3 1° sangria.

Grdfico 21 Antisuero conejo 3 2° sangria,

[9V)

Gréfico 22 Antisuero conejo 3° sangria.
Gridfico 23  Antisuero conejo 3 4° sangria,
Grdfico 24  Antisuero conejo 2 5° sangria,
Grédfico 25  Antisuero conejo 4 1° sangria.
Grafico 26  Antisuero conejo 4 2° sangria.
Gréfico 27 Antisuero conejo 4 3° sangria,
Grdfico 28  Ain+isuero conejo 4 4° sangria,
Gréfico 29  Antisuero conejo 4 5° sangria,
Grdfico 30 Antisuero conejo 5 1° sangria,
Grifico 21 fntisuero conejo 5 2° gansria,
Grafico 22 Antisuero conejo 5 3° sangria.
Grafico 23 Antisuero conejo 5 4° cansria.
Gréfico 34 Antisuero conejo 5 5° sangriz,

C: extracto mercldrico de ~liconroteinas de colon tumnral

-. D: fraceidn Ae =¥ 1,60-1,05 de electroenfosue de ~lico-
nroteinas 4e colon tumoral.

veerenreneee B2 Antigeno carcinocembridnico nuro.
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Titulacidn de antisuerons anti enticeno carcinoerbridnico.

Se nrocedid de igual ranera con estns antisueros obtenién-
dose las curvag revresentadas en los Gréficos 25 a 20 de las oue

se nueden calcular los sisuientes titulos (Cuadro 16).

intigeno 0 0o coo
C D D)

Antisuero
Conejo 6 1° sangria <10 12 <10
Conejo 6 2° sangria 110 20 60
Conejo 6 3° sangria 12 <10 36
Conejo 7 1° sangria <10 <10 <10
Conejo 7 2° sengria 400 10240 250

Cuadro 16: Titulacidn de antisueros anti antigeno carcino-
embridnico vor reaccidn de radioinmunoensayo.
°C: extracto nercldrico de sliconroteinas de colon tumoral.
°°D: fraccidn de »H 4,60-4,95 de electroenfoque de extracto
percldrico de glicoproteinas de colon tumorzl,
°0°FE: anticeno carcinoerbridnico ouro,

in todos los casos se realizaron controles sin suero vy
controles de suero normal de coneio, obteniéndose siemnre va-—

5 . . 2 L2 . : .
lores de norcentzje de union antiseno-anticuernn inferiores



GRAFICOS 35 A 39,
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Curvas de unidn de distintos sueros anti antigeno carcino-

embridnico con diferentes antigenos.

Grafico
Gréfi.co
Grafico
Gréfico

Gréfico

- — - aa

..........

35
36
37
38

39

Antisuero

Antisuero

Anticuero

Antisuero

Antisuero

1],

cone jo
cone jo
cone jo
cone jo

cone jo

extracto vercldrico

6

6

6

7

7

I d

1° dangria.
2° sengria,

3° sangria,

2° sangria,

de zliconroteinas de colon tumo-—

nroteinas de colon tumoral,

antigeno carcinoembridnico nuro.

fraccidn de »H 4,60-4,95 de electroenfooue de glico-
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REACCION DE RADTOINMUNOENS4YO,

Se determind 1o concentracidn de antigeno carcinoembrid-
nico en muestras Jde nezclas de sueros de vacientes con baja o
alta concentracidn de dichn antiseno. Se utilizaron los anti-
sueros corresvondientes a las tercera y cuinta sanzrias de los
conejos 2, 4 y 5 en lac dAiluciones cue nroducen un 20% de unidn
Ag-Ac. Se elizieron estos @antisueros va que ellos combinan ba-
jos titulos vara el extracto vercldrico y relativamente altos
nara el antizeno carcinoerbridnico nuro (tercera sangriz) o
altos titulos vara el extracto y bajos nara el antizeno wuro
(cuinta sangriz) siendo los titulos nara la fraccidn de elec-
troenforue altos s21lvo en un caso (conejo 3 tercera sanegria),

Se utilizaron como »nroteinas standard y trazadores ex-—
tracto nercldrico de ~liconroteinas de colon tumoral, fraccidn
de mH 4,65-4,00 de electroenfocue de extracto nerclidrice Ade
glicoproteinas de colon turoral ¥ sntireno carcinoerbridnico

mro, Tons resultedos obtenidos astdn esmecifictdos en ol Cus-~
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PROTEINA STAN|IEZCLA DE SUE EEZCLA DE 5UE
ANTISUERO DARD Y TRAZA-|RCS DE Coia ROS DE CEA
DOR, BiJA N ng/ml|ALTA EN ng/ml
ce {5 112
Conejo 3 3° sangria pee 10 200
pooo 23 ? 320
c <5 80
Conejo 3 5° sangria D 18 180
5 10 90
g 7 > 120
Conejo 4 3° sangria D 13 81
E 15 180
C 5 130
Conejo 4 5° sangria D 18 130
B 17 140
C 7 220
Conejo 5 3° sangria D 14 130
E 31 60
c <5 102
Conejo 5 5° sangria D 14 a8
Iy 15 76

