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INTRODUCCION.

ANTIGENO CARCINOEMBRIONICO.

GENERALIDADES.

El antígeno carcinoembriónico fue inicialmente descripto

por Gold y Freedman en 1965 ( 23). Estos investigadores esta­

blecieron que los antígenos tumor-específicos detectados en

cánceres del sistema digestivo son una manifestación de facto­

res determinados por el sitio de origen más que por el sitio

de crecimiento del tumor, así se excluye la posibilidad que

estos antígenos sean productos de interacción entre la masa

invasiva y el tejido digestivo normal vecino, o que estén re­

lacionados a contaminación exógena por virus entéricos.

Las lesiones cancerosas desarrolladas en varios sitios

del sistema digestivo humanode orígen endodérmico (esófago,

intestino, hígado y páncreas) contienen antígenos específicos

de tumor comunes que no están presentes en tumores malignos

de la parte superior del sistema digestivo: paladar, piso an­

terior de la boca, glándulas parótidas, siendo estos tejidos

de orígen ectodérmico; es decir, que existiría una relación



entre los antígenos específicos de tumor del sistema diges­

tivo y el desarrollo embriónicodel tracto gastrointestinal

humano.

Los estudios llevados a cabo por Gold y col. (23) indi­

caron la existencia de relación entre estos antígenos y cier­

tos componentesdel tejido embriónico del sistema digestivo

humano;estos constituyentes antigénicos conunes fueron,

entonces, llamados "antígeno carcinoembriónico" del sistema

digestivo humano.

Durante los procesos embriónicos y fetales de diferen­

ciación, especialización y organización, que tienen lugar du­

rante la mayor parte de la gestación humana, el tejido endo­

dérmico del sistema digestivo contiene componentesantigéni­

cos específicos que desaparecen en los últimos estadíos de

gestación y normalmenteno reanarecen en la vida adulta, sin

embargo, durante los cambios anaplásicos de desorganización

y dediferenciación asociados con el proceso de transfornación

maligna reaparecen estos componentes por un proceso de dedi­

ferenciación derrepresiva comoantígenos específicos de tumor.

En los primeros estadíos de la división celular embrió­

nica humanacada célula primitiva está dotada con la totalidad

de la información genética heredada; este potencia genético



nasa a las subsecuentes generaciones de células somáticas (55)

y bajo la influencia de ciertos "organizadores" se comienzan

a desarrollar los distintos sistemas de órganos. Durante este

proceso actúan mecanismosgenéticos renresores comparables a

aquellos demostrados para sistemas bacterianos(35) suprimien­

do las áreas del genomano requeridos para 1a especialización

de las células en consideración. Una vez lograda una adecuada

diferenciación del tejido antes del nacimiento ciertos compo­

nentes celulares imprescindibles durante el curso de especia­

lización no son ya necesarios y entonces ocurre la represión

de la información genética cesando la producción de estos

componentes "primitivos" (22 ).

Durante los eventos de carcinogénesis se induce 1a expre­

sión de información genética que normalmente está reprimida

en las células maduras que no sufren transformación maligna.

Así recomienza la producción citoplasmática de componentes fe­

tales o embriónicos. Es,así, posible que estos constituyentes

puedan ser detectados comoantígenos específicos de tumor.

Stonehill y Bendich (64) llaman a este fenómeno oncológico

de reaparición de materiales específicos del embrión "expre­

sión retrogenética".

La función de los componentes carcinoembriónicos en las



células fetales y cancerosas sería mantener 1a viabilidad de

las células en su estado incompletamente diferenciado (23 ).

Asi, cuando se completa la diferenciación en las células feta­

les los antígenos carcinoembriónicos desaparecen y pueden ac­

tuar otros mecanismospara mantener la salud y función de las

unidades celulares especializadas; en las células cancerosas,

sin embargo, donde generalmente no se alcanza la rediferencia­

ción a células normales, estos constituyentes carcinoembrióni­

cos deben ser producidos continuamente para mantener la vida

de las células malignas.

Existen otras macromoléculas humanas, además del antí­

geno carcinoembriónico, que son normales durante la vida embrio­

naria, desaparecen en los tejidos adultos normales, pero están

oresentes en los tejidos tumorales (22 ). Se pueden clasificar

en dos categorias dependiendo si se encuentran o no en fluidos

del cuerno; aquellas que se encuentran fuera del tumor pueden

ser subdivididas en dos grupos de acuerdo a la presencia o no

de actividad biológica (Tabla 1) (44 ).



l) Presentes en tumores y fluidos del cuerno.

a) Sin efectos metabólicos conocidos.

Antígeno carcinoembriónico.

Alfal fetooroteína.

Alfa2 H fetonroteína.
Beta S fetoproteína.

Antígenos asociados a leucemia.

Antígenofetal heterófilo.

Antígenofetal sulfoglicoproteico.

b Con efectos metabólicos conocidos.
-V

Fosfatasa alcalina placentaria.

Hormonasplacentarias y productos relacionados.

2) Presentes sólo en tumores.

Tabla 1: Kacromoléculas humanas fetales
asociadas a tumores.

DISTRIBUCION DE ANTIGENO CARCINOERBHIONICO EN TEJIDOS.

El antígeno carcinoembrónico ha sido detectado en neo­

olasias primarias del tracto alimentario desde el esófago

hasta el recto, incluyendo páncreas y sus metástasis; en trac­

to alimentario, páncreas e hígado de fetos humanos entre 2 y



6 meses de gestación ( 44).

Con el desarrollo de técnicas de radioinmunoensayo se

ha comprobadola existencia de material similar al antígeno

carcinoembriónico en el suero de adultos normales y de paci­

entes con una amplia variedad de desórdenes inflamatorios o

regenerativos gastrointestinales y de colon, neOplasias malig­

nas y benignas en diferentes sitios (67 ), pólipos de colon,

carcinomas bronquiales (44 ), suero y tejido tumoral de pa­

cientes con carcinoma 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 antígeno carcinoembriónico comúna te­

jidos de orígen endodérmico y no endodérmico (tejido fetal,

cáncer de mama,neoplasia gastrointestinal, tumor de cabeza o

cuello); sería un sitio ión-sensitivo que ademásde locali­

zarse en 1a molécula de este antígeno estaría también presen­

te en moléculas estructural y químicamentesimilares a él, que

se encuentran a bajas concentraciones en colon y pulmónnor­

males. El colon o el hígado normales no presentan suficiente

cantidad de antígeno carcinoembriónico (se necesita al menos

1 ug) nara precipitar anticuerpos anti antígeno carcinoembrió­



nico ( 8 ).

Hartin y Martin ( 50 ) detectaron dos antígenos relacio­

nados a cáncer de colon, uno de los cuales puede ser identi­

ficado con el antígeno carcinoembriónico descripto por Gold

y col. (23 ). Ellos demostraron que estos antígenos están

también presentes en mucosa de colon no cancerosa pero en con­

centraciones muchomenores que en tumores intestinales, lo que

indicaría que las diferencias entre tejidos digestivas norma­

les y cancerosos pueden ser cuantitativas más que específica­

mente cualitativas; en casos de colon normal distal a un adeno­

carcinoma la presencia de estos antígenos podría deberse a una

contaminación con tejido tumoral, pero esto no es posible

cuando se trabaja con muestras extraídas quirúrgicamente de en­

fermos no cancerosos. Otra posibilidad sería que estos antíge­

nos fueran producidos artificialmente en el proceso de extrac­

ción por acción de ácido perclórico sobre un antígeno rela­

cionado presente en el colon normal, pueden ocurrir pequeñas

modificaciones comohidrólisis de algún residuo de azúcar como

fucosa o ácido siálico que produzcan cambios en la especifici­

dad de algún antígeno; tampocose puede descartar la posibili­

dad de una reacción cruzada con un antígeno estereoquímicamente

similar, pero no igual, al antígeno carcinoembriónico.



LOCALIZACION CELULAR DEL ANTIGENO CARCINOEMBRIONICO.

Estudios morfológicos realizados por Gold y col.(24 )

indican que el antígeno carcinoembriónico está asociado con

la superficie de la célula tumoral.

El antígeno carcinoembriónico se localiza en el glico­

cáliz de la célula cancerosa de colon (95 ). Hay evidencias

que los constituyentes del glicocáliz son formados en la cé­

lula que ellos cubren y no son adsorbidos pasivamente del

mediocircundante(34), así el antígeno carcinoembriónico se­

ría un producto específico de la célula cancerosa del siste­

madigestivo, esto se confirmaría por el hecho que las célu­

las de la mucosa normal de colon cercana a la masa cancerosa

no presentan antígeno carcinoembriónico en su glicocáliz(25 ).

La posible función del antígeno carcinoembriónico en la

célula cancerosa del sistema digestivo no está clarificada

por su localización estructural. Se han prOpuesto varios roles

nara el glicocáliz normal (25 ): participación en los mecanis­

mosde absorción y transporte, características eléctricas,

comportamiento inmunológico y adhesión intracelular. Sería

especulativo considerar las posibles modificaciones en estas

funciones que se efectuarían por la aparición del antígeno



carcinoembriónico en el glicocáliz de 1a célula epitelial del

sistema digestivo en su transformación maligna.

Varios estudios indican que la adquisición de un antígeno

tumoral está acompañadapor la pérdida de antígenos normales

citoplasmáticos y superficiales(6,56 ) lo que sugiere que puede

existir una relación precursor-producto entre el antígeno nor­

mal y el tumoral; el área de pérdida de los antígenos normales

en un tumor encierra aquellas áreas en que se puede demostrar

el antígeno carcinoembriónico.

La producción de antígeno carcinoembriónico es dependien­

te de la acción secuencial de glicosil transferasas. Según

Hakomoriy Murakami(26) el tumor falla en completar sus antí­

genos, al menoslos de naturaleza lipídica, es decir que el an­

tígeno carcinoembriónico podría ser un antígeno normal inc0mp1e­

to, cabiendo la posibilidad que el producto normal sea degrada­

do a antígeno carcinoembriónico, lo cual explicaría su presen­

cia en tejidos donde la autólisis o tratamientos químicos pueden

producir pérdida de residuos terminales de hidratos de carbono

(44 ).

Por estudios inmunoenzimológicos (31 ) el antígeno car­

cinoembriónico aparece como un 00mponente íntimamente asociado

con la capa externa del borde estriado de las células columna­
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res de la mucosarectocolónica normal,y con la capa externa del

oolo apical de células de cánceres de recto y colon. También

aparece comocomponenteintracelular de células epiteliales de

mucosarectocolónica normal y de células secretantes de mucus

en tumores. Su presencia en la cubierta o en el interior de 1a

célula está relacionada con su grado de diferenciación, sea o

no cancerosa; se ha observado una progresiva acumulación del

antígeno en células epiteliales de colon normal que sufren ma­

duración. Es decir que el antígeno carcinoembriónicc sería una

gliconroteína normalconstituyente de las células epiteliales

de la mucosarectocolónica adulta humana, sintetizada y des­

cargada por estas células. La diferencia en el contenido del

antígeno entre la mucosanormal y la tumoral parece ser cuanti­

tativa y se puede explicar, en parte, por el hecho que en suje­

tos normales es excretado mientras que en cancerosos permanece

en cavidades cerradas donde alcanza altas concentraciones.

CON?OSICIOU “UILICA DEL ANTIGENO CÁRCIHCELBRIONICO.

El antígeno carcinoembriónico es un comnlejo proteína —

u ' . . u vcolisacarido soluble en agua(4l), en ácido perclórico 1,0 m

y en sulfato de amonio 50%de saturación( 67). Los análisis

de neso molecular indican una media de 200.000 daltons con
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variaciones entre 190.000 y 2?0.000 daltons(4,29,33). Tiene mo­

vilidad electroforética fi en gel de agar (50 ). Su coeficiente

de sedimentación es 7-8 S (22 ).

El contenido de hidratos de carbono varía entre 50 - 75%

de la molécula ( 2 ) siendo el más abundante N-acetil glucosa­

mina (anroximadamente 25%de cada orenaración de antígeno car­

cinoembriónico) ( 4 ); presenta también residuos de galactosa,

manosa, glucosa, fucosa y ácido siálico ( 41 ). La presencia de

manosay 1a ausencia de N-acetil galactosamina hace que este

antígeno se diferencie de las sustancias de grupos sanguíneos

(44 ).

El antígeno carcinoembriónico es electroforéticamente

heterogéneo siendo resnonsable de este fenómenoel ácido siáli­

co ( 4 ), se comnrobó que hay correlación entre el aumento de

carga negativa y el contenido creciente de ácido siálico ( 7 ).

El antígeno carcinoembriónico presenta 0,01% de ácidos

grasos ( 4 ).

Kruney y col. (41 ) demostraron que este antígeno nresen­

ta 14 residuos de aminoácidos diferentes: contiene 26 residuos

de tirosina.(7l) y de 12 a 17 de cinteína nor molécula (3),

El antígeno carcinoembriínico mís que una proteína homo­
l . I .. Idenea Simple seria un grupo ce moleculas oncodesarrolladas es­
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trechamente relacionadas que comnartenciertas características

generales: peso molecular aproximadamente 200.000, presencia

en la mayoría de adenocarcinomas humanos de colon, solubilidad

en ácido perclórico, etc ( 13, 45 ).

Se han descripto una serie de antígenos que dan reacción

cruzada con esta glicoproteína: NCA(antígeno no específico de

reacción cruzada) (40 ): NG?(qliconroteína normal) (49 ); NFA

(antígeno normal de heces)(52 ) y otros antígenos similares

(4).
NCA es una glicoproteína presente en tejidos humanosnor­

males, no es específica de órgano ni de tumor, es de bajo peso

molecular; su constante de sedimentación es 3-4 S, tiene movi­

lidad electroforética fi (40 ).

NGPes una gliconroteína de bajo peso molecular con movi­

lidad electroforética fi ; puede ser extraída en cantidades

importantes de pulmón y bazo normales, y en menor grado de hí­

gado, mama,próstata e intestino normales (49 ).

NEAes un antígeno extraído de heces de adultos normales

que di°iere inmunológicamente de N A ó NG? (52 ).

La identidad parcial entre el antígeno carcinoembriónico

y estas sliconroteínas normales nodría deberse a cue estén co­

dificados nor genes honóloeos originados nor dunlicación de un



ren ancestral común( 49).

SewúnMatsuoka y col ( 51) la molécula de antígeno car­

cinoembriónico nresenta tres determinantes antisénicos: uno

cáncer específico y otros dos que reaccionan cruzado con NCAy

NEArespectivamente. Dor tratamiento con pepsina se destruyen

los tres, en cambio al digerir con pronasa E, una enzima pro­

teolitica derivada de Streotonwces griseus, sólo se destruye

el determinante cáncer esyecifico y se liberan dos fragmentos

antiqénicos corresnondientes a los determinantes HCAy MPA:

estos resultados sugieren oue el primero sería de naturaleza

nroteica; se debe tener en cuenta que al ser al antígeno car­

cinoembriónico de naturaleza gliconroteica puede tener también

determinantes nolisacaridicos, además nuede haber determinan­

tes secuenciales y conformacionales ( 2 ). La presencia de re­

siduos de cisteina en la molécula del antígeno earcinoembrió­

nico nermite la formación de uniones disulfuro intramolecula­

res ( 21) cue modificarian la estructura primaria e inducirían

una conformación que podria estar involucrada en la actividad

antigénica de esta gliconroteina, ya nue se ccmnrueba que 1a

reducción de esas uniones disminuye en un 90%esta actividad

( 3 ).