Cuadro 17: Determinacidn de eoncentracidn de 2nticens

embridnico en mezclas de suerns de nacientes con baja y

concentracidn de CEBA utiliz=zdo distintos entisueros v
v trazador.

rtandard

0C:
°0°D:

000"'.‘:

carcino-

2lta

nroteinas,

extracto rercldirico de ~lirconroteinas de enlon tumoral,
froceidn de oY 4,60-4,95 Ae alectroenfaque de extracto
1 &ns 2 . , 9~ N
nercldrico de ~licarrotein=gs de colon tumoral,
sntirenns éarcinoenbridnisco ~uro.
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Se Anad el anticenn carcinoembridnico en =232s nismas mues-
tras, mor el método de Sorin (tres determinaciones —ara ecada

mezcla) obtenidnidose los sirsuientes resultados (Cuszdro 18):

“BZGTA DE SURROS DNR| “RE4CLA DE SURROS DE
[CE4) BAJA EN ng/ml.| [CEA) ALTA EY n~/ml.
22,5 300,0
16,0 247,0
10,0 148,5
Valor medio 16,1 231,8
Desviacidn standard 6,2 76,8

Cuadro 18: Deterninacidn de conncentracidn de antizeno carcino-
embridnico en mezclas de sueros de nacientes con ba-
ja y 21ta concentracidn de CEA mor el método de Sorin,

Se realizd la mismz determinacidn nor el métndo de Prist

(ocho y siete determinnciones para baja y alta concentracidn

resnectivamente) siendo 1os resultados obtenidos los esvecifi-

cados en el Cuadro 19,
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ABZCLA D SUsEOS DI | wBZ4CLa DB SUBROS D
[CE4) 8iJ4 EW ng/ml. | [CEA) ALTA EN ng/ml.

5,0 132,5
5,0 155,0

12,5 100,0

15,0 120,0
10,0 195,0
12,5 120,0

Valor mnedio 9,06 129,64
eavingidn ~+andarad 1,90 26,46

Cuadro 19: Determinncidn de concentracidn de antizeno carcino-
embridnico en mezclas de sueros de nacientes con ba-
ja y alta concentracidn de CEA nor el método de Prist.

ANALTSTIS ESTADISTICO.

ilezcla de sueros de concentracidn baja de antizeno carcino-

embridnico.

NDel ~ndliais de varimmza realizasdo se deduce ~ue hav di-

“erencins asicniricativee entre 1as distintos estados de —ri-
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“icacidn del ~ntizenn, =mero no asi entre ontisuerns corresmon-
Aientes » distintos anirales o = distintas senorics, Las interac

iones tamnoco fueron si-nificativas.(Cuadro 20),

Q

MUSTE DE VARTIACION ' DE r ReSULTADD

. 1aBLas CALCULADO
Zntre Animales 6,94 0,5974 Mo sisnificativo
Intre Sancria 18,5 n,8120 Ho sienificativo

sntre Grzado de muri-

ficacidn 6,94 22,8844 Sismnificativo

~>

Interaccidn animal -

6 1,3168 o signifi ‘
sangria, y 94 y3 significativo
“nteraccidn animal

T 6,29 0,6716 No significativo

zrado de purificacidn.

-~ . P L4

Interaccion sangria -
o . 6,9 2,0001 Yo sisnificative

arado de vurificacidn 124 s niIlcativo

Cuadro 20: Tratamiento “e les resultados de reaccidn de radio-
irmunoens=zyo »ora rmestras de baja concentracidn
de CEA (Cundro 17) =or ondlisis Ade varisnza n < 0,05,

La significacidn entre los grados de vurificacidn se ana-
1lizd rediante intervalos de Bonferrnni resul+snde cor =immi. -
ficative la Aiferencia entre el extrnac*o verecldrico Ae slico-

S

aroteiras de colon tumoral v el ant

=N

reno earcinoerbridnico

nuro, v no aei cualcuier o*rn corhiracidn, (Cundro 21),



AV ]

\J

FUENTE DE t DE TABLAS t CALCULADO RESULTADO
VARTIACION

Interaccidn 4,604 3,7791 No sionificativo
co . peoo

Interacecidn 4,604 5,4177 Sienificativo

C — Eooo

Interaccidn 4,604 11,6886 No significativo
D - B

4

Cuadro 21: Andlisis mor intervalos de Bonferroni de la sieni-
ficacidn entre losm grados de murificocidn de CEA
(Cuadro 20) n<0,05,.

°C: extracto nercldérico de zliconroteinzs de colon tumoral.
°cp: fracecidn de vH 4,60-4,95 de electroenfoque de extracto
vercldrico de sgliconroteinas de colon tumorzl.
000%K: anticeno carcinoembridnico muro.

lMezcla de sueros de concentracidn =lta Ae a2nt{seno carcino-

embridnico.

Del andlisis de variznza rezlizefo se concluye aue heay
diferencias sicnificativas entre antisueros de distintess san-
grias, pero no de distintos animeles. Tampoco hzy diferencias
cuando se commaran los distintos grados de purificzcidn dgl

snticeno 2 los interscciones (Cuadrn 272),



hb)
i—l
>~

SIENTE DE VARTACICON F DY P RESULTADOS
TABLAS OALCULADO

tntre Anirales 6,94 0,8478 No sisnificativo

Intre Sangria 18,5 20,7734 Sienificativo

s ]

Entre Grado de nuri- . . .

ficaeidn ‘ 6,94 0,1029 No significativo
a A [ ]

T A SO

Interaccidon snimal -

Q n o zisnificati
canaria. 6,94 2,1666 I'c sisznificativo
Interaccidn animel -
zrado ée purificacidn. | 6,39 145227 No simmificativo
Interaccidn saneria -

e 6,94 0,891 Mo eisnificativo

srado de wnurificacidn,

=3

Cuadro 22:

.

ratamiento de los resultados de reaccidn de rzdio-
nnmunoensayo nara ruestras de alta concentrecidn
e CEA (Cu2dro 17) vor andlisis de varianza n¥ 0,05,

T
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DISCUSION.

E) rendimiento obtenido en el =zislamiento de sliconro-
teinas de colon tumoral es Ae 0,068 (Cuadro 5). Carrico y
col () #1 aislar el antizeno carcinoembridnico nor extrac-—
cidn con £cido percldrico obtuvieron también un rendimiento

bajo, ellos vostularon que hubria »érdica de un 7005 de ra-

terisles no solubles en el #£eido; en con%radiccidn con esto

enticenn en extrachos nercldrico cue sa2lirns.
71 deido mercldrico Huede *tener varios efectos, coro
nroducir feore~ecidn irreversible de ~licooroteincs (36,59),

. &

clivar residuos de dcido sidlice, modiiicar otrans martes de

324

las cazdenng de hicdratos Ffe carhono »roduciends carhios estrue-

turales (50), =lterar o destruir submoblaciones de antigeno
carciroeribridnicas nresenées en el tgjido tumoral afectando
la mroduccidn de anticuermos (36), 2uncuve 2lounos irvesti~n-—
dores sos%ienen sue el tratemiento con “ecido mercldrico no
afec*sz la concen*racidn oririnal del zntiereno carcinoerhris-
nico, o gue sélo elimina aquél ~ue ertd ~nmorisdo ° ecordicio-

nes normales(28,54,63), en este caro no se Aaris esta noai-

bilif~d wva ~ue loc rendirientos nhienidos 2 riir Ade enlon
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normal y tumoral son wnrdcticamente i~-uales (0,095 y 0,098%
respectivanente, Cuadros 4 ¥y 5).

Tes rmuestras de colon normal se commortaron de isual
manera ya sef que vroviniesen de autorsias de individuos en-
fermos no cancernsos o hubiesen sido extrafdos a mds de 8cms
de un adenocarcinoma de colon, en este cazo se Muede consi-
derar normal ya nue el tumor no se extiende mds de 6 4 7 cms
del extremo nroximal o distzl visible (22},

4l realizar el proceso de electroenfooue de los extrac-
tos vercldricos se obtuvieron sdlo dos nicos de proteina en
el caso de colon normal (Grdficos 1lA-3B), siendo rayor la he-
terogeneidad para colon tumorcl (Grdficos 2A-T), indicando
esto lz wresencia de vroteinas distintas a las de las condi-
ciones normales. Se pudo identificar el antizeno carcinoembrid-
nico mor reaccidn de radioinrunoensayvo en la fraccidn de dH
4,60-4,95, coincidiendo con los datos avortados vor la litera-
tura (7,70).

En la purificacidn de la fraccidn de electroenfocue por
cromatografia en Sevhadex G-200 se obtuvieron dos nicos de
nroteina (Grdficos 4A-F) correspondiendo, de acuerdo a la ca-

librzcidn efectuada, el segundo 2l anticeno carcinoerbridnico,

el nrimero podria tratarse de un anresado rnolecular (36).
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Al efectuar la marcacidén radioactiva se comprobd nue a
medida aue se purificd el ant{geno las actividades especifi-
cas alcanzadas disminuyeron y fueron bajas comparadas, mor
ejemnlo, con las de materiales empleados en ensayos de hormo-
nas, vero éstas generalmente son nroteinas puras de bajo peso
molecuvlar, en cambio el antigeno carcinoembridnico tiene un
peso molecular de anroximadamente 200,000 y es fundamental-
mente una glicoproteina con una concentracidn de tirosina e
histidina de tan sdlo 0,057 y 0,072 umoles/mg resvpectivamente
(67),de modo que los sitios de unidn para I son limitados,
resultando bajas la eficienciade marcacidn y la resvectiva
actividad especifica.