Westwood y col ( 71) efectuaron sustituciones químicas
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en los residuos de triptofano, tirosina, histidina y arginina

del antígeno carcinoembriónico y observaron

significativos en la capacidad de unión del

ro homólogo, es decir que estos residuos no

dos en la unión Ag-Ac.

ANTI ¿WTIGBNO CALCINÚELBRIONICO

que no hubo cambios

antígeno al antisue­
l .estarian involucra­

Por estudios seroláeicos se ha demostrado que el 70%de

los nacientes de cáncer no metastásico del sistema digestivo,

y un norcentaje similar de mujeres durante el embarazo y

período nost—narto contienen anticuernos anti antígeno carcino­

embriónico en su suero; nero en nacientes donde el tumor ha su­

frido diseminación del sitio nrimario no se

anticuernos ( 24,

esta observación:

detectaron estos

67). Se postularon dos explicaciones nara

l) puede ser que una gran masa de tumor absorba los anti­

cuerpos anti antígeno carcinoembriónico al circular la

sangre nor el tejido tumoral.

es posible que el tejido tumoral libere antígeno car­

cinoembriónico directamente en circulación alcanzando

una gran concentración, y se formen así oOmnlejos Aq­



15

Ac en exoeeo ae antíïeno, de tal manera cue los anti­

cuernos anti antígeno carcinoembriónioc no estén dis­

ronibles nera nerticinar en reacciones serolóaicas.

Puede ser que estos anticuerpos no sean citolíticos y

ectuerían entonces favoreciendo el crecimiento tumoral, ya

que nrevenirían el ataque del tumor nor algún mecanismocelu­

.¡ . I_¡_. \iar CltOllulCO ( 9 ,24 ,.

Hellstrom y col. (3o ) han mostrado nue el suero de pa­

cientes con tumores contiene un factor bloqueante que prote­

ge al tumor del ataque nor linfocitos sensibiliyados, y que

nodría tratarse de un c0mn1ejo Ag-Ac.

ÏEQEUCCIÓH DE ANTIGENO CARCINOEMBRIOHICO IN VITRO.

Se hn comprobado la producción de antígeno carcinoembrió­

nico por líneas ceïulares derivadas de cercinomas. Así, se han

mantenido tejidos derivados de cáncer ae colon nor 7 añOS y de

rïe't'áü cq'o H, r ' . ¡4 + ' 8 J­“ ,uu.o la en “icado de un carc1nonw cue rico por años detec­
Í . . ntoncesc ic producc16n ¿e entíTeno jor inmunofluorescchLa ( 22).

Éllison V COI. ( 17) establecieron una línea celular Geriveda

Se una metástasis en nódulo sunraclavicular ñe un carcinoma

Hronquial y comprobaron que la cantidad de antígeno carcino­
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cnbriónico liberado es directamente orooorcioncl nl número de

células y permanececonstente durante varias generaciones, al

menos80 pasajes, si no se nodifican las condiciones de cul­

tivo, rero si se alteran de modonue la división celular sea

más ránida disminuye la cantidad liberada. Si se establecen

condiciones tóxicas letales o subletales se nroduCeuna inne­

diata liberación de antígeno carcinoenbriónico.

David y col. (lO ) comprobaron que el antígeno carcino­

embriónico nroducido in vitro por un cultivo de células deri­

vadas de un adenocarcinoma primario de colon humano tiene ca­

racteristicas similares al aislado de metástasis de tumor de

¿rnon y col. ( 2 ) sintotizaron un néotido constituido

por los once amino-ácidos amino terminales del antígeno car­

cinoembriónico, y lo utilizaron para inmunizcr conejos obte­

niendo un antisuero que no reaccionó con el antígeno Duro y

si lo hizo con un extracto crudo, es decir que no reconoció

a la proteína nativa pero sí a una forma modificada o a pro­

ductos le degradación que estarían presentes en ese extracto.

También reaccionó con suero dc pacientes de adenocarcinOma

de tracto digestivo y no con suero de nacientes de otras neo­

nlcsifis o individuos normales: es decir sue algunos pacientes
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vueden contener en eu suero antígeno carcinoombrjónico intac­

to, y otros pueden contener productos de su degradación par­

cial o ambos productos.

NIVELES DE ANTIGENÜ CÁRCINCELBRIOHICO.

Egan y col (14 ) determinaron por reacción de radioin­

munoensayola concentración del antígeno carcinoembriónico en

plasma estableciendo tres niveles:

Normal < 12,5 ng de CEA / m1 de plasma.

Intermedio 12,5-40,0 ng de CEA/ ml de plasma.

Alto > 40,0 ng de CEA/ ml de plasma.

Si antes de la intervención quirúrgica el nivel de antí­

geno carcinoembriónico es alto decreceré a valores normales

entre dos y dieciocho dias desnués de la oneración, cuando el

tumor ha sido completamente extiroado; en caso de mantenerse

un nivel alto ello indicaría una enfermedadresidual o metás­

tasis ( 44 ).

Los niveles ie antígeno cnrcinoevbriónieo con rápida­

ronte clarificudos de circulación a través del higado (66 ).



18

aplICACIONEC CLINICÁS DEL AWTIGENO CARCINOEmBRIONICO.

Inicialmente el antígeno cnrcinoembriónico fue conside­

rado una sustancia específica de cáncer del tracto diaestivo

inferior (23 ) nero estudios posteriores han detectado su nre­

sencia en tejidos normales, en diversas manifestaciones neo­

nlásicas y en enfermeaades benianas ( 15, 27, 44, 50, 67 ).

Es decir rue no es esnecífico de tumor y las diferencias de

su presencia en tejidos normales y neonlásicos es cuantitati­

va más cue cualitativa.

Los valores nlasmáticos del antígeno carcinoembriónico

se encuentran elevados en individuos fumadores sanos, pacien­

tes con tumores gastrointestinales, de veíi7a y de mama(43 ),

neuroblastomas,diverticulosis, úlcera péntica, colitis ulce­

rOSa y enfermedad de Crohn (44 ).

Debido a esta falta de especificidad no se nuede utili­

rdr la determinación de antígeno ccrcinoembriónico comoun ín­

dice definitivo de diagnóstico de cáncer de colon ya que po­

drian obtenerse resultados falsos nositivos.

isí, las crincinales aplicaciones clínicas de la estima­

ción de antíseno carcinoembriónico son tres:

1) Constatar la efectividad de un tratamiento: la deter­



minación antes y tres semanas después de una operación

s una indicación del éxito de la misma. La variación

del nivel durante radioterapia o quimioterapia permite

conocer la eficiencia del tratamiento y de las dosis

usadas.

2) Detectar recurrencias o metástasis: la elevación del

nivel de antígeno earcinoembriónico en individuos que

habian alcanzado valores normales luego de una inter­

vención quirúrgica, indica uns recurrencia o metásta­

sis.

3) Ayudar en el diagnóstico de cáncer como un comnlemen­

to de otras observaciones clinices‘

El método que se usa normalmente para la detección del

antígeno carcinoembriónico es el radioinmunoensayo que fue

ensavsdo nor primera vez nara esta sustancia por Thomsonen

1969 (67 .3.

:3 l-i 7.: (D ,_IEste ensavo reouiere la marcación co antígeno

carcinOonbriónico. Las molécules marcadas y nativas se incu­

bnn de tal manera nue comnitan nor los sitios esnecíficos del

anticucroo enti antiveno carcinoembriónieo efectuándose luefo

le senereción del complefioAq-Ácdel antieeno libre, cue se

ouede lograr nor le técnica de Ferr (19)que usa sulfato de amo­
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue aislar y purificar antíge­

nos cancerosos, nara tal fin se usaron tumores de colon de in­

dividuos adultos de raza caucásica. Se efectuaron estudios fí­

sicos, químicos e inmunológicos con los materiales obtenidos

en las distintas etapas de purificación identificándose el an­

tígeno carcinoembriónico y comprobandose el grado de pureza

obtenido.

Estos antígenos fueron utilizados para inmunizar conejos,

se obtuvieron así antisueros contra el extracto bruto de glico­

proteínas y el antígeno carcinoembriónico puro. Se estudiaron

las características de estos antisueros y se analizó por dis­

tintas técnicas inmunológicas la respuesta de los animales en

los diferentes estadíos de inmunización.

Se montó la técnica de radioinmunoensayo con los distin­

tos antisueros y antígenos obtenidos y se usó para dosar el

contenido de antígeno carcinoembriónico en mezclas de sueros

de pacientes con alta y baja concentración del antígeno, medi­

da previamente por métodos comerciales. Se compararon los re­

sultados obtenidos con antisueros que habían tenido una buena

respuesta al extracto bruto y pobre al antígeno puro y vice­



versa, buscándosela significación entre los distintos anima­

les, sangrías, grado de purificación del antígeno e interac­

ciones conjuntas. Asimismose compararon con los resultados

obtenidos con productos de naturaleza comercial, en los que

el antisuero utilizado se obtiene por inmunización de animales

con extracto de metástasis de tumor de colon.

Se trataron de establecer las mejores condiciones para

una segura identificación y cuantificación del antígeno car­

cinoembriónico.
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EMTERIALES Y METODOS

TEJIDOS.

Todas las muestras utilizadas en este trabajo correspon­

den a tejidos humanosadultos.

Los tejidos normales fueron obtenidos de autopsias rea­

lizadas hasta 24 horas después de la muerte o de operaciones

quirúrgicas de adenooarcinomas de colon, habiendo sido extra­

ídos 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 quirúrgicamente en el Hospital Italiano de BuenosAires,

de adenocarcinomas primarios de colon, diagnóstico estableci­

do por observación histológica en todos los casos. El peso de

las muestras, luego de haber separado los tejidos normales,

varió entre 2,8 y 130,0 gramos. Se procesaron 32 tumores con

un peso total de 1250 gramos.

Luego de su recepción las muestras se conservaron a —70°C

hasta el momentode su procesamiento.



EXTRACCION DE GLICOPROTEINAS.

Se siguió la técnica descripta por Edgington y colabora­

dores (13 ). El procedimiento fue el mismotanto para muestras

de colon normal como tumoral.

El tejido se cortó con bisturí en trozos de l - 2 mmy

se homOgeneizó con dos volúmenes de cloruro de sodio 1 m en

homogeneizador OmniMixer (Sorvall Inc.) a la máximavelocidad

durante 20-30 minutos a 0°C. Se mantuvo 18 hs a 4°C. Al cabo de

ese período se volvió a homogeneizar y se filtró a través de ny­

lon. A fin de eliminar los restos celulares se centrifugó 2 ho­

ras a 68.000 x g a 0°C en ultracentrífuga BeckmanModel L-2 con

rotor BeckmanSW-27Swinging Bucket. Se descartó el precipitado

y el sobrenadante se dializó a 4°C durante 24 hs contra cuatro

cambios de solución reguladora de fosfatos 0,01 M pH 7,0 (PBS)

y luego 2) hs contra dos cambios de agua deionizada. El material

insoluble se eliminó centrifugando nuevamente a 68000 x g duran­

te 2 horas. Para extraer las glicOproteinas, el sobrenadante de

esta centrifugación se llevó a 0,9 Men ácido perclórico agre­

gando 1a cantidad adecuada de ácido concentrado. Se agitó mag­

néticamente a temperatura ambiente durante 30 minutos y se cen­

trifugó en centrífuga refrigerada International PR-2con rotor
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284 a 1800 x g durante 30 minutos a 0°C. El precipitado se des­

cartó y el sobrenadante, luego de ser neutralizado con hidróxb­

do de amonio concentrado,se dializó durante 24 hs a 4°C contra

cuatro cambios de agua deionizada, se liofilizó y conservó a

4°C.

PURIFICACION DE ANTIGENOS.

Electroenfoqggfign gradiente de sacarosa.

Se realizó electroenfoque en una columna LKB7900 Uniphor

de 90 ml (LKBStockholm, Sweden). Todos los procedimientos se

efectuaron de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes (46).

Se usó un gradiente estabilizante de O a 50%de sacarosa

con 1%de anfolito carrier Ampholine (LKB, Stockholm, Sweden)en

un rango de pH de 3,5 a 6,0, ó 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 glicoproteínas) fue

distribuida a lo largo del gradiente de sacarosa, colocándola en

el compartimento de la solución liviana del mezclador del gra­

diente.

El electrodo superior de la columnacorrespondió a1 cáto­

do y el inferior a1 ánodo. La solución catódica usada fue hidró­
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xido de sodio 0,2 My la anódica sacarosa 56%en ácido fosfóri­

co 0,93%. El proceso de electroenfoque se realizó durante 24 hs

a un voltaje constante de 600 V e intensidad de corriente va­

riable entre 2,4 y 50,0 mAa 10°C. A1 cabo de dicho tiempo el

contenido de 1a columna fue eluído con una bombaperistáltica

Amicon LP-l a una relación de flujo de 90 ml/hora. Se rec0gie—

ron fracciones de 4 ml y se midió el pH de cada una de ellas en

un pHmetroRadiometer Copenhagen NV; las fracciones correspon­

dientes al rango de pHdel anfolito usado se dializaron 24 hs

contra varios cambios de agua destilada a fin de eliminar saca­

rosa y anfolitos. Se midió la densidad óptica de cada dializa­

do a 280 nm en un espectrofotómetro Beckman DB. Se hizo una mez­

cla con las fracciones obtenidas en distintas corridas de elec­

troenfoque que presentaban igual rango de pHy picos de densi­

dad óptica, se liofilizó y conservó a 4°c.

Filtracióngmplecular.

La fracción de electroenfoque correSpondiente a pH 4,60 ­

4,95 se disolvió en PBS (1,4 - 3,4 mg/ml) y se sembró en una

columna de Sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals Ab, Upnsala

Sweden) de 20 x 1,8 cm, equilibrada con el mismo buffer, que
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también se usó para eluir (37 ). Se recogieron fracciones de 4m1

a una relación de flujo de 40 ml/h. Se midió 1a densidad óptica

a 280 nm; se mezclaron las fracciones que correspondían a picos

de densidad óptica y se liofilizaron.

Previamente se calibró la columna con 2 mgde catalasa de

hígado bovino C40 (Pr: 250.000) y 2 mgde tripsina de páncreas

Difco (PM: 23.800) disueltos en 2 ml de PBS, se trabajó en las

mismas condiciones que con las muestra..

OBTENCION DE ANTISUEROS.

Antisuero anti extracto oerclórico de glicooroteínas de colon

normal.

Se inyectaron una vez por semana 2 conejos de aproximada­

mente 2,5 kg de peso con extracto perclórico de glicoproteínas

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

CONEJO ANTIGENO mg INYEC- TOTAL IN- VIA DESCANSO SANGRIA
TADOS. YECTADO

HASTA EL
TIEMPO
ÜE SAN­
GRIA(mq)

N° 1 Extracto 0,35 2ml sc
perclóri- espal­
co de gliq da.
conroteí- 0,35 2m1sc
nas de co- espal­
1on normal da.
con adyu- 0,35 2ml sc
vante de escal­
Freund da.
completo. 0,35 2m1idp
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CONEJO ANTIGENO mg INYEC- TOTAL IN- VIA DESCANSO SANGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EL
TIEMPO
DE SAN­

GRIA(mg)
5 semanas

Extracto 0,35 2m1 sc
perclóri- espal­
co de gl; da.
ceproteí- 0,35 2m1sc
nas de cg espal­
lon nor- da.
mal con 0,35 2m1 sc
adyuvante espal­
deiïmmd da.
incomple- 0,35 2ml idp.to.

4 semanas

idem 0,35 3m1 sc
eSpal­
da.

0,35 3m1 se
espal­
da.

0,35 3ml sc
eSpa1—
da.

0,35 3ml idp

4,20 1° san­
gría: 17
semanas.

4 semanas

idem 0,35 3ml sc
espal­
da.

0,35 Zml scespal­
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
da.

0,35 3ml idP

5,60 2da. san­
gría: 6
semanas
(23 se­
manas to­
tales)­

4 semanas

idem 0,35 3ml im
0,35 3m1 im
0,35 3m1 im
0,35 3m1 im

4 semanas

idem 0,35 0,5ml
1m

0,35 0,5m1
1m

0,35 015m1
1m

0,35 0,5ml
1m

4 semanas

idem 0,35 0,5ml
im0,35
1m

0,35 0,5m1
im
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CONEJO ANTIGENO mg INYEC- TOTAL IE VIA DESCANSO SANGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EL
TIEMPO
DE SAN­

GRIA(mg)

o! 075m1
1m

9,80 3ra.san­
aria: 19
semanas
(42 sema­
nas totaq
les).

N° 2 Extracto 0,35 2m1 sc
nerclóri- espal­
co de gll- da.
COproteí- 0,35 2ml sc
nas de co- espal­
lon normal da.
con adyu- 0,35 2m1 sc
vante de espal­
Freund da.
completo. 0,35 2ml idp

5 semanas

Extracto 0,35 2ml sc
perclóri- espal­
co de gli- da.
coproteí- 0,35 2ml sc
nas de co- espal­
lon normal da.
con adyu- 0,35 2m1 sc
vante de espal­
Freund in- da.
completo. 0,35 2ml idp

4 semanas
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CONEJO ANTIGENO mg INYEC- TOTAL INF VIA DESCANSO SAHGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EL
TIEMPO
DE SAN­

GRIA(mg)

idem 0,35 3ml sc
espal­
da.

0,35 3ml sc
espal­
da.

0,35 3ml sc
espal­
da.

4,20 1°
gría: 17
semanas

l semana

4,20 2da.san­
gría: l
(18 se­
manas tgtales).

Cuadro l: Inmunización de conejos con extracto perclórico de
glicoproteínas de colon normal.

Antisuero anti extracto perclórico de gliCOhroteínas ue colon

tumoral.

Se inyectaron una vez por semana 3 conejos de anroximada­

mente 2,5 Kg de peso con extracto perclórico de glicoproteínas
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de colon tumoral. En el Cuadro 2 se detalla el esquema seguido.

CONEJO ANTIGENO mg INYEC- TOTAL IE VIA DESCANSO SANGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EL
TIEMPO
DE SAN­

GRIA(mg)

N° 3 Extracto 6,00 3ml sc
perclóri- espalda.
co de gl; 0,60 0,3m1
coproteí- sc es­
nas de palda.
tumor de 0,60 0,3ml
colon con sc es­
adyuvante palda.
de Freund 0,60 0,3m1
completo. idp.

4 semanas

Extracto 0,60 1,3m1 sc
perclóri- espalda.
co de gl; 0,60 1,3m1 sc
coproteí- espalda.
nas de 0,60 1,3m1 se
tumor de espalda.
colon con 0,60 1,3ml
adyuvante idp.
deETmmd
incomple­
to.

10,2 1° san­
gría: 9
semanas.

2 semanas
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CONEJO ANTIGENO mg INYEC- TOTAL IE VIA DESCANSO SANGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EL
TIEMPO
DE SAN­
GRIA(mg)

idem 0,60 4,5ml
sc es­
valda.

0,60 4,5ml
sc es­
palda.

0,60 0,6m1
sc es­
palda.

0,60 0,6idp

2 semanas

idem 0,60 0,5ml
sc es­
palda.

0,60 0,5ml
sc es­
palda.

0,60 0,5m1
im.

0,60 0,5ml
im.

2 semanas

idem 0,60 0,8ml
im.

0,60 0,8ml
im.

0,60 0,8m1
im.

0,60 0,8ml
im.
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CONEJO ANTIGENO mg INYEC- TOTAL IQ VIA DESCANSO SANGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EL
TIEMPO
DE SAN­
GRIA(mg)

17,4 2da.san­
aria: 19
semanas
(28 se­
manas to­
tales).

8 semanas

idem 0,30 0,5ml sc
espalda.

0,30 0,5m1 sc
espalda.0,30 SC
espalda.

0,30 0,5m1
idp.

18,6 3era. sag
aria: 13
semanas
(41-sema­
nas tota­
les).

6 semanas

idem 0,30 0,5m1 sc
espalda.

0,30 0,5m1 sc
espalda.

0,30 0,5m1 sc
espalda.

0,30 0,5m1
idp.
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CONEJO ANTIGENO mg INYBC- TOTAL IE VIA SANGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EL
TIELPO
DE SAN­
GRIA(mg)

19,8 4ta. sana
gría: 11
semanas
(52 sema­
nas tota­
les).

idem 0,30 1,2m1 sc
espalda.

0,30 1,2m1 sc
espalda.

0,30 1,2ml sc
espalda.

0,30 1,2ml
idp.

21,0 5ta. sand
gría: 16
semanas
(68 sema­
nas tota4
les).

N° 4
(Hasta
la 4ta.
sangría
el esqug
ma es s;
milar al
del Gong
Jo N° 3)
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CONEJO ANTIGZNU mg INYEC- TOTAL IE VIA DESCANSO SANGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EL
TIEKPO
DE SAN­
GRIA(mg)

Extracto 1,25 5ml sc
perclóri- espalda.
co de gl;
coproteí­
nas de
tumor de
colon con
adyuvante
de Freund
incomple­
to.

21,05 5ta.san­
gría: 6
semanas
(58 se­
manas).

N° 5
Idem

conejo
N° 3'

Cuadro 2: Inmunización de conejos con extracto perclórico de
glicoproteínas de colon tumoral.

Antisuero anÉjLÉptígggp carggnoembriónico.

Se inyectaron semanalmente 2 conejos de aproximadamente

2,5 kg de peso con antígeno carcinoembriónico obtenido por pu­

rificación del extracto perclórico de glicoproteínas de colon



tumoral por electroenfoque y filtración molecular. En el Cuadro

3 se detalla el esquemaseguido.

TOTAL ILIÍ VIACONEJO ANTIGENO ug INYEC- DESCANSO SANGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EL
T I El‘x-ZPO

DE SAP­
GRIA(ug)

N° 6 Antígeno 25 0,3m1 sc
carcino- espalda.
embrióni- 25 0,3m1 sc
co con espalda.
adyuvante 25 0,3m1 sc
de Freund espalda.
completo. 25 0,3m1

idp.

100 1° san­
gría: 3
semanas.

4 semanas

Antígeno 25 0,3m1 sc
carcino- espalda.
embrióni- 25 0,3m1 sc
co en ad- espalda.
yuvante 25 0,3m1 sc
de Freund espalda.
incomple- 25 0,3ml
to. idp.

200 2da. san­
gría: 6
semanas
(9 sema­
nas tota
les).

3 semanas
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CONEJO ANTIGENO1L2 INYEC- TOTAL IE VIA DESCANSO SANGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EI
TIEMPO
DE SAN­

GRIAúlg)

idem 25 0,3m1 sc
espalda.

25 0,3ml sc
espalda.

25 0,3m1 sc
espalda.

25 0,3m1
idp.

300 3era. sag
gría: 6
semanas
(15 sema­
nas tota­
les).

N° 7 Antígeno 246,0 0,3m1 sc
carcino- espalda.
embrióni- 24,6 0,3m1 sc
co en ad- eSpalda.
yuvante 24,6 0,3ml sc
de Freund espalda.
completo. 24,6 0,3ml

idn.

319,8 1° san­
gría: 3
semanas.

4 semanas

Antígeno 24,6 0,3m1 sc
carcino- esoalda.
embrióni- 24,6 0,3m1 sc
c0 en ad- espalda.



CONEJO ANTIGENO ug INYEQ TOTAL IE VIA DESCANSO SANGRIA
TADOS YECTADO

HASTA EL
TIEEPO
DE SAN­
GRIÁ(ug)

yuvante 24,6 0,3m1 sc
de Freund espalda.
incomple- 24,6 0,3ml
to. idp

418,2 2da. saa
gría: 3
semanas

(10 sema-u
nas).

Cuadro 3: Inmunización de conejos con antígenos carcino­
embriónico.

En todos los casos los sonejos fueron sangrados por punción
cardíaca.
DETERMINACION DE PROTEINAS.

Se utilizó el método de Lowryy col. (48 ) para determinar

la concentración-de proteínas durante la purificación del antí­

geno carcinoembriónico y de los distintos antisueros obtenidos.

Se usó sero albúmina bovina BDHcomo proteína standard.

DETERMINACION DE GLICOPROTEINAS.

Se determinó la concentración de glicoproteínas de acuerdo

a Dubois y col.(12 ). Se usó una solución standard de manosa
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(30 mg/ml) y galactosa (20 mg/ml) para realizar una curva de

calibración.

MARCACION RADIOACTIVA.

Se marcaron con radioactividad según el método de Hunter

y Greenwood( 32), extractos perclóricos de glicoproteinas de

colon normal y tumoral, fracciones de electroenfoque y antí­

geno purificado por filtración molecular.

La mezcla de reacción consistió en 50 ul de cloramina T

(3,5 mg/ml en buffer fosfato 0,05 MpH 7,4), 50ug de proteína,

0,5 mCi de 125INa (New England Nuclear) y 25 ul de buffer fos­

fato 0,05 MpH 7,4. Se dejó en contacto un minuto a tempera­

tura ambiente y se detuvo la reacción por adición de 75 ul de

metabisulfito de sodio (4 mg/ml de buffer fosfato 0,05 N pH 7,4).
l;lQ'INa no reactivo por cro­La proteína marcada se separó del

matOgrafía en una colunna de (27 x 1) cms de Sephadex G25

(Pharnacia Fine Chemicals ABUposala Sweden) equilibrado con

buffer fosfato 0,05 MpH 7,4, que también se usó para eluir.

Se recogieron fracciones de 0,5 ml, y se midió 1a radioactivi­

dad de cada una.
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CONDICIONES DE LECTURA PARA 1¿51.

Se usó un contador de pozo Tecnuar-Tria 300 Modelo Cïb

con cristal de ioduro de sodio activado con talio de l 3/4 x

2 pulgadas, fotomultiplicador tipo RCAGG55A, KV= 0,9 Ate­

nuador x l, v = 6,6, ancho de canal x 100, nivel de canal 1,2.

Tienmo: entre 30 y 60 segundos.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDÁ.

Detección de nroteínas.

Se realizó de acuerdo a la técnica de Davis y Ornstein

(11 ). Se utilizó gel de acrilamida 7%comogel separador y

1,25%comogel esnaciador en buffer tris-glicina pH8,3. Se

sembraron 250 ug de proteína por gel. La electroforesis se

llevó a cabo durante 2,5 a 3 horas, el voltaje varió de 140 V

al comienzo de 1a corrida a 300 V a1 término de la misma y

1a intensidad de corriente fue de 3 mApor tubo hasta que el

colorante indicador (azul de bromofenol lmg.%en agua desti­

lada) atravesó el gel espaciador y luego se aumentó a 5 mA

nor tubo.
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Unavez finalizada la corrida electroforética se senaró

el gel del tubo de corrida y se tiñó durante 18 horas con azul

de Coomasie 10 mg% en metanol: ácido acético: agua destilada

(4: 1: 5), y luego se destiñó con metanol: ácido acético: agua

destilada (4: 1: 15). Unavez desteñidos los geles se deter­

minó el perfil de densidad óptica a 590 nmen espectrodensitó­

grafo Crudo Camaño.

1251 se corri­Cuando se trabajó con muestra marcada con

eron dos geles, uno se tiñó con azul de Coomasie, y el otro

luego de separarlo del tubo de corrida, se mantuvo a -70°C

durante 24 hs, posteriormente se cortó en discos de 1 mmde

espesor y se midió 1a radioactividad de cada disco ( 8 ).

Detección de glicooroteínas.

Se efectuó de acuerdo a Segrest y col. ( 62 ). Se utili­

zó gel de acrilamida 7,5% en buffer fosfato 0,1 MpH 7,2; se

sembraron 300 ug de glicoproteínas por gel. Se corrió con una

intensidad de corriente de 6 mApor tubo hasta que el coloran­

te indicador (azul de brOmofenol 0,1% en agua destilada)se des­

nlazó 7 cm del origen (aproximadamente 5 horas). Se fijó duran­



43

te 18 hs en etanol: ácido acético: agua destilada (40: 5: 55).

Se oxidó con ácido periódico 0,7% en ácido acético 5%durante

2 horas; luego se trató durante 3 hs con metabisulfito de so­

dio 0,2% en ácido acético 5%, y finalmente se colocó en reac­

tivo de Schiff en el que se conservó

INNUNODIFUSION.

Se titularon los distintos antisueros frente a diferen­

tes antígenos por la técnica de doble difusión de Outcherlony

(57 ) en portaobjetos. Se determinó también el título de IgM

e IgG para 10 cual se utilizaron sueros anti IgMy anti IgG

de-conejo producidos en cabra (Kiles Yeda, Israel).

Se usó agar Oxoid N°2 1%en solución fisiológica (clo­

ruro de sodio 0,15 M) con 0,01% de azida sódica. Se incubá

en cámara húmeda a 4°C y se observó diariamente durante una

semana. Al cabo de este período los portaobjetos se lavaron

con solución fisiológica durante 48 hs y con agua destilada

24 hs, luego se secaron con papel de filtro a 37°C durante

48 hs y se tiñeron con Amido Schwartz B 0,1% en ácido acéti­

co l F: acetato de sodio 0,1 M: glicerina (45: 45: 10) y nos­
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teriormente se decoloraron con ácido acético 7%.

INRUNOELECTROFORBSIS.