Al analizar las electroforesis en geles de poliacrila-
mida se comorobd que las prevaraciones del antigeno carcino-
embridnico vresentaron héterogeneidad cue puede deberse al
dcido sidlico ( 4 ) auncue no nueden descartarse otros fac-
tores como estructura nroteica, alteraciones durante el »ro-
ceso de aislanmniento conio cambios en el vK de aminodcidos car-
gados debido a perturbaciones en la estructura terciaria,
variaciones en el rrado de sustitucidn de residuos de carbo-
hidratos y gruvos amida en la cadena pevntidica. Al avanzar

21 erado de murificacidn la heteroreneidad disminuyd, wero
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11a bndnas eortinuaron siendo difusas en 17 tincidn de »ro-
tefnms. ©1 mertil radinzetivo mostrd una mayor heterncenei-

s 2

Aad ~ne la obeervada oen lz coloracidn, 1o cue irdicar{a cue

\+

ons

Q

estos raterinles estdn realrente itnidos nor un conjun-
to de nroteinas de cAracteristicas similares ( 13,45 ), En
12 tincidn =ora ~liconroteinas mor el método de Schiff las
bendzn Tuevor definides v se coumrobd cue el antireno nurn
es homoséneo en cusnto 2 este ti-o fe enomnuestecs yn nue ona-
recid una Uaies banda (Fiwura 4),

ilna vez obtenidns los antirenos se inrmnizzmron coneios
con estos materinles on dictin%os estzdos de murificacisn
(extracto bruto v antizeno purn) naraz commrob2r zi existen
diferencins entre los antisveros obtenidos, 0 gi nresentan
caracteristicas cemeiantes y son i~ualreonte dtiles nara la
deteccidn e identificacidn del zntiseno carcinoembridnico,
Se hicieron controles con antisueros de cone jos inmunizados
con extracto de colon normal.

Estos conejos resnondieron en forme individual a los
antizenos inyectados, nero se pudo observar, en zeneral, al
titular en forrmn semicumntitrtiva nor inminodifusidn el con-

teni?o de I-1 e I«G de los ntisuerns obtenidos (Cuadro 11)

<

«
.

e se ~roduliecron ~umentoas ray leves Je T~ en los mrimer
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nstadfos de inmunizncidn, disminuvendo luero; en cuznto 2l

contenido de T3 fue oacilante, =reszentando aumentn v luego
disminueidn en 2l~unnc ganna,

%3 de destacar nue el conejo 1 entre la segunda y tercera
sensria recibhid una serie de inveceiosmes cimiler A 1la dgzAa
hosta 1a nrimer caneria no hahidndnce nrodneido ~umento de
Ix% v si Aisminueidn de T=ii, es decir cnue no habria habido
una estirmlacidn meyor de células mroductorns de estne snti-
rarmos, ouizds debhido ~ mardlicis inmunoldeice mor Aosic al-
t2 Ae anti~eno (42 ),

n el caso del coneio ? ze realizd la se~undn sansria
Tvuean de 12 semana de haherse efectuado la nrimera =in hober
recihido ninecuna inyeccidn en ese lavsn, v se commrobd aue ol
contenido de IoG se mantuvo constante o nesar de la falta Ae
reestimlo, y se nroduis un cierto aumento de IsM cue mudo
deberse 2 1la mermanencia del antireno on la 2zona de inocula-—
cidn v lenta ~alida ( 16).

41 ~nalizar los resultados obtenidos con lon antisueros
de los conejos 3, 4 y 5 se observd cue hubo aumento del con-
tenido Ade Igll en todos los cn230sz, hasta la nrimer sanoria
(luero 4e 9 semanas de inmunizacidn v Aos series Ae inyeccio-

1es), ~ue lueso disminuvd, volviendo 2 aumentar sdlo una vez
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2 1o larmo de todo el curso de la inmunizacidn (Conejo 5, quin-

-

ta sangria), In cambio hubo incremento éel contenido de IgG
en general hasta la segunda sangria, con nosterior disminu-
cidn y aumento. Tos titulos alcanzadns no fueron, en lineas
senerales, suvneriores 2 los Jlogrados con el extracto de colon
nnrmal, =~ vesar rue las dosis de antigeno invectado fueron

muv suneriores, MNmAiarentnrlmente hasta la primer sancria, e

n

decir cuve la influencia de 1z cantidad de anticenn en la nro-
duccidn de snticuerwos es immortante, »udiendo ocurrir un fe-

ndmeno de mardlisis frente a 1la 2lta dosis emnleada (42 ),

s

e
—J

. N ’ N . . .
coneio 4 recinid la ultima serie de inyecciones en
una sola inoculacidn, a diferencia de los eonejos 2 y 5 cue
lz recibieron rerartide en cuatro invecciones, 2 vpesar de es-

to el titnlo e T#h ha sido el mismo nara los tren antisuerns,

)l
2

no

A

u

i el de Is¥ cue no "Hudn ser detectada »ora el conejo 4,
es decir aue las célules Ae memoriz de Toli habrian sido inhi-
bidas frente a tan alta Aosis de antireno.

Tos conejos invectados con antigeno corcinonembridnico
nuro resyondieron en forma similar 2 lon inyectados con el
extracto mercldrico.