Se realizó de acuerdo al micro método de J. J. Scheidegger

(61 ). Se usó agar Noble Difco 1,5% en buffer veronal 0,05 M

a pH 8,6. La corrida electroforética duró de 45 a 60 minutos

con una intensidad de corriente de 8 mApor portaobjetos y vol­

taje entre 200 y 300 V. Luego de sembrar los antisueros los

portaobjetos se incubaron en cámara húmeda a 4°C, y después

del tiemno necesario nara revelar las líneas de precipitación

(8 dias), se lavaron durante 48 hs con solución fisiológica y

24 hs con agua destilada, se secaron con papel de filtro a

37°C durante 48 hs y se tiñeron con Amido Schwartz B 0,1% en

AcOHl m: acetato de sodio 0,1 m: glicerina (45: 45: 10) y

luego se decoloraron con1ácido acético 7%.

RADIOINMUNOENSAYO.

Se basó en una modificación de la técnica de coprecipi­

tación - inhibición de Farr( 19).
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Titulación de antisueros.

Se usó como diluyente buffer borato 0,1 M, pH 8,3 con 1%

de suero normal de conejo. Se hicieron diluciones seriadas de

los antisueros y se colocó 0,4 ml de cada una de estas dilu­

ciones en sendos tubos de ensayos, se agregó 1,1 m1 de buffer

borato y 0,2 ml de trazador (extractos perclóricos de glico­

proteínas de colon normal y tumoral, fracciones de electroen­

foque y filtración molecular). Se incubó 72 hs a 4°C. Se agre­

gó 1,7 ml de solución saturada de sulfato de amonio y se mi­

dió 1a radioactividad de cada tubo. Se continuó incubando

otras 24 hs en las mismas condiciones. A1 cabo de este perío­

do se centrifugó una hora a 1000 x g, y se descartó el sobre­

nadante. Se midió la radioactividad del precipitado y se cal­

culó el porcentaje de unión Ag-Ac como:

cpm en el precipitado
_A = °Ag c cpm totales

% de unión 100 (A)

Se graficó porcentaje de unión versus dilución del anti­

suero (escala log) y se calculó la dilución del antisuero que

produce un 30%de unión ( 59),siendo su inversa el titulo del

antisuero.
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EEACCION DE RADIOINMUNOENSAYO.

Se hicieron diluciones seriadas de los diferentes antíge­

nos (extractos perclóricos de glicoproteinas de colon normal y

tumoral, fracciones de electroenfoque y filtración molecular )

en.buffer borato 0,1 MpH 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 dilución que produce un 30%de unión. Las so­

luciones resultantes se incubaron 24 hs a 4°C, y entonces se

agregaron 100 ul de trazador (extractos perclóricos de glico­

proteínas de colon normal o tumoral, fracciones de electroen­

foque o filtración molecular) a cada tubo. La incubación con­

tinuó en las mismas condiciones otras 72 hs. Luego de este

neriodo se agregaron 500 ul de solución saturada de sulfato de

amonio a cada tubo, se midió 1a radioactividad de cada uno de

ellos y se incubó otras 24 hs. Finalizada esta incubación se

centrifugó una hora 1000 x g y se descartaron los sobrenadan­

tes. Se midió la radioactividad de los precipitados y se cal­

culó el porcentaje de unión según la fórmula (A); se graficó

porcentaje de unión versus cantidad de Ag.



A1 trabajar-con muestras de mezclas de sueros de nacien­

tes de baja y alta concentración de antígeno carcinoembriónico

se reemplazaron los 50 ul de antígeno por 50 ul de suero sin

diluir, y no se agregó suero normal de conejo por lo que se de­

bió agregar 250 ul de buffer borato en lugar de 200 ul, para

igualar los volúmenes.

Métodos comerciales de radioinmunoensaxo.

- Métododel Laboratorio Sorin gigmádica (Vercelli, Italia) mg­

difiqago por este laboratorio: Consiste en hacer diluciones

seriadas al medio de una solución madre de 320 nanOgramos

de CEApor ml de buffer veronal pH 8,2 - 8,6 hasta 5 ng/ml

(St 1 a 7).

El esquemade la reacción es el siguiente:
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Todos los volúmenes están expresados en ul.

Luego de la última incubación se centrífuga lO minutos a

1500 - 2000 g a temperatura ambiente. Se descarta el sobrenadan­

te y se lee la radioactividad de cada precipitado. Se calcula

el porcentaje de unión como:

cpmen el precipitado
100% de unión = .

cpmtotales

Se grafica concentración de CEAxna%de unión y se calcula

con la curva obtenida cual es la concentración de CEAen las

muestras desconocidas.

- Método Phadebas CEAPrist de Pharmacia Diagnostics AB (ngsala,

Sweden): Este método utiliza anticuerpos anti CEAacoplados a

discos de papel. Se colocan estos discos en tubos de ensayo,

se agregan 100 ul de solución standard de CEA(1,0; 3,0; 7,5;

20 y 50 ug/l) y 100 ul de muestra diluida 1:5 a sendos tubos.

Se agita a temperatura ambiente 3 horas. Se descarta el lí­

quido de cada tubo y se lava con solución fisiológica. Se aña­

den 50 ul de anticuerpo anti CEA-125I. Se mide la radioacti­

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

temperatura ambiente. Se descarta el líquido y se lava tres
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veces con solución fisiológica. Se determina 1a radioactividad

de cada tubo (cuentas parciales) y se calcule el porcentaje de
o lunion como:

cuentas parciales de cada tubo

% de unión = - 100

cuentas totales de cada tubo

Se qrafica el fi de unión vs la concentración de CEAy se

construye 1a curva standard. Se lee la concentración de CEAen

ug/l para cada muestra.

ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos de 1a reacción de radioinnmnoensayo fueron tra­

tados estadísticamente mediante un análisis de varianza de tres

factores mixto con una observación por casilla, por lo que no

se pudo estudiar la interacción de los tres juntos. Los facto­

res considerados fueron: animal, sanrría y grado de purificación- ;

del antígeno cercinoembriónico (extracto perclórico, fracció :3

de electroenfoque y antígeno nuro). Se comnareron también los

distintos niveles en el factor grado de purificación mediante

intervalos de Bonicrroni (60). Todos los resultedos fueron ana­

lizados con p ( 0,05.
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RESULTADOS.

EXTRACCION DE GLICOPROTEINAS.

Colon normal:

Se procesaron 9 muestras que luego se separaron en 2

mezclas obteniéndose un rendimiento promedio de glicoprote­

ínas de 0,095%(Cuadro 4).

Muestra Nasa Masa extracto % Rendimiento Rendimiento
muestra perclórico. promedio.

CN 71,0 g
123 ng 0,081

CA 80,0 g

MR 5,0 g

EF 8,8 g

WP 8,7 g
+

VA 5,6 g 0,095 - 0,020
85,4 mg 0,110

rs 5,4 g

EL 16,9 g

RJ 18,3 g

PO 8,7 g

Cuadro 4: Extracción de glicoproteínas
de colon normal.



Colon tumoral:

Se procesaron 32 muestras que se agruoaron en 9 mez­

clas, obteniéndose un rendimiento promedio de gliconroteí­

nas de 0,098% con una amplitud de 0,068 a 0,133% (Cuadro 5).

Muestra masa Masa extracto fl Rendimiento Rendimiento
muestra perclórico promedio
(gramos) (mg)

VA 18,0

SR 8,0

wm 32,0

mc 26,1 281,572 0,133

MG 24,2

FG 25,8

GB 77,0

NG 35,4

GL 23,2

TR 18,7 0,098 i 0,019

co 35,8

cn 50,2
352,306 0,068

TV 51,2

BR 48,3

DA 37,8

Gm 85,0

TA 130,0



Kuestra Masa kasa extracto %Rendimiento Rendimiento
muestra perclórico promedio
(gramos) (mg)

SC 18,3
45,640 0,108

FC 23,8

CC 119,0 108,400 0,091

SS 40,0
100,000 0,116

JT 46,0

TM 25,0
50,600 0,103

BF 24,0

MN 80,0 65,000 0,081

ENl 112,8 112,850 0,100

CT 6,6

AM 8,4

EA 5,8
28,600 0,084

AG 6,9

DT 3,2

CJ 2,8

Cuadro 5: Extracción de glicoproteínas
de colon tumoral.
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ELECTROENFOQUE EN GRADIENTE DE SACAROSA.

Colon normal.

Se realizaron dos corridas de electroenfoque en gra­

diente de sacarosa del extracto perclórico de glicoproteínas

de colon normal en el rango de pH 2,5 - 6,5, cuyos perfiles

de pH y densidad óptica a 280 nm figuran en los Gráficos 1A

y 1B; se detectaron dos picos de densidad óptica, a pH 4,6­

4,7 y pH 5,5, y se mezclaron las fracciones correspondientes

a pH 4,4 - 4,8. En el Cuadro 6 se detallan las cantidades de

glicoproteínas sembraday recuperada, y el rendimiento obte­

nido.

Masa de extracto perclórico Masa de fracción %Rendimiento
de glicoproteínas sembrada. DH4,4 - 4,8

26,80 mg
7:20 mg 13989

25,00 mg

Cuadro 6: Electroenfoque de glicoproteínas
de colon normal.

Colon tumoral.

Se realizaron 20 corridas de electroenfoque en gradien­

te de sacarosa del extracto Derclórico de glicoproteínas



GRAFICOS 1A Y lB.

Perfiles de pHy densidad óptica a 280 nm de corridas de

electroenfoque en gradiente de sacarosa de extracto per­

clórico de glicoproteínas de colon normal, en el rango de

pH 2,5 - 6,5. Se recogieron fracciones de 4 m1. Cantidades

sembradas: Gráfico 1A: 26,80 mg.

Gráfico 1B: 25,00 mg.

------ PH­

Densidad óptica a 280 nm.

¡“."..Concentración de antígeno carcinoembriónico en ng/ml.
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de colon tumoral en el rango de pH 2,5 —6,5. En los gráficos

2A a 2T figuran los perfiles de pHIy densidad óptica a 280 nm,

en los que se puede ver que existe heterOgeneidad de carga en

todas las muestras detectándose los principales picos de pro­

teínas 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 fracción de pH 4,60 - 4,95 contiene el antígeno car­

cinoembriónico comose comprobó efectuando reacción de radio­

inmunoensayo con productos comerciales (Gráficos 2A y 2C).

Se realizó también dicha reacción con la mismafracción corres­

pondiente a glicoproteínas de colon normal siendo muybajos

los valores de concentración de antígeno carcinoembriónico

obtenidos (Gráfico 1B). En el Cuadro 7 se detallan las canti­

dades de glicoproteínas sembrada y de antígeno carcinoembrió­

nico recuperado, así comoel rendimiento, que es inferior al

obtenido con colon normal.



GRAFICOS 2A A 2T.

Perfiles de pHy densidad óptica a 280 nm de corridas de elec­
troenfoque en gradiente de sacarosa de extracto perclórico de
glicoproteínas de colon tumoral en el rango de pH 2,5 - 6,5.
Se reccgieron fracciones de 4 ml. Cantidades sembradas:

Gráfico 2A 50,0 mg.

Gráfico 23 25,0 mg.
Gráfico 2C 25,0 mg.

Gráfico 2D 50,0 mg.

Gráfico 2E 50,0 mg.

Gráfico 2F 50,0 mg.

Gráfico 2G 50,0 mg.

Gráfico 2H 50,0 mg.

Gráfico 2I 15,0 mg;
Gráfico 2J 50,0 mg.
Gráfico 2K 50,0 mg.

Gráfico 2L 50,0 mg.

Gráfico 2M 46,5 mg.

Gráfico 2N 45,6 mg.

Gráfico 2Ñ 50,0 mg.
Gráfico 2P 50,0 mg.
Gráfico 2Q 42,2 mg.

Gráfico 2B 50,0 mg.

Gráfico 28 50,0 mg.

Gráfico 2T 30,8 mg.

..... --DH.
Densidad óptica a 280 nm.

"**-*-Concentración de antígeno carcinoembriónico en ng/ml.
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masa extracto
perclórico de
glicoproteí­
nas.

Masa CEA.
(fracciónUH ­
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Cuadgg_ Z:.­
de colon tumoral.
Electroenfoque de glicoproteinas
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Las propiedades electroforéticas de las glicoproteínas

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 perfil de pHy densidad óptica a

280 nmque presentaron fue similar al de las muestras recién

procesadas.

FILTRACION I=.'.0LECULAR.

En el Gráfico 3 se muestra el perfil de densidad óptica

a 280 nm de la cromatOgrafía en Sephadex G-2OOde catalasa de

hígado bovino y tripsina pancreática. 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 cromatOgráficas en Sephadex

G-200 de la fracción de pH 4,60 - 4,95 de electroenfoque de

extracto perclórico de glicoproteínas de colon tumoral obte­

niéndose en todos los casos dos picos de densidad óptica a

280 nm (Gráficos 4A-E) correspondiendo, de acuerdo a la cali­

bración efectuada, el segundo al antígeno carcinoembriónico

de peso molecular alrededor de 200.000, similar al de la ca­



GRAFICO 3.

Cromatografía de catalasa de hígado bovino y tripsina pan­

creática en una columna de Sephadex G200 (20 x 1,8 cms.)

equilibrado con PBS. Cantidades sembradas 2 mg de cada pro­

teína disueltas en 2 m1de PBS. Buffer de elución: PBS.

Volumende fracciones recOgidas: 4 ml.

82
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GRAFICOS 4A A 4F.

Cromatografía de antígeno carcinoembriónico en una columna

de Sephadex G200 (20 x 1,8 cms) equilibrado con PBS. Buffer

de elución PBS. Volumende fracciones recogidas: 4 ml.

Cantidades sembradas (disueltas en 2 ml de PBS):

Gráfico 4A 3,740 mg.

Gráfico 4B 2,882 mg.

Gráfico 4C 3,117 mg.

Gráfico 4D 6,710 mg.

Gráfico 4E 5,264 mg.

Gráfico 4F 3,100 mg.
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talasa de hígado bovino.
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En el Cuadro 8 se especifican las cantidades de antígeno

sembrado y recuperado, y el rendimiento obtenido.

kasa de Ag Masa de Ag % Rendimiento Rendimiento
sembrado. recuperado

3,246 mg 49,01
2,882 mg

11 +
3, 7 mg 41,98 - 9,93

6,360 mg 34,96
5.264 mg

3,100 mg

Cuadro 8: Filtración molecular de
l . . .antigeno carc1noembriónico.

EQUIVALENCIA ENTRE LOS DISTINTOS ESTADOS DE PURIFICACION.

En el Cuadro 9 se detallan las equivalencias entre los

distintos estados de purificación de glicoproteínas de colon

normal y colon tumoral.
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Colon üuestra Extracto ner- Antigeno puri- Antíaeno nuri­
clórico de ficaóo nor ficado nor fil­
qliconro- electroenfooue tración mole­
teinas. cular.

Normal 100 0,095 11,19.10'3 —
100 13,89 ­

Tumoral 100 0,098 8,3o.1o'3 3,48.10'3
100 8,47 3,55

100 41,98

Cuadro 9: Equivalencia entre los distintos
estados de purificación de anti­
genes.

MARCÁCTON RADIOACTIVÁ.

Se marcaron con 125

diferentes antígenos obtenidos.

Colon normal.