Se debe hacer notar ~me no o +tan immortonte 1la ecoanti-

124 de rlobulinas totrles, sinn la califad del ~ntienerno
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obtenido, cue sea especifice ¥ de 2lta canacidod 2a vnidn -
log antfesmns veilizedns, Tn ~enernl con nnkn series de qir-
mmir2ainnes o o l2ves de un 270 v ouatro meses no huho vo-
riaciones notrorizn, e ~Nin nhservar en los recultacos de ra-
Aiainminoansaye (Cuadro 15) nue lz ennacidad de mnidn al ex-
trmeto mercldrico de cliconroteinns de colon tumoral disminu-

4

vdé en la *ercera sansriz ¥y lueso volvid = ~umentar, -ers 13

fraceidn de eleciroentcrue ce mantuvo en senernl conetante v

.
s
=

nlta, v m2ra el ontireno -uro asumentd hucin 1z tercera sener
v luerso disminuyd, mero las variaciones Tueron ruy leves,
n el sndlinin mor electroforesis en ~el de mnlineri-
lamiza de los ~ntisueros abtenido~ sce commrohd rue existid un
.

rvmento de nroteinems de movilidnd 5-1 con eran ditnersion en

todos los czcos, ~ern es de deatocar en 1os ontisueros de oo

L")

coneinos inyectados con extracto vercldrico de sliconrotein
de colon tumorzl un notzble increrentc en la zana de o o
m2ero~lobulinag, Fse aumento ce deberia en rarte a I aue
corre agncinda n A 5 (18 ), —ern Ao cenerdn 2 la titulneidn
2or inmmnoAdifusidn eca inamoslolhulira suments FImdomentsl-
meate en la nrimer son~ris v l-e-~n Fismiryve, siendo, enton-

-

peas ege increrentc fe A s 30RidAn +rorhidn 0 Atrac eroteinos

- ,

‘e ae cintaticowiom mav efhatn Jde Ta dnmpmizoeidn nleoncando
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b ~

Y SR ’ .
cn velor mdximo en la tercers asngrin, luesn Ae Aie~ maces

Ae inmmizezeidn v ceis series de invercinnes, Aisminuvendo

Tne~o, W~ Aectacahle en leg Mimres 8, G v 10 1o anariasidn
de dos bondas on le zona de & o1 12 sunerior cue ense~uida
Aig-inuve covresmonderia a I« y la inferior 2 las otrns
mroteinas de rovilidad & , ~ue aumentzn. EZn el cazo de los
sntisueros de los aesnejns inyvectados con extracto normal no

.t

ce wroduio ese increrente de nrotefnas A o, ¥y en los anti-

]

sueros anti antigeno carcinnembridnico hubo un leve aurwento,

.

no tan imrortante como pora los antisueros de los conejos 2,

4 y 5, mero debe tenerse en cuenta cue la cantidad de rro-

teina inyectada fue rmenor y el escuema de inrunizecidn durd

D

menos tiemmo, ¥n base a estos resuvltados se muede nogtular

cue esas nroteinss A 5 5on irducidas mor ani;irenns cancero-
s0s luego de neriodeg larsos de inmunizzceidn y con altas do-

’)

’
ria es-—

o

cis de anticeno; su funcidn no cstd aclarada vero nol
—ecularse aue funcionzn como znticuernos,

Se analizd nor inmmodifusidn 1a resccidn entre anti-
sueroc anti extracto nercldrico de ~licoturoteinas de colnn
normal frente a1 ~ntizeno homdlozo ¥ al -urificado nor electro-
enforue, en amhos casnz Tueron bajos los titulos de los anti-

snorae de lna Adintintss conorins de los dos coneios, *n el
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anen Ael coneio 1 fuerorn ir~ruvales mora ambos ant
t{tulos Gel corejo ? fuernn mavoren mara el extrachtc hrmto
cue marz la frzcecidn de electroenfonue, habierdo un aumentsn
nare ésta en la semmda sangria, coincidiendo con los resul-
t2dos de la titulacidn de IgM., Al enfrentar estos antisueros
2 loz antizenos derivadns de colon tumoral los titulos obte-
niéos *tambidn fueron bajos, 2uncue ecuinarables a los zlcan-
2za2d0s con Los antirenos normiles, es decir rue e verifica

jue existe reaccidn crvzada entre el anticeno normal v el tu-

%1l tito de entisuero usado es de vTrimordicl imvortan-
cia en la determinacidn de diferencias o sirilitudes entre
anticenos aislados de tejidos normal y tumoral, Tomita v col
(68 ) oabtuvieror un %i=n Ae antisuero contra antizeno carcino-
ermbridnico en conejo nue reacciond eruzsdo con un anti~eno
de colon normal nreserte en tejidos normal v tumoral confir-
mando oue se commarten deterrminantes antisénicos entre el
sntireno normal vy el carcinnembridnico: otro ~ntisnero a2bte-
nidé en cobayo no reacciond con el antisenn normal v adlo 1o
hizn con el cnrcinoembridnico, Aandn evidencinn de un Feter-