I por el método de la cloramina T los

Se hizo una marcación del extracto perclórico de glico­

proteínas de c010n normal (Gráfico 5) con una eficiencia de

marcación de 38,-p y una actividad específica de 3,80 uCi/ug.

También se efectuó una marcación de la fracción de elec­

troenfooue de nH 4 4 - 4 8 de gliconroteínas de colon normal.. 1 I .) ­

(Gráfico 6).

y una actividad específica

Colon tumoral.

Se obtuvo una

de 4,28 uCiAuL

eficiencia de marcación de 42,81%

Se marcaron tres muestras del extracto perclórico de gli­



Q)

conroteínas de colon tumoral (Gráficos 7 A-C) obteniéndose efi­

ciencias de marcación de 25,39; 21,37 y 56,57%y actividades

esnecíficas de 2,54; 2,14: 5,65 uCi/úg respecti amante.

Del mismo modo se marcaron tres muestras de la fracción

de electroenfoque de pH 4,60 a 4,05 de glicoproteínas de colon

tumoral (Gráficos 8 A-C). Las eficiencias de marcación fueron

de: 5,49; 3,73 y 6,04%y las actividades específicas de 0,55;

0,37 y 0,60 uCi/hg resnectivamente. Tambiénse realizó la mar­

cación de cuatfo muestras de antígeno carcinoembriónico puri­

ficado (Gráficos 9 A-D) siendo, en estos casos, las eficiencias

de marcación de 7,75; 8,54; 3,94: 7,23% y las respectivas ac­

tividades específicas de 0,77; 0,85; 0,39 y 0,72 uCi/úg.
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GRAFICO 2.

125INade extracto perclórico de glicoproteí­Marcación con

nas de colon normal. Cromatografía en una columna de Sepha­

dox G25 (27 x l cms) equilibrado con buffer fosfato 0,05 M

pH7,4. Buffer de elución: buffer fosfato 0,05 N pH7,4.

Volumende fracciones recogidas: 0,5 ml.
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GRAFICO 6.

125INa de fracción de pH 4,4 - 4,8 de electro­Marcación con

enfoque de extracto perclórico de glicoproteínas de colon

normal. CromatOgrafía en una columna de Sephadex G25 (27 x

1 cms) equilibrado con buffer fosfato 0,05 MpH 7,4. Buffer

de elución: buffer fosfato 0,05 MpH 7,4. Volumende frac­

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

125INade extracto perclórico de glicoproteí­Marcación con

nas de colon tumoral. Cromatografía en una columna de Sepha­

dex 625 (27 x l cms) equilibrado con buffer fosfato 0,05 M

pH 7,4. Buffer-de elución: buffer fosfato 0,05 MpH7,4.

Volumende fracciones recogidas: 0,5 ml.
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GRAFICOS 8A A 8C.

1251Na de fracción de pH 4,60 —4,95 de elec­Marcación con

troenfoque de extracto perclórico de glicoproteínas de colon

tumoral. Cromatografía en una columna de Sephadex G25 (27 x

1 cms) equilibrado con buffer fosfato 0,05 MpH 7,4. Buffer

de elución: buffer fosfato 0,05 MpH 7,4. Volumende frac­

ciones recogidas: 0,5 ml.



Cpm

500.000“

l. 00.0004

300.000'

2 00.000­

100.000‘

1.0 20 30

Gráfico 8A
N°Fracción

103



cpm

ZOOOOO'

150000'

1OQOOO

500004

16 20 30 N°Fïacüón

Gráfico 8B

104



cprn

500.000­

AO0.000«

300.000‘

200.000

100.000'

lb zó 3b

Gráfico 8C
N°Frc1cc ión

1535



106

GRAFICOS 9A A 9D.

125INa de CEApurificada por filtración mole­Marcación con

cular. Cromatografía en una columna de Sephadex G25 (27 x

1 cm) equilibrada con buffer fosfato 0,05 MpH 7,4. Buffer

de elución: buffer fosfato 0,05 MpH 7,4. Volumende frac­

ciones recogidas: 0,5 ml.
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fiLECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

Colon normal.

Se realizaron corridas electroforéticas del extracto per­

clórico de glicoproteínas de colon normal y la fracción de DH

4,4-4,8 de electroenfoque de dicho extracto. Se detectaron pro­

teínas tiñendo con azul de Coomasie y glicoproteinas mediante

reactivo de Schiff (Figuras 1 y 2 respectivamente). En ambos

casos se aprecia que la muestra de extracto perclórico presenta

heterogeneidad de carga, notándose bandas polidispersas en el

caso de 1a tinción de proteínas; a1 purificar el antígeno por

electroenfoque hay menor heterOgeneidad de bandas detectándose

en la tinción de proteínas una única banda polidispersa (1a

banda inferior corresponde al colorante indicador). En 1a tin­

ción de glicoproteinas hay mayor heterogeneidad siendo las ban­

das bien definidas, en este caso una de las bandas correspon­

dientes al extracto perclórico (la inferior) sufrió un desdo­

blamiento en dos bandas luego de 1a purificación.

También se corrieron muestras marcadas con 1QSI que luego

se cortaron en discos de 1 mmde esncsor midiéndose 1a radio­

actividad de cada uno de ellos. Los perfiles obtenidos se ven





Figura 1
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FIGURA 2.

Detección de glicoproteínas en gel de poliacrilamida por tin­

ción con reactivo de Schiff.

A: extracto perclórico de glicoproteínas de colon normal.

B: fracción de pH 4,4-4,8 de electroenfoque de extracto per­

clórico de glicoproteínas de colon normal.
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GRAFICO 10.

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de poli­

acrilamida de extracto perclórico de glicoproteínas de
125colon normal marcado con INa.
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GRAFICO 11.

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de poliacri­

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

perclórico de glicoproteínas de colon normal marcada con 1251Na.
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en los Gráficos lO y 11. En estos casos se comprueba que las

bandas radioactivas aparecen entre las fracciones 40 y 60

coincidiendo con las tinciones. En ambosGráficos el último

nico corresnonde al colorante indicador que da un alto valor

de lectura ya que el aparato utilizado es un espectrodensitó­

grafo.

Colon tumoral.

Se efectuaron los mismostinos de tinciones nara el ex­

tracto nerclórico de glicoproteínas de colon tumoral, 1a frac­

ción de DH4,60-4,95 de electroenfoque de ese extracto y el an­

tígeno carcinoembriónic‘ ouro (Fiauras 3 y 4). En estos casos

también se comnrueba que hay heterogeneidad que disminuye a

medida que se purifica el antígeno: también en este caso las

bandas son nolidisnersas difusas, en la tinción de nroteínas y

bien definidas en el caso de qliconroteínas. En 1a tinción de

qlic0nroteínas del antígeno carcinoembriónico Duro (Fiqura 4)

aparece una única banda, es decir que sería hom0qéneo.

En los Gráficos 12, 13 y 14 aparecen los nerfiles de las

corridas de muestran radioactivas, en estos casos se comorueba
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EIGURA 3 .

Detección de proteínas en gel de poliacrilamida por tinción

con azul de Coomasie.

C: extracto perclórico de glicoproteínas de colon tumoral.

D: fracción de pH4,60-4,95 de electroenfoque de extracto

perclórico de gliCOproteínas de colon tumoral.

E: antígeno carcinoembriónico puro.
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FIGURA 4.

Detección de glic0proteínas en gel de poliacrilamida por tin­

ción con reactivo de Schiff.

C extracto perclórico de glicoproteínas de colon tumoral.

D: fracción de pH4,60-4,95 de electroenfoque de extracto per­

clórico de glicoproteínas de colon tumoral.

tIJ antígeno carcinoembriónico puro.
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GRAFICO 12.

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de poliacri­

lamida de extracto perclórico de glicoproteínas de colon tu­
125moral marcado con INa.
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GRAFICO 13.

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de poliacri­

lamida de fracción de pH 4,65-4,90 de electroenfoque de extrac­

to perclórico de glicoproteínas de colon tumoral marcada con

125INa.
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GRAFICO 14.

Perfil de radioactividad de electroforesis en gel de poliacri­
125lamida de antígeno carcinoembriónico puro marcado con INa.
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una mayorheterogeneidad cue en las tinciones, este podría de­

berse a la mayorsensibilidad del métodoradioactivo resoecto

al de coloración.

CARACTERIZACION DE ANTISUEROS6

Concentración oroteica.

En el Cuadro 10 se expresan las concentraciones protei­

cas de los sueros obtenidos en distintas sangrías de los cone­

jos inmunizados con diferentes antígenos.

CONEJO ANTIGENO SANGRIÁ CONCENTRACION

PRGTEICA EN m: g

N° 1 Extracto perclórico 1° 18.000
de qlicoproteínas 2° 40.000
de colon normal. 3° 95.000

N° 2 Extracto perclórico 1° 15.000
de gliconroteínas
de colon normal. 2° 16.000

N° 3 Extracto perclórico 1° 12.800
de glicoproteínas 2° 12.200
de colon tumoral. 3° 14.200

4° 12.200
5° 16.500.
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CONEJO ANTIGENO SANGRIÁ CONCENTRACION

PROTEICÁ EN mg %

N° 4 Extracto perclórico 1° 13.000
de glicoproteínas 2° 12.200
de colon tumoral. 3° 11.600

4o 19.400
5° 4.100

N° 5 Extracto perclórico 1° 19.400
de glicoproteínas 2° 21.600
de colon tumoral. 3° 15.200

4° 21.200
5° 15.800

N° 6 Antígeno carcino- Previa 6.200
embriónico puro. 1° 17.200

2° 12.200
3° 27.000

N° 7 Antígeno carcino- Previa 8.800
embriónico puro. 1° 15.200

2° 23.500

Cuadro 10: Concentración nroteica de antisueros.

El conejo N° 4 pocos días después de la última

a que fue sometido murió por causas no determinadas,

ser las responsables de la muybaja concentración de

en su suero o

sangría

que nodrían
Iprotelnas



Titulación semicuantitativa de Igm e IEG.
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Se determinó por inmunodifusión el titulo semicuantita­

tivo de IgMe IgG de todos los antisueros obtenidos. Previa­

mente se estableció cual era la dilución de trabajo óptima de

los antisueros anti 12My anti IgG enfrentándolos a suero nor­

mal de conejo sin diluir. El suero anti IgMse debió utilizar

sin diluir y el suero anti IgG diluido a1 medio. El diluyente

usado fue solución fisiológica.

Los títulos obtenidos están expresados en el Cuadro 11.

CONEJO ANTIGENO SANGRIA TITULO IgM+ TITULO IgG+

N° l Extracto perclórico 1° 2 1024
de glicoproteínas 2° 8 2048
de colon normal. 3° 4 2048

N° 2 Extracto perclórico 1° 2 1024
de gliCOproteínas
de colon normal. 2° 4 1024

N° 3 Extracto perclórico Previa 1 128
de glicoproteinas 1° 4 256
de colon tumoral 2° 2 512

3° 2 1024
4° 1 512
5° 1 2048

N° 4 Extracto nerclórico Previa 2 512
de glicoproteínas 1° 8 2048
de colon tumoral 2° 4 4000

3° 4 2048
4° 4 1024
5° - 2048
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CONEJO ANTIGENO SANGRIA TITULO Igm+ TITULO IgG+

N° 5 Extracto oerclórico Previa 2 256
de glicoproteinas 1° 8 1024
de colon tumoral 2° 2 2048

3° 2 1024
4° 1 2048
5° 4 2048

N° 6 Antigeno carcino- Previa 2 512
embriónico puro. 1° 2 1024

2° 2 512
3° 4 2048

N0 7 Antígeno carcino- Previa 2 2048
embriónico puro. l° 4 2048

Cuadro ll: Titulación semicuantitativa de IgMe IgG.
+ El titulo es la inversa de la última dilución

que dió banda de precipitación.

Se comprobó, en general, que en los primeros estadios

hubo un aumento de Igm que luego disminuyó, en cambio el tí­

tulo de IgG fue oscilante, aumentandoal principio, luego dis­

minuyendo y volviendo a aumentar a lo largo del periodo de

inrnuni zación.

Tambiénse realizaron reacciones de inmunoelectroforesis

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

enfrentándolos a anti IgMy anti IgG. No se obtuvieron bandas

de precinitación frente a anti Igmdebido, quizás, a la baja

concentración de esa inmunoqlobulina en los antisueros anali­



FIGURA 5 .

Inmunoelectroforesis de antisueros de conejo anti extracto

perclórico de glicoproteínas de colon tumoral enfrentados

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

Figura 5.

Electroforesis en gel de ooliacrilamida.

Las Figuras 6 a 12 muestran los resultados obtenidos al

efectuar electroforesis en gel de poliacrilamida de los dife­

rentes antisueros estudiados y las Figuras 13 a 15 corresnonden

a las espectrodensitografías a 590 nmde algunos de esos geles.

Se puede comprobar que en los antisueros correspondien­

tes a los animales inyectados con extracto perclórico de elico_

nroteinas de colon tumoral (Figuras 8, 9, lO, 13, 14 y 15) hubo

aumento de proteínas en la zona de Ú'l con gran disoersión y

un notable incremento de ¿r2 que alcanzó su pico máximo en 1a

tercera sangría y luego disminuyó; este aumento de <ï 2 no se

produjo con los antisueros de los conejos inmunizados con extrac­

to perclórico de gliconroteínas de colon normal (Figuras 6 y 7).

A1analizar los geles de los entisueros de los animales

inmunizados con antígeno carcinoenbriónico muro (Fisuras ll y

1?) el incremento de 4 2 fue menos importante debido, quizás,

a la menor cantidad de proteínas inyectadas y el menor tiempo

de inmunización.



FIGURAS 6 A 12.

Electroforesis en gel de poliacrilamida de diferentes antisueros.

Tinción con azul de Coomasie.

Figura 6: Antisueros anti extracto perclórico de glicoproteínas

de colon normal (conejo N° 1).

Figgra 7: Antisueros anti extracto perclórico de glicoproteínas

de colon normal (conejo N° 2).

Eiggra 8: Antisueros anti extracto perclórico de glicoproteinas

de colon tumoral (conejo N° 3).

Eiggra 9: Antisueros anti extracto perclórico de gliconroteínas

de colon tumoral (conejo N° 4).

Figura 10: Antisueros anti extracto perclórico de glicoproteínas

de colon tumoral (conejo N° 5).

Figura_ll: Antisuero anti antígeno carcinoembriónico puro(cone­

jo N° 6).

Eigg;g_;gz Antisuero anti antígeno carcinoembriónico puro (cone­

.1'0 N° 7).
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FIGURAS 13 A 15.

Espectrodensitografías a 590 nmde geles de poliacrilamida teñi­

dos con azul de Coomasiecorrespondientes a diferentes antisuero

Figura 13: Antisueros anti extracto perclórico de glicoproteínas

de colon tumoral (conejo N° 3).

Figgra 14: Antisueros anti extracto perclórico de glicooroteínas

de colon tumoral (conejo N° 4).

Figgra 15: Antisueros anti extracto perclórico de glicoproteínas

de colon tumoral (conejo N° 5).
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Se determinó por reacción de Outcherlony el título de los

diferentes entisueros frente a los distintos antígenos. “e con­

sideró comotítulo la inversa de 1a última dilución de antisuero

que dió banda de precinitación.

Sueros e ti extracto nerclórieo de eliCOnroteinas de colon nor­

En la Figura 16 se nueden observar los resultados obteni­

dos al enfrentar los sueros de diferentes sangrias del conejo

N° 1 a extracto perclórico de gliconroteinas de colon normal,

fracción de pH4,4-4,8 de electroenfoque de ese extracto, extrac­

to perclórico de glicoproteínas de colon tumoral y fracción de

nH 4,60-4,95 de electroenfoque de dicho extracto. Se comnrueba

que el antisuero correspondiente a 1a tercera sangría produce

dos bandas al enfrentarlo al último antígeno nombrado.

En la Figure 17 se esquematizan los resultados obtenidos

con los antisueros correspondientes al conejo H0 2.

No se obtuvieron bnnnas de precipitación con ningún suero

al enfrentarlos al antígeno carcinoembriónico Duro, debido,
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quizás e 19 baja concentración del antígeno.

Los títulos obtenidos son los siguientes (Cuadro 12).

Antíflero“u t) . o oo ooo 0000
A B C

Antisuero

Conejo 1 1° sunfiría 4 4 1 2

Conejo 1 ?° ganaría A A 4 4

Conejo 1 3° sancría A 4 2 2

Conejo ? 1° senqría 8 1 4 2

Conejo 9 2° sangría 8 2 8 4

Cuadro 1?: Títulos anti extracto

°A:

'°°B:

00°C:

ooooDz

oerclórico de glicoproteínas
de colon normal, anti fracción de oH 4,4-4,8 de
electroenfoque de extracto perclórico de gliconro­
teínas de colon normal, anti extracto perclórico de
glicooroteínas de colon tumoral y anti fracción de
DH4,60-4,95 de electroenfoque de extracto perclóri­
co de glicoproteínas de colon tumoral de sueros anti
extracto perclórico de glicoproteínas de colon nor­
mal.

extracto perclórico de glicooroteínas de colon normal.
fracción de pH 4,4-4,8 de electroenfoque de extracto
Derclórico de gliconroteínas de colon normal.
extracto perclórico de glicoproteínas de colon tumoral.
fracción de pH 4,60-4,95 de electroenfoque de extracto
perclórico de glicoproteínas de colon tumoral.
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EIGURA 15,

Inmunodifusiónde antisueros anti extracto perclórico de glico­

oroteínas de colon normal (conejo N° 1) frente a diversos an­

tigenos.
l

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

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

Esquemas1-2-3-4: Antisuero correspondiente a 1° sangría.

Esquemas5-6-7-8: Antisuero correspondiente a 2° sangría.

Esquemas9-10-11-12: Antisuero correspondiente a 3° sangría.

Celdas centrales: Antígeno.

Esquemas1-5-9: Antigeno: extracto perclórico de glicoproteinas

de colon tumoral.

Esquemas2-6-10: Antígeno: fracción de pH 4,60-4,95 de electro­

enfoque de glicoproteinas de colon tumoral.

Esquemas3-7-11: Antigeno: extracto perclórico de glicoprotei­

nas de colon normal.

Esquemas4-8-12: Antígeno: fracción de pH 4,4-4,8 de electro­

enfoque de gliconroteínas de colon normal.
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FIGUR1_;1.

Inmunodífusiónde antisueros anti extracto perclóriéo de glico­

proteínas de colon normal (conejo N° 2) frente a diversos antí­

genos.

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

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

Esquemas1-2-3-4: Antisuero correspondinete a 1° sangría.

Esquemas5-6-7-8: Antisuero correspondiente a 2° sangría.

Celdas centrales: Antígeno.

Esquemas1-5: Antígeno: extracto perclórico de glicoproteínas

de colon tumoral.

Esquemas2-6: Antígeno: fracción de pH 4,60-4,95 de electroen­

foque de gliCOproteínas de colon tumoral.

Esquemas3-7: Antígeno: extracto perclórico de glicoproteínas

de colon normal.

Esquemas4-8: Antígeno: fracción de nH 4,4-4,8 de electroen­

foque de gliconroteínas de colon normal.
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Sueros anti extracto Derclórico de sliconroteínas de colon tu­

moral.

En las Figuras 18, 19 y 20 se esquematizan los resultados

obtenidos al enfrentar los antisueros de los conejos 3, 4 y 5

respectivamente a extracto perclórico de glicoproteínas de colon

tumoral y fracción de pH 4,60-4,95 de electroenfoque de ese ex­

tracto. Se puede ver que se obtienen bandas dobles de precipi­

tación en varios casos, tanto para uno comopara otro antígeno,

lo cual indicaría una población antigénica heterogénea. En nin­

gún caso se obtuvieron bandas de precipitación con el antígeno
. .I. . .I .

carcinoembrionico puro por baJa concentraCion del mismo.

Los títulos obtenidos están especificados en el Cuadro

13.



I
Antheno o oo

C D
Antisuero

Conejo J 1° sangría 2 2

Conejo 3 9° sangrla 2 4

Conejo 3 3° sangría 1 2

Conejo 3 4° sangría nr nr
Conejo 3 5° sangría 4 8

Conejo 4 1° sangría _ 1

Conejo 4 2° ranqría ? 8

Conejo 4 3° sangría 8 16

Conejo 4 4° sangría 16 16

Conejo 4 5° sangrla 1 1

Conejo 5 1° sangría 8 16

Conejo 5 2° sangría 8 16

Conejo 5 3° sangría 2 8

Conejo 5 4° sangría 4 8

Conejo 5 5° sangría 8 16

Cuadrolïg Títulos anti extracto perclórico de gliCOpro­
Í o . Itelnas de colon tumoral y ant1 fracc1on de DH

4,60-4,95 de electroenfocue de extracto per­
clórico de glicoproteínas de colon tumoral de
sueros anti extracto nerclórico de gliconro­
teínas de colon tumoral.

°C: extracto nerclórico de gliconroteínas de colon tumoral.
°°D:

I'll”:

fracción de pH 4,60-4,95 de electroenfoque de extracto
nerclórico de glicooroteínas de colon tumoral.
no realizado.



Inmunodifusiónde antisueros anti extracto perclórico de glico­

proteínas de colon tumoral (conejo N0 3) frente a diversos an­

tígenos.

Celdas suberioresz Antisuero diluido: l/l, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,

gggURA 18.

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

1/32.

Esquemas

Esquemas

Esquemas

Esquemas

1-2:

3-4:

5-6

7-8:

1/1024, 1/2048.

Antisuero correspondiente

Antisuero correspondiente

Antisuero correspondiente

Antisuero correspondiente

Celdas centrales: Antígeno.

Esquemas 1-3-5-72

Esquemas 2-4-6-8:

a 1°

a 2°

teínas de colon tumoral.

enfoque de extracto nerclórico de gliconroteí­

nas de colon tumoral.

sangría.
Ísangria.

sangría.

sangría.

xJl

Antígeno: extracto perclórico de glicopro­

Antigeno: fracción de uH4,60-4,95 de electro­
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E;GURA_¿9.

Inmunodifusiónde antisueros anti extracto perclórico de glico­

proteínas de colon tumoral (conejo N° 4) frente a diversos an­

tigenos.

Celdas suneriores: 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.

Esquemas1-2: Antisuero correspondiente a 1° sangría.

Esquemas3-4: Antisuero correspondiente a 2° sangría.

Esquenas 5-6: Antisuero correspondiente a 3° sangría.

Esquemas7-8: Antisuero correspondiente a 4° sangría.

Esquemas9-10: Antisuero correspondiente a 5° sangría.

Celdas centrales: Antigeno.

Esquemas1-3-5-7-9: Antigeno: extracto perclórico de glicopro­

teínas de colon tumoral.

ESQuemas2-4-6-8-10: Antigeno: fracción de pH 4,60-4,95 de

electroenfoque de extracto perclórico de

glicoproteínas de colon tumoral.
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FIGURA 20.

Inmunodifusiónde antisueros anti extracto perclórico de glico­

proteinas de colon tumoral (conejo N° 5) frente a diversos an­

tigenos.

Celdas suneriores: 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.

Esquemas1-2: Antisuero correspondiente a 1° sangría.

Esquemas3-4: Antisuero correspondiente a 2° sangría.

Esquemas5-6: Antisuero correspondiente a 3° sangría.

Esquemas7-8: Antisuero correspondiente a 4° sangría.

Esquemas9-10: Antisuero correspondiente a 5° sangría.

Celdas centrales: Antígeno.

Esquemas1-3-5-7-9: Antigeno: extracto perclórico de glicopro­

teínas de colon tumoral.

Esquemas 2-4-6-8-10: Antigeno: fracción de pH 4,60-4,95 de

electroenfoque de extracto perclórico de

glicoproteinas de colon tumoral.
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En general los títulos alcanzados son mayorespara el anti­

geno obtenido por electroenf0nue que para el extracto de glico­

nroteínas.

Sueros anti antígeno carcinoembriónico.

Estos sueros no dieron bandas de precipitación frente a

ningun antígeno; este hecho nuede deberse a que no tendrían

anticuerpos a los principales determinantes presentes en el

extracto perclórico o en la fracción de electroenfoque, y si

bien habría anticuernos anti antígeno carcinoembriónico la con­

centración no estaria de acuerdo con la sensibilidad del méto­

do.

INHUNOELECTROFORESIS.

En la Figura 21 están esquematizados los resultados obte­

nidos al correr electroforéticamente el extracto perclórico de

glicoproteínas de colon tumoral y enfrentarlo a los antisueros

homólogos y a anti suero humano normal. En todos los casos se

detectaron bandas de movilidad P frente a los anti sueros

homóIOgosque no fueron reveladas por el anti suero humanonor­

mal. Esas bandas serían debidas a la precipitación del antígeno
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carcinoembriónico, de movilidad 6 , con los correspondientes

anticuernos presentes en esos sueros.

También se efectuaron corridas de dicho antígeno enfren­

tándolo a antisuero anti extracto perclórico de glicoproteínas

de colon normal y antisuero anti grupo sanguíneo A (Figura 22);

sólo se detectó banda de movilidad (3 frente al antisuero

correspondiente a la primera sangría del conejo 1 (EsouemaA).

Nose revelaron bandas al enfrentar el antígeno al antisuero

corresnondiente a la tercera sangría de dicho conejo y al anti­

suero anti grupo sanguíneo A (Esouema C).

Del mismomodose efectuó esta reacción con la fracción

de pH4,60-4,95 de electroenfoque de extracto perclórico de gli­

00nroteínas de colon tumoral frente a los antisueros a ese ex­

tracto (Figura 23) y también se obtuvieron, en general, bandas

de movilidad p , que no se revelaron frente a antisueros huma­

no normal (Esquema8, Figura 23) ni a antisueros anti extracto

nerclórieo de gliconroteína de colon normal ni a antisuero anti

grupo sanguíneo A (Figura 24).

Se realizaron corridas de las fracciones de DH3,80-4,20:

4,30-4,5O y 5,00-5,40 de electroenfooue de extracto perclórico

de nlicooroteínas de colon tumoral frente a antisueros a dicho

extracto que habian revelado bandas de movilidad fi en las in­
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FIGURA 21.

Inmunoelectroforesis de extracto perclórico de glicoproteínas

enfrentado a diferentes antisueros anti extrac­de colon tumoral

to perclórico de glicoproteínas de colon tumoral y anti suero

humano normal.

Esquemal: Canal superior: antisuero conejo 3 1° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 3 2° sangria.

Esquema2: Canal superior: antisuero conejo 3 3° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 3 4° sangria.

Esquema3: Canal superior: antisuero conejo 3 5° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 4 5° sangría.

Esquema4: Canal superior: antisuero conejo 4 1° sangria.

Canal inferior: antisuero conejo 4 2° sangría.

"squema5: Canal superior: antisuero conejo 4 3° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 4 4° sangría.

Esquema6: Canal sunerior: antisuero conejo 5 1° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 5 2° sangría.

Esquema7: Canal sunerior: antisuero conejo 5 3° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 5 4° sangría.

Esquema8: Canal superior: antisuero conejo 5 5° sangría.

Canal inferior: antisuero humanonormal.
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Inmunoelectroforesis de extracto perclórico de glicoproteínas

de colon tumoral

to perclórico de
I

sang'uineo A.

Esquema A: Canal

Canal

Esquema B: Canal

Canal

Esquema C: Canal

Canal

enfrentado a diferentes antisueros anti extrac­

glicoproteínas de colon normal y anti grupo

superior:

inferior:

superior:

inferior:

superior:

inferior:

antisuero

antisuero

antisuero

antisuero

antisuero

antisuero

conejo

conejo

conejo

conejo

conejo

1 1°

1 2°

2 1°

l 3°

sangría.

sangría.
Isangria.

sangría.

sangría.

anti grupo sanguíneo
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FIGURA 2;.

Inrmnoelectroforesis de fracción de pH 4,60-4,95 de electroen­

foque de extracto perclórico de glicoproteínas de colon tumoral

enfrentado a diferentes antisueros anti extracto perclórico de

glicoproteínas de colon tumoral y anti suero humanonormal.

Esquema1: Canal superior: antisuero conejo 3 1° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 3 2° sanqría.

Esquema2: Canal superior: antisuero conejo 3 3° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 3 4° sangría.

Esquema3: Canal superior: antisuero conejo 3 5° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 4 5° sangría.

Esquema4: Canal superior: antisuero conejo 4 1° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 4 2° sangría.

Esquema5: Canal superior: antisuero conejo 4 3° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 4 4° sangría.

Esquema6: Canal superior: antisuero conejo 5 1° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 5 2° sangría.

Esquema7: Canal superior: antisuero conejo 5 3° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 5 4° sangría.

Esquema8: Canal superior: antisuero conejo 5 5° sangría.

Canal inferior: antisuero humanonormal.
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FIGUBÍ. 2'4.

Inmunoelectroforesis de fracción de pH 4,60-4,95 de electroen­

focue de extracto perclórico de gliCOproteínas de colon tumoral

enfrentado a diferentes antisueros anti extracto Derclórico de

glicoproteínas de colon normal y anti grupo sanguíneo A.

EsquemaD: Canal superior: antisuero conejo 1 1° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 1 2° sangría.

EsquemaE: Canal superior: antisuero conejo 2 1° sangría.

Canal inferior: antisuero conejo 2 2° sangría.

EsquemaF: Canal superior: antisuero anti grupo sanguíneo A.

Canal inferior: antisuero c0nejo 1 3° sangría.
. J
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FIGURA 25.

Inmunoelectroforesis de distintas fracciones de electroenfoque

de extracto nerclórico de glicoproteínas de colon tumoral enfren­

tadas a antisueros anti extracto nerclórico de glicoproteínas

de colon tumoral y antisuero humanonormal

Esquema U:

Esquema

Esquema

Esquema

Esquema

Esquema

V

X

Y

x

Antigeno: fracción de pH 3,80 - 4,20.