ante esmecifico del +uror: y un terecar ti-o Ae zntisuern

:3
i3
3

n corejos o e¢obavos reaccinnd isualiente bien con

[#]
D
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amboz antisencs no mudiendo distinmuir entre ellos, ma sitna-
cidn de este Wltimo tino se cummlirisz con nuestrns sntisneros
anti evtracto mereldrico fe ~lien-roteinas de colon normal, v~
cue se vuelve A reretir enon los resultados Ae radioinmunnensavo.
Al ~nalizer los resul+ados de inrunaodifraidn de los sueros
znti extrncio mercldrico de <licownroteinze de cnlon tumoral
frente 2l snticeno homdlo~o v la Ffraccidn Je electroenforue
se vid cue los fitulos tarbidn fueron bains sierdo, ~m ~eneral
suneriores nara el enti~eno -mrificado rue mara el extractn
bruto, fendmeno cue se renitid a2l analizer los resnltados de
radioinmnoensayo: =se ~uede Instificoar ecte hecho sunonierndo
gue 21 nurificar el extractn se olinminen deterninantes cue
serizn no »recinitantes, 7 ce liberan feterminantes crinticos
aue estarion oculios en el extracto nruteo ( 45), v acue al
reaccionar con el sntisuero "roducen nrecinitncidn, También
ec notable nue en vArios c~soz anarecen doc handas de nreci-
mitacidén con uno u otro anticenn, =ero Ffuntamentalmente eon
el nurificado mor eclectrnenforue, Fsto indicaria 1o nresencia
de doc anticenas distintos en las ~wectras sembradas, 2unque
tarbidn -mede deberse a la accidn del comnlerento ( s8), o =
la polimerizacidn del antiveno ( 29) “roducida mor z2ccidi del

deido percldrico ( 26, 59 }. ¥leirwn v col (28 ) ante un caso
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narecido consideraron aque se trataria de dos antigenos con
estructura bdsicz similar vern de diferente peso molecular,
Esta posibilidad ha sido estudiada en el caso de moléculas
vecueias como dextranos ( 20 ) pero no se puede descartar para
mnléculas srandes como el antigeno carcinoembridnico.

Ho se obtuvieron bandas de precinitzcidn entre el anti-
~eno carcinoembridnico Huro y ninsdn antisuero y tammoco entre
los antisueros anti antireno carcinoembridnico y ninzin anti-
seno, dehido, quizds, a que las concentraciones utilizadas no
fueron las adecuadas, no pudiéndose revetir las reacciones
nor falta de materiales,

En el 2andlisis de las inmunoelectroforesis del extracto
nercldrico de gliconroteinzs de colon tumoral frente a los
antisueros homdlogos se commrohd oue cualcuiera fuerz el esta-
dfo de inmunizacidn de los enimales, siemnre se revelaron ban-
das de movilided @ , caracteristicas del antigeno carcino-
embridnico ( 50) (Fiecura 21)., Este tino de bandas no fueron
reveladas por antisuero humano normal, es decir cue no nresen-—
taria anticuermos cavaces de reaccionar con el antiseno car-
cinoembridnico. Tambidn se enfrentd a los sueros de los cone-
jos inyectados con evtracto nercldrico de gliconrotefnas de

colon normal produciéndose uUnicamente una banda con esas



226

caracteristicas contra el antisuero obtenido en la primer san-
gria del conejo 1 (Figura 22) o sea que en esas circunstancias
presentaria anticuerpos a los determinantes del antiseno car-
cinoembridnico cue luego desaparecerian. Tampoco hubo reaccidn
al enfrentarlo a antisuero anti grupoe sanguineo A (Fisura 22),
indicando nue no existe reaccidn cruzada entre este gruvo san-
guineo y el entiseno carcinocembridnico ( 44 ).

Se hicieron los mismos tinos de zndlisis con la fraccidn
de pH 4,60-4,95 de electroenfoque de extracto vercldrico de
glicowrotefnas de colon tumoral (Fisura 23). En el casn del

cOor

D

»

jo  se revelaron bandas(g con los antisueros de »rimera

sunda sangria, mero no con el de tercera sancria, coinei-

(0]

vy s
diendo con los resultados de inmunodifusidn ya aque en este es-
tad{o es cuando se detectd el menor titulo nara ese antigeno;
con los entisueros de las sangrias vosteriores se vuelve a
revelar esa banda, Los conejos 4 Yy 5 se commortaron Ae manera
similar detectdndose bandas £ recidén a vartir de los anti-
suerns de tercera sangriz. Al enfrentar esta fraccidn a los
antisueros anti extracto nerclérico de gliconroteinas de colon
normal, =2nti suero humano normal y anti gruno san~uineo A no
se reveleron bandas de movilidad # ; estos resultados coinci-

den con los observados 7or Colizan y col ( 8 ),
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También se enfrentarnan otras fracciones de electroenfo-
aue a los antisuerns 2ue habinn revelado las meiores bandas B
frente 2 la fraccidn de oY 4,60-4,95, en ningiin caso hubo ban-
das de este tizo, es decir que el =z2ntigeno carcinoembridnico
adlo estariz nresente en esta i1ltima fraccidn,

ig ocue se realizd fue radioinrunoen-

0

Otro tino de andlis
sayo, treobaidndose con lo~ distintos antisueros y antisenss
obtenidos,