Antisueros: Canal suoerior: conejo 3

Canal inferior: conejo 5

Antigeno: fracción de pH 3,80 —4,20.

Antisueros: Canal suoerior: conejo 4

Canal inferior: antisuero

Antigeno: fracción de pH 4,30 - 4,50.

Antisueros: Canal superior: conejo 3

Canal inferior: conejo 5

Antígeno: fracción de pH 4,30 - 4,50.

Antisueros: Canal superiorrconejo 4

Canal inferior: antisuero

Antigeno: fracción de pH 5,00 - 5,40.

Antisueros: Canal superior: conejo 3

Canal inferior: conejo 5

Antigeno: fracción de pH 5,00 —5,40.

Antisueros: Canal superior: conejo 4

Canal inferior: antisuero

I4° sangria.

3° sangría.

3° sangría.

humano normal.

4° sangría.

3° sangría.

3° sangría.

humano normal.

3°­ sangría.

humano normal.



Figura 25

175



176

munoelectroforesis de la fracción de nH 4,60-4,95 y a antisuero

humanonormal (Figura 25); en ningún caso se obtuvo banda de

movilidad fi , confirmando este hecho que el antígeno carcino­

embriónico se encontraría en la fracción de pH 4,60-4,95.

RADIOINMUNOENSÁYO.

Titulación de antisueros anti extracto nerclórico de gliconro­

teínas de colon normal.

Se titularon estos antisueros tal comose describió en

Materiales y Métodos, frente a los distintos antígenos obteni­

dos. Las curvas de unión resultantes se nueden ver en los Grá­

ficos 15 a 19.

Los títulos se calcularon comola inversa de la dilución

que produjo un 30%de unión antígeno - anticuerpo, y fueron

los siguientes (Cuadro 14):



GRAFICOS 15 A 19.

Curvas de unión de distintos antisueros anti extracto percló­

rico de

Gráfico

Gráfico

Gráfico
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Antíqeno 0 00 000 0000 00000
A B C

Antisuero

Conejo 1 1° sangría >1024O >1024O 22 < 10 50

Conejo 1 2° sangría >1024O >10?4O 17 (10 17

Conejo 1 3° sangría >1024o >1024o <10 11 54

Conejo 2 1° Gangrla 1100 >1094O 12 4 10 93

Conejo 2 2° sangría 3250 >1o24o (lo <1o 60

Cuadro_l¿: Títulos de anti sueros anti extracto nerclórico de

0A:
°°B:

00°C:
OOOOD:

OOOOOE:

Titula i n de

gliconroteínas de colon normal por reacción de
radioinmunoensayo.

extracto perclórico de glicop‘oteínas de colon normal.
fracción de pH 4,4-4,8 de electroenfoque de extracto
nerclórico de gliCOïroteínas de colon normal.
extracto nerclórico de gliconroteínas de colon tumoral.
fracción de nH 4,60-4,95 de electroenf00ue de extracto
nerclórico de gliconroteínas de colon tumoral.
antígeno carcinoembriónico cura.

antisueroe anti extracto nerclórico de c11conro­

teínas de colon tumoral.

Se realizó el mismotipo de reacción nara estos antisueros

enfrentándolos a los antígenos derivados de colon tumoral. Las
n .curvas ¿e unión obtenidas están rehresentadas en los Grállcos

90 a 24.

En e] Cuadro 15 se esnecifican los títulos de los distin­



tos antisuer s.

p .

A

r.antígeno O OO OOO
C D E

Antisuero

Conejo 3 1° sangría 170 8600 < 10

Conejo 3 9° songríz 27o >1o240 < 10

Conogo 3 3° eenqría (10 600 30

Conejo 3 4° qanqrív 86 >IO2AO 11

Conejo 3 5° canaria 660 >10?4O 4 10

Conejo 4 1° oonqría 360 >1024O 4 lO

Conejo 4 2° oangría 27o 10240 (10

Conejo 4 3° súngrís ('10 >10240 16

Conejo 4 4° sangría. ¿11) 7750 12

Conejo 4 5° sangría 30 >1024O ‘10

Conejo 5 1° sangría 115 >1o24o < 10

Conejo 5 _° sangríe 950 >TO?AO < 10

Conejo 5 3° Canaria <1" >10240 22

Conejo 5 A° sangría < 10 >10?40 23

Conejo 5 5° sangría 380 >10240 <10

Cuadro 15:

°C:
°°D:

OCDE:

sayo .

Títulos de antisueros anti extracto oerc]órico de
glicowroteínas de colon tumoral nor reacción de
radioinmunoen

extracto perclórico de sliconrotoínas de colon tumoral.
fracción de pH 4,60-A,95 de electroenfoque de extracto
perclórico de qliconroteínas Ge colon tumoral.
antígeno caroinoemhriónico puro.
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GRAFICOS 20 A 34.

Curvas de unión de distintos antisueros anti extracto perclóri­

co de glicoproteínas de colon tumoral con distintos antígenos.

Gráfico 20 Antisuero conejo 3 1° sangría.

Gráfico 21 Antisuero conejo 3 2° sangría.

Gráfico 22 Antisuero conejo 3 3° sangría.

Gráfico 23 Antisuero conejo 3 4° sangría.

Gráfico 24 Antisuero conejo 3 5° sangría.

Gráfico 25 Antisuero conejo 4 1° sangría.

Gráfico 26 Antisuero conejo 4 2° sangría.

Gráfico 27 Antisuero conejo 4 3° sangría.

Gráfico 28 A tisuero conejo 4 4° sangría.

Gráfico 29 Antisuero conejo 4 5° sangría.

Gráfico 30 Antisuero conejo 5 1° sangría.

Gráfico 31 Antisuero conejo 5 2° sangría.

Gráfico 32 Antisuero conejo 5 3° sangrla.

Gráfico 33 Antisuero conejo 5 4° sangría.

Gráfico 34 Antisuero conejo 5 5° sangría.

C: extracto nerclórico de qlicooroteínas de colon tumoral

”--__m_D: fracción ñe oH A,60-4,95 de electroenfooue de ¿lico­

nroteínas de colon tumoral.

."nnnuu 3: Antígeno carcinoembrióníco ouro.
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Titulación de antisueros anti entíreno carcinoenbriónico.

Se procedió de igual nanera con estos antisueros obtenién­

dose las curvas representadas en los Gráficos 35 a 39 de las que

se oueden calcular los siguientes títulos (Cuadro 16).

antígeno o oo ooo
C D E

Antisuero

Conejo 6 1° sangría <1o 12 (lO

Conejo 6 2° sangría 110 30 60

Conejo 6 3° sangría 13 (10 36

Conejo 7 1° sangría < 10 < 10 < 10

Conejo 7 2° sangría 400 10240 250

Cuadro16: Titulación de antisueros anti antígeno carcino­
embriónico por reacción de radioinmunoensayo.

°C: extracto perclórico de glicoproteínas de colon tumoral.
°°D: fracción de UH4,60-4,95 de electroenfoque de extracto

perclórico de gliCOproteínas de colon tumoral.
°°°E: antígeno carcinoembriónico puro.

En todos los casos se realizaron controles sin suero y

controles de suero normal de conejo, obteniéndose siemnre va­

lores de porcentaje de unión antígeno-anticuerpo inferiores

a 10%.
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GRAFICOS 35 A 39o

Curvas de unión de distintos sueros anti antígeno carcino­

embriónico con diferentes antígenos.

Gráfico 35 Antisuero conejo 6 1° éangría.

Gráfico 36 Antisuero conejo 6 2° sangría.

Gráfico 37 Antisuero conejo 6 3° sangría.

Gráfico 38 Antisuero conejo 7 1° sangría.

Gráfico 39 Antisuero conejo 7 2° sangría.

C: extracto perclórico de gliconroteínas de colon tumo­

ral.

____- D: fracción de pH 4,60-4,95 de electroenfoque de glico­

proteínas de colon tumoral.

.uuu.u E: antíveno carcinoembriónico puro.(b
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REACCION DE RADIOINMUNOEPSAYO.

Se determinó la concentración de antígeno carcinoembrió­

nico en muestras de mezclas de sueros de pacientes con baja o

alta concentración de dicho antígeno. Se utilizaron los anti­

sueros correspondientes a las tercera y ruinta sangrías de los

ruconejos 3, 4 y 5 en l.s diluciones que producen un 30%de unión

Ag-Ac. Se eligieron estos antisueros ya que ellos combinan ba­

jos títulos para el extracto perclórico y relativamente altos

para el antígeno carcinoenbriónico puro (tercera sangría) o

altos títulos para el extracto y bajos para el antígeno puro

(quinta sangría) siendo los títulos para la fracción de elec­

troenfocue altos salvo en un caso (conejo 3 tercera sangría).

Se utilizaron comoproteínas standard y trazadores ex­

tracto perclórico de qlicoproteínas de colon tumoral, fracción

de pH 4,65-4,90 de electroenfooue de extracto perclórico de

glicoproteínas de colon tumoral y antíveno carcinoambriónico

puro. Los rcsultaños obteniñOS estén especificados en ol Cua­

dro 17.
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PRCTEINA STAH MEZCLA DE SUE MEZCLA DE SUE
ANTISUERO DARD Y TRAZA- RCS DE CBA ROS DE CEA

DOR. BAJA ¿N ng/ml ALTA EN ng/hl

C° <5 112

Conejo 3 3° sangría Doo lo 200
E°°° 23 >320

C <5 80

Conejo 3 5° sangría D 18 180
E lO 90

c 7 > 320

Conejo 4 3° sangría D 13 81
E 15 180

C 5 13o

Conejo 4 5° sangría D 18 13o
E 17 140

C 7 220

Conejo 5 3° sangría D 14 13o
E 31 60

C < 5 102

Conejo 5 5° sangría D 14 98
E 15 76

Cuadro 17: Determinación de concentración de antíceno carcino­
embriónico en mezclas de sueros de pacientes con baja y alta
concentración de CEAutilizado distintos antisueros y nroteinas,
standard y trazador.

°C: extracto nerclórico ae áliconroteínns de colon tumoral.
°°D: fracción de OH4,60-A,QS de electrocnfoque He extracto

nercláríco de glicoñroteínas de colon tumoral.
09°”: antíïeno carcinoembriánico ouro.
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quenn -'-)I Winmae mues­

ree, nor el método fle Sorin (tres determinaciones “ara cede

eniéndose los einuientes resultados (Cuadro 18):

“EZCLA DE suenos nn ïEZCLa a: SUÉROS DE
[cm] BAJA EN ng/m].. [CEA]AJTA EN ngr/ml.

92,5 300,0

16,0 P47,0

10,0 148,5

Valor medio 16,1 ?31,8

Desviación standard 6,2 76,8

Cuadro 18:

Se re

. .r .I l .DeterminaCLOnde concentra01on de antiqeno carolno­
embriónico en mezclas de sueros de pacientes con ba­
ja y alta concentración de CEAvor el método de Sorin.

alizó le mismadeterminación nor el método de Prist

(ocho y siete determinaciones para baja y alta concentración

respectivamente) siendo los resultados obtenidos los especifi­

cadog en el Cuadro 19.
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¿ 1 un su¿uos DH “Ech1 DE SUEROS ¿m
[CEI] BAJA EN ng/ml. [01311]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

5,0

Valor medio 9,06 129,64

Üesvincián h+ehdnr6 3,Q0 36,46

Cuadro 19: Determinación de concentración de antígeno carcino-­
embriónico en mezclas de sueros de pacientes con ba­
ja y alta concentración de CEApor el método de Prist.

ANALISIS ESTADISTICO.

Mezcla de sueros de concentración baja de antígeno carcino­
. I .embrlonggg.

Del “nálicis de varianza rnaïi7año se deduce cue hay di­

“nvencias niqniïicativpe entre 103 distintos estados de nuri­vnxzu
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“icación Gel entíseno, nero no asi entre 9nfisueros corresoon­
. -. . I‘ .dientes e distintos animales o a nietintas generihs. Las interac­

ciones tamoocofueron sienificativas.(Cuadro 20).

FUEÏTE DE VARIACION F DE F RESULTADO
k TABLAS CALCULADO

Entre Animales 6,94 0,5974 N0 Siïnifícativo

Entre Sanqría 18,5 0,8120 No siqnificativo

flntre Prado de nuri- . . . .r 6,94 22,8844 Siznificativoficación

Interacc1on animal - 6,94 1,3158 No significativosangría.
... . l ainterac01on animal - . .. . . 6 39 O 6716 No si nificqtivoarado de pur1f1c301ón. " ' g L

Tnterección "anríe
“ “ ‘ Tlf” Í, 6,94 3,9901 No significativogrado de nurilicaeion.

Cuadro ?O: Tratamiento ¿e Jos resultados de reacción de radio­
inmunoensayo para muestras de baja concentración
de CEA(Cunflro 17) nor análisis de varinnaa n< 0,05.

La significación entre los grados de purificación se ana­

lizó mediante intervalos de Bonferroni resultando ver ninni­

fioetiva la diferencia entre el extracto nerclórico de glice­

nroteíras áe colon tumoral y el antíveno cnrcinoembriónico

euro, y no así cualquier otra conhinación. (Cuadro ?1).
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FUENTE DE t DE TABLAS t CALCULÁDO WESULTÁDO
VÁHIÉCION

Interacción 4,604 3,7?91 No siqnificativo
Co _ Doo

Interacción 4,604 5,4177 Siqnificativo
C _ E000

Interacción 4,604 1,6886 Nosignificativo
D — Ü

Cuadro 21: Análisis nor intervalos de Bonferroni de la signi­
ficación entre los grafica de nurificación de CEA
(Cuadro 20) ñ <0,05.

extracto perclórico de gliconroteínas de colon tumoral.
fracción de pH 4,60-4,95 de electroenfoque de extracto
nerclórico de gliconroteínas de colon tumoral.
antíqeno carcinoembriónico puro.

Mezcla de sueros de concentración alta de antígeno carcino­

embriónico.

Del análisis de varianza realizafio se concluye que hay

diferencias significativas entre antisueros de distintas S 3.7.1­

Frías, pero no de distintos animales. Tampocohay diferencias.4

cuando se cOmparanlos distintos grados de purificación del

po\.1, ¡oantígeno o les interacciones (Cuadro
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FUENTE UE VAPIACION F DE F PESULTADOS
TABLAS CALCULADO

Entre Animales 6,94 0,8478 No significativo

Entre Sangría 18,5 20,7734 Significativo

11‘ 'untre Grado de nur1­
. . ‘ 6 QA 0 lO? No s'v '”' 'floa01ón. , , c9 1Ln1¿1cat1vo

T . I. F .¿nteracc1on nnlmal ­
ñ T- r- . ' fl. r, lsangría. 6,94 u,1666 ¿o clgnlILCuthO

Interacción animal —
grado de purificación. 6,39 1,5337 Jo snvnificq+1vo

Interacción sanwría ­
" ° 6,94 0,893] U0 Slünlficativogrado de nurificación.

OCmDJ Ho m m r-J

DJl-J

ratamiento de los resultados de reacción de radio­
nmunoensayopara muestras de alta concentración
e C A (Cuadro 17) por análisis de varianza n< 0,05.
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ElSCUSION.