Se titularon los antisueros de los conedjos L y 2 frente
a los ant{renos hombloros ¥y se obituvieron titulos altos (Cua-
dro 14), sisndo en el easo del coneio 2 mayores nara la frac-
cidn de electroenfonue cue marz el extracto bruto, hecho opues-
to a lo observado en la inmunoditusidn (Cuadro 12); vero se

debe tener en cuenta cuve el método de radioiniunoenassvo tiene

ad .,

Qs

mayor sensibili
Mambidn se titularon esos anticueroas frente 2 los enti-
zenns de oricen tumoral resnltando ser hajos los titula~ nars
el extroeto bruto v la fraccidn fe electroenfooue (Cu~dro 14,
en c2mhio marz el antiseno muro se obtuvieron titulos relativo-
mente ~ltos, o sea cue se "roduciria unn fuerte reaccidn cruvTa-
An rmye ennfirmarin la existencia de determinantes comunes entre

el antireno tumoral v 1oz normrles, ragnrdemns rue el anti~enn
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careinoembridnico da veaccidn cruzada con NCA ( 40), WGP ( 49)
y HFA ( 52 ). En el caso del extracto bruto o la fraccidn de
electroenfoque puede ocurrir aue ante la presencia de conta-
minantes esos determinantes comunes esztédn enmarcarados y no

ge encuentren dismonibles para rerecion~r con los onticuer-
w08 = las "roteines normales de e9lan, Tero 21 nurificrr el
an+t{~eno avista 1o posibilidad Ae renceidn ernrnda mr lo que
ae nhtienen titulos altos,

Tos titulna Ae lna cuerns anti extracto pereldrico Je
zliconroteinas fa colon tumdral fueran baios mars el anti~seno
frzeceidn fe eleetroenforue v iy bejos
sopre. el nntf-eno —uro (Cuadro 15) revnitidndnce el fendmenn va
observado en inmimodifusidn, Adonde en memernsl los titulas
fueron mis =2ltos nera 1o froccidn de clectroenfornue "me nare
el extracto bruto, Podris ocurrir que las -roteinas de eca
froceidn senn mds altamente in-nmocénicas cue el resto Ae las
nroteinns mrecentes en el extr=cto bruto v re faﬁricuen fundn—
mentalmente anticuernos 2 ellas ¥y nor eso la resccidn antir~e-
no-anticuermno seris mfs noderosn con el extrazcto vurificado
rue el bruto, Otra nosikilidad ser{n aue los deterninantes

antigénicos estuviesen enmaccnrados 0r 1z nresencia de eren

centidad do nmateriales v 21 nurificrr medan reaccicnar mdcs
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Tfcilmente, Tambidn -uede suceder ~ue como resultadso Je la —uri-
ficrneidn hoya unz nérdida de residucs de deido sidlico, dctos
nrofucen una hidratacidn ririda de 12 moldcula de ~lico-mroteine
de modo que reducean su c2vacidad de unidn al correspondiente
anticuerno, de tzol forma cerin menor la 2osikilidzd de unidn
con el extracto bruto cue con lo fraccidn de electroenfonue,
Tate fendmenos en ohnervable tambidn con muectras &e 2ntizeno
cercinoembridnicn de ari~en gfstrico que tienen mayor cantid-d
fa 4cido siflico cme el 2izlado de colon v nresentan mencr ca-
nacidad de unidn a anticuermos ( 4 ). Se nuede suvoner, también,
cue en la fraccidn de electroenfocue se »nongan en evidencins
determinantes crinticos 7nor desdoblanmiento de la moldeula, aue
ectarian ocultos en el extracto bhruto ( 45 ). Otra mosibilidad
es que en el extracto bruto haya nroteinas agregadas cue serian
incnanaces de resnonder en el radioinmunoensayvo (16 ). Ilanz la
atencidén poe los titulos nara el antigeno carcinoembridnico
muro sean bajos, en general mencres ~ue con los antisueros al
extrzcto normal, Esto rodria deberse 2 cue el tiemmn de incube-
cidn del anti~eno con el »ntisuero no hayvz aide suficiente »arn
llesar 21 eqcuilibrio Ac-fc, 0 aue no ce hayn Alcannad.s el ecui-
librio de nrecinitacidn en ~21 lsngs ~ue mediz entre el acre-

~ado del mmlfato Ae amonio v 12 centrifurrcidn (52 ).
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Ante 1a =»0sibilidad rue =e hubiera n»nducidn un fend-
meno de nardlisis inmnoldeiecz nor 2lta dosis de sntivena ( 42)
se decidid snvectar un z2nimal (conein WO 6) con boja donis de
~ntireno carcinoembridnico nurn, menor aue 1= cantifad nue con-
tenis el avtr-oecto bruto invectado., Se tituloaron es=os ~nticueros
v ae nomrohd sua los titulos fuarnm muy baics m2ra los tres
antfrenos de arisen tumoral (Cuadro 16), ec decir ~ue ne mo-
fria Aescartar la nocibilidad de mardlisis,

Se inveetd tasmhidn un snimel (conein ¥° 7) econ cantidn-
des de anticeno carcinoembridnico murn ecuivalentes = 1n can-
1974 de extra2cto brutn invectadn, ~e comrobd en este cran
aue en 1o nrimer actnoriz los titulos fueron bajos, mern en 1=
cerunda cansris, lue~o de dos reries fe invecciones ce 2lean-
zarnm titulos rltos weva la fraceidn Ae eolectroenfocue del ex-
tracto tunoral v relativanente a2ltos »ara el extracto v el
ansiceno —uro, mayvores rue los lorrados con los antisueros de
los eonejos H° 2, 4 v 5 (Cuadro 16). Esta situacidn nuede ser
debida 2 ~ue al inyectar el extracto bruto se ori~ine unsa cor-
netencie intermolecular entre los distintos antisenos nrescen—
tes en el indculo, entre los que se encuenira el carcinoerbrid-
nico; es un hecho cue un sran exceso de un determinado antizeno

made ~n-arimir la regnuectn 1 okvo ~uUe o2 cncuentTra en monnr
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=elacidn (65 ), dehemos tener on cuenta rue 1o eontentracidn
del antizenn carcinnembridnica en 2l extracto hutn as hesa:
3,55% (Cuadro ©) lo ~ue Suctificnris ezta mostulacidn,

Se wrovectd realizar mediciones de anticeno carcinoembrid-
nico mor radioin™mmnnensavo nthtilizrndo todne los anticueros obh-
tanidos, mero —or rarzones ccondnicas sdlo —mdo efectuarse con
Al~uno de ellag, selececiomdndnse,entences, =~uellos ~An*isuaevos
~nti erxtrachts —ereldrico de ~liconroteinas de colon Humdrral
~ua nrbrian dado los mayores titulos —ara el antizeno nuro v
1los menores mara el extrecto bruto (tercera sangria) r vice-
verena (rcuints =an~r{a) (Cusdro 15), Fe ntilizrron comn vrntei-
n2 standerd y trazador el miemo materinl, vo sen extracto bru-
to, fraccidn de electroenfocue o anti~zeno nuro, Se dosaron

muestras de mezclas de sueros ¢on baja o alta concentracidn

de antizenn carcinoembridnico que habian sido nreviamente me-

dido c¢on nroductos comercinles, en los cue los antisueros
nrovienen de animalen inyectados con extractons de metdstngis
de tumor de colon,., Se encontraron, en ~eneral, coincidenci=zs
com los dos métndos commarados, sobre todo nara concentracio-
nes bajas del anticenn,.

.

Se hizo un ~anAdlisis estadistico e 1los datos nbtenidos

T e encontrd nue al *rabajiar con rmestras fe concenitracidn



hwe=ia sdlo se nroducen diferencias rienificativas al eonziderar
los srados de nurificacidn del =antizenn us240 como chandard vy
trazador, v esnecificamente entrn el extracto bruto y el snti-
seno nuro, nero los resultados ecuivalentes cualcuiera sea el
antisuero cue se use., Bn la medicidn de mestras de concentra-
ciones altzs del antizeno carcinoembridnico se »roducen Adife-
rencias simmificatives =dlo 21 analizar las distintas saneriss
de loz ~nimales estudizdon. Si se comnaran Los resultados con
los 4e los otros métndos Ae radioinmunoens~vo es ~0sible nos-
tular nue resulsan 1's confiables los obtenidos con los anti-
suerns Ae ~uinta sanerin,

Tos eztudios futurnes se orientan haciz 1o obtencidn de
enticuer—=oas monoclon~dos de uwne dada esnecificidad. Acolla v
col (1) fusionaron células de bazo de ratones inmunirzados con
antizeno carcinoembridnico vuro con una linea celular de mie-
loma nbteniendo asi hibridos secretantes de ~2nticuermos aue
reaccionaron esnecificamente con deternminontes del antiseno
carcinoembridnico. Esos anticuerpos serian producidos en fowrma

ilimitada una vez estaklseidn 1r ldrea celular v nodrfan ser
utilizndos conmn rezetivo ~tandard sora redisinrunnensazyn,

Manta tanto ento ruced~ ~a Acherd tener an ouenta, de

canerdn 1 log yesultados acui eynuentas, cue mmra cubrir un
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ammlio rango de concentraciones de anticens eareinnembridnicn
en el Aosnje de ene mrarcador turoral en el suero de nacientes
bajo control neriddico de enfermedad nor reaccidn de radioin-
munoensayo, es suficiente nurificar el antizeno cue se usari

como trazador y standard hasta 1la etana de electroenfoaue del
extracto nercldrico de colon tumoral, v2 aue los resultados

.

no mresentan diferencias e¢on los obtenidos 2l uvear el anti~e-

no puro, vy adenfs los sntisueros nresentan altos tiiulos nara

egsa frzecidn: se mueden utilizor -~ntisueros sbtenidos nor ino-
culacidn de animales con extractos de metdstesis o de tumor
orimario libre de teiidos normales. Seria interesrinte nrobar
el ontisuero corresnondiertte al conejo 7 que 2l ser inyecta-
do con cen*tidades de anticeno -ure esuivalentes & las nresen-

tes en el extrrzeto bruto rindid elevmdns titnulos de anticuer-

noSs.

&

0 59 D-
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