El rendimiento obtenido en el aislamiento de eliconro­

teínas de colon tumoral es de 0,0981 (Cuadro 5). Carrico y

col (6) el aislar el antígeno carcinoembriónico nor extrac­

ción con ácido perclórico obtuvieron también un rendimiento

bajo, ellos postularon que hebría nérdiña de un 701 de ra­

teriales no solubles en el ácido; en contradicción con esto

otros autores (50) obtuvieron una nayor concentración del

entíveno en extractos nerclórico que ealinos.

T? ácido nerclórico nueie tener varios efectos, COFO

nrodncir eárecación irreversible de qliconroteínus (36,59),

olivar residuos de ácido siálico, modificar otras nartes ñe

las cadenas de hidratos ie carbono oroduciendo cavhioe estruc­

turales (50), alterar o destruir subnoblaeiones de antígeno

areinoembriónieo nresentes en el tejido tumoral afectando

la nroáucción de anticuernos (36), aunque algunos investi7n—

dores sostienen que el tratamiento con ¿cido nerclórico no

afecta la concentración orininal ¿el antígeno cnrcinoenbrió­

nico, o que sólo elimina aquél que ertá enohiedo e condicio­

nes normeles(28,54,63), en ente caro no se flnría esta noni­

biliaoñ ya cue los renfiiwientos Obtenifio: a nortir ¿e colo“
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normal y tumoral son practicamente iquales (0,095 y 0,098%

rcsnectivanente, Cuadros 4 y 5).

Las muestras de colon normal se connortaron de igual

manera ya sea que proviniesen de autopsias de individuos en­

fermos no cancerosos o hubiesen sido extraídos a más de 8cms

de un adenocarcinoma de colon, en este caso se puede consi­

derar normal ya que el tumor no se extiende más de 6 ó 7 cms

del extremo proximal o distal visible (22).

A1realizar el proceso de electroenfoque de los extrac­

tos perclóricos se obtuvieron sólo dos picos de proteína en

el caso de colon normal (Gráficos lA-B), siendo mayor la he­

terogeneidad para colon tumoral (Gráficos 2A-T), indicando

esto la presencia de proteínas distintas a las de las condi­

ciones normales. Se pudo identificar el antígeno carcinoembrió­

nico por reacción de radioinmunoensayo en la fracción de pH

4,60-41957 coincidiendo con los datos aportados por la litera­

tura (7,70).

En la purificación de la fracción de electroenfoque por

cromatografía en Sephadex G-200 se obtuvieron dos picos de

nroteína (Gráficos 4A-F) correspondiendo, de acuerdo a 1a ca­

libración efectuada, el segundo al antígeno carcinoembriónico,

el primero podría tratarse de un agregado molecular (36).
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Al efectuar la marcación radioactiva se comprobóque a

medidaque se purificó el antígeno las actividades específi­

cas alcanzadas disminuyeron y fueron bajas comparadas, por

ejemplo, con las de materiales empleados en ensayos de hormo­

nas, pero éstas generalmente son proteínas puras de bajo peso

molecular, en cambio el antígeno carcinoembriónico tiene un

peso molecular de aproximadamente 200.000 y es fundamental­

mente una glicoproteína con una concentración de tirosina e

histidina de tan sólo 0,057 y 0,072 umoles/mgrespectivamente

(67),de modoque los sitios de unión para I son limitados,

resultando bajas la eficienciade marcacióny la respectiva

actividad específica.

A1analizar las electroforesis en geles de poliacrila­

mida se comprobóque las preparaciones del antígeno carcino­

embriónico presentaron heterogeneidad que puede deberse al

ácido siálico ( 4 ) aunque no pueden descartarse otros fac­

tores comoestructura nroteica, alteraciones durante el pro­

ceso de aislamiento como cambios en.e1pK de aminoácidos car­

gados debido a perturbaciones en la estructura terciaria,

variaciones en el grado de sustitución de residuos de carbo­

hidratos y grunos amida en la cadena peptídica. A1 avanzar

el prado de nurificación 1a heterogeneidad disminuyó, nero
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Tn? bondne continuaron siendo difusos cn 1o tinción de nro­

teínss. Él nerfil redioectivo nostró una mayorheterocenei—

Red cue la observada en 1a coloración, 10 cue indicaría cue

estos materiales están realnente constituíños por un conjun­

to de nroteínas de características similares ( 13,45 ). En

le tinción nera cliconroteínas nor el métodode Schiff las

bandas fueron definidas y se comnrobó que el antíTQno nuro

es homogéneo en cuento s este tino ¡e compuestos ya que ona­

reció una único banda (Ficura 4).

Una vez obtenifios los antígenos se innmnizaron conejos

con estos materiales en distintos estados de purificación

(extracto bruto v antígeno puro) nera comprobarsi existen

diferencias entre los antisueros obtenid s, o si presentan

características semejantes y son ijualmcnte útiles para la

detección e identificación del antígeno carcinocmbriónico.

Se hicieron controles con antisueros de conejos inmunizados

con extracto de colon normal.

Estos conejos respondieron en forma individual a los

antígenos inyectados, nero se pudo observar, en general, el

titular en formo semicuantitctiva por inmunodifusión el con­

tenifio ¿e IÏM e IqG de los ontisueros obtenidos (Cuadro 11)
,'ue se nrodujeron cumentos muyïcves to Izï en los nrimeros
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estadios de inmuniznción, disminuyenflo luego; en cuanto al

contenido de ITS fue oncilnnte, nresenfando aumento y luego

disminución en alqunor casos.

ws de destacar que el conejo 1 entre la segunda y tercera

sangría recibió una serie de inyecciones simile? a la daña

hzsta ln orinar canaria no habiéndose nrodncido numento de

Igfl y si ñisminución de an, es decir oue no habria habido

una estimulacion mayorfle células nroductores de eetoe enti­

enerños, nuizís Ñehido e narálicis inmunolóqica nor fiooir 31­

ta de antífieno (42 ).

un el caso del conejo 2 oe realizó la seïundn sangría

Iuewo de un? semana de haberse efectuado la nrimera cin haber

recibido ninovna inyección en ese laneo, y se comorobó que eT

conteniño de IsG se mantuvo constante a nesnr de la falta de

reestímulo, y se nrodujo un cierto aumento de IQMque nudo

deberse a la permanencia del antígeno en la zona de inocula­

ción y lenta calida ( 16).

A1 analizar los resultados obtenidos con To: anfisueros

de los conejos 3, 4 y 5 se observó que hubo a mento del con­

tenido de 13Men todos los casos, hasta 1a primer ganaría

(luego de 9 semanas de inmunización v dos series de inyeccio­

nes), oue luego disminuvó, volviendo a aumentar sólo una vez
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e lo laroo de todo el curso de la inmunización (Conejo 5, quin­

ta sangría), En cambio hubo incremento del contenido de IgG

en general hasta la segunda sangría, con posterior disminu­

ción y aumento. Los titulos alcanzados no fueron, en líneas

generales, suneriores a los logra-os con el extracto de colon

normal, e pesar cue las dosis de antígeno inyectado fueron

muysuoeriores, fundamentalmentehasta ln primer sanïríe, es

decir que la influencia de la cantidad de antígeno en la nro­

ducción de anticuernos es importante, pudiendo ocurrir un fe­

nómenode parálisis frente a la alta dosis emoleada (42 ).

1 conejo 4 recibió la última serie de inyecciones entIJ

una sola inoculación, a diferencia de los conejos 3 y 5 cue

la recibieron repartida en cuatro inyecciones, a pesar de Ps­

to el titulo de IFG ha sido el mismonara los tres antisucros,

no asi el de Igh que no nudo ser detectada para el conejo A,

es decir nue las células de memoria de Temhabrían sido inhi­

bidas frente a tan alta dOsis de antígeno.

Los conejos inyectados con antígeno carcinoembriónico

ouro rcsoondieron en forma similar a 10s inyectados con el

extracto nerclórico.

Se debe hacer notar one no es tan imoortnnte la centi­

dad de alohulinas totales, sino la calidad del enticuerno
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cu vnlor wáxiwoen la tercero nongrífl, luego ¿e ñieé ñecee

de inmunización v veis seriee de invencionen, ñisminuyenño

lueeo. “o flectaoehle en los Figures 8, G v 10 le aparicion

de dos bandos en la zona ie 6( 9, la suoerior que enseguida

dis"inuye corresnonóeria n 13Wy la inferior a las otros

troteínas de wovilidad ci 2 "ue aumentan. En el coso de lon

entieneros de los conejos inyectados con extracto normal no

se produjo ese incremento de wroteínan cx p, y en los anti­

sueros anti antígeno carcinoembtiónico hubo un leve aumento,

no tan imnortante comopara los antisueros de los conejos 3,

4 y 5, nero debe tenerse en cuenta Cue la cantidad de pro­

teína inyectada fue menor y el esquema de inmunización áuró

menos tiempo. En base a estos resultados se puede postular

que esas proteínas 04 2 son inducidas nor antíqenos cancero­

sos luego de períodos larqos de inmunización y con altas do­

sis de antígeno; su función no está aclarada pero podria es­

oecularse que funcionan comoanticueyoos.

Se analizó por inmunoáifusión la reacción entre enti­

ouero: anti extracto perclórico de "licoproteínas de colon

normal frente 91 antiïeno homólogoy al ourificado por electro­

enfocue en amboscasos fueron baños los titulos de los anti­
.. 9 v.

cueros de los Rintintzr "2HTTÍÑSde los dos conejos. En el
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comofiel conejo l fueron iïuales para ambos nntiqenoe, y los

titulos del conejo 9 fueron mayoreonara el extracto bruto

que para la rección de electroenÍOHue, habiendo un aumento

para ésta en la segunda sangría, coincidiendo con los resul­

tados de la titulación de 13M.A1 enfrentar estos antisueros

a 103 entiïenos derivados de colon tumoral los titulos obte­

nidon tembión fueron bajos, aunque equioarables a los alcan­

zados con los antíqenos normales, es ñeoir que ee verifica

"ue existe reacción cruzada entre el nntíaeno normal y el tu­

moral < 4o, 49 , 52 Do

El tipo de antieuero usado es de primordial importan­

cia en la determinación de diferencias o similitudes entre

antíïenos aislados de tejidos normal y tumoral. Tomita y ch

(68 ) obtuvieron un tino Re entieuero contra antígeno carcino­

-embriónico en conejo cue reaccionó cruzado con un antíweno

de colon normal nresente en tejidos normal y tumoral confir­

mandooue se comoarten ñeterminantes untigénicoo entre el

entiqeno normal y el carcinocmbriónico; otro entisuero obte­

nido en cobeyo no reaccionó con el antíeeno normal y solo lo

hizo con el arcinoembriónico, dando evidencian de un Feter­

.fico del tumor: y un tercer tino ne antiguero.Jsminunte eseec

'¿o en conejos o cobeVOSreaccionó ixualmcnte bien con



ambosantixenos no ouñieoflo distinxuir entre ellos. Una situa­

ción de este último tivo se cumoliría con nuestros anticucroe

anti extracto oercïórico fie "licorroteinas de colon normal, y?

cue se vuelve a reretir con los resultados He radioinmunoensavo.

A1finalizar los resultados de inrunoñifrción de los cueros

cnti extracto terclórico ¿e qlicooroteínñs de colon tumoral

frente al antíoeno homoïoooy la fracción de electroenÍOoue

se vió Cue los títulos también fueron bajos oierdo, no "eneral

superiores hara el antireno ourificado nue hara el extracto

bruto, fenómenocue se reoitió al analizcr los resultados de

radioinmunoensayo: se cuece justificar este hecho sunoniendo

que al purificar el extracto ee eliminan determinanteo oue

.0terian no orecifiitantes, o se liberan ñeterfiinantes crítticos

que estaridn ocultos en el extracto bruto ( 45), y que al

reaccionar con el ontisuero oroducen precioitnción, También

es notable que en varios caso: aparecen dos bandas de oreci—

vitación con uno u otro antiïeno, cero funtamentalmente con

el ourificado cor o1ectroenfooue. Esto indicuria la presencia

de dos antívenos distintos en las nuestras sembradas, aunque

también puede deberse a .3 acción del comolemento ( 58), o a

la polimerización del antíxeno ( 39) oroducida por acción del

ácido perclórico ( 35, 59 ). Kleica y col (38 ) ante un caso
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parecido consideraron que se trataría de dos antígenos con

estructura básica similar pero de diferente peso molecular.

Esta posibilidad ha sido estudiada en el caso de moléculas

pequeñas como dextranos ( 20) pero no se puede descartar para

moléculas grandes comoel antígeno carcinoembriónico.

No se obtuvieron bandas de precinitación entre el antí­

geno carcinoembriónico puro y ningún antisuero y tampoco entre

los antisueros anti antígeno carcinoembriónico y ningún antí­

geno, debido, quizás, a que las concentraciones utilizadas no

fueron las adecuadas, no pudiéndose repetir las reacciones

por falta de materiales.

En el análisis de las inmunoelectroforesis del extracto

oerclórico de qlicooroteínas de colon tumoral frente a los

antisueros homólogos se comprobóque cualquiera fuera el esta­

dío de inmunización de los animales, siempre se revelaron ban­

das de movilidad p , características del antígeno carcino­

embriónico ( 50) (Figura 21). Este tipo de bandas no fueron

reveladas por antisuero humanonormal, es decir que no presen­

taría anticuerpos capaces de reaccionar con el antígeno car­

cinoembriónico. También se enfrentó a los sueros de los cone­

jos inyectados con extracto perclórico de glicosroteínas de

colon normal produciéndose únicamente una banda con esas
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características contra el antisuero obtenido en la primer san­

gría del conejo 1 (Figura 22) o sea que en esas circunstancias

presentaría anticuerpos a los determinantes del antígeno car­

cinoembriónico que luego desaparecerían. Tampocohubo reacción

al cnfrentarlo a antisucro anti grupo sanguíneo A (Figura 22),

indicando que no existe reacción cruzada entre este grupo san­

guíneo y el antígeno carcinoembriónico ( 44).

Se hicieron los mismostinos de análisis con la fracción

de pH 4,60-4,95 de electroenfoque de extracto perclórico de

gliconroteínas de colon tumoral (Figura 23). En el caso del

conejo 3 se revelaron bandasfg con los antisueros de primera

y segunda sangría, nero no con el de tercera sangría, coinci­

diendo con los resultados de inmunodifusión ya que en este es­

tadío es cuando se detectó el menor título para ese antígeno;

con los antisueros de las sangrías posteriores se vuelve a

reVelar esa banda. Los conejos Á y 5 se comportaron de manera

similar detectándose bandasfl recién a partir de los anti­

sueros de tercera sangría. Al enfrentar esta fracción a los

antisueros anti extracto perclórico de glicoproteínas de colon

normal, anti suero humanonormal y anti grupo sanguíneo A no

se revelaron bandas de movilidad fl ; estos resultados coinci­

don con los observados por Coligan y col ( 8 ).
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También se enfrentaron otras fracciones de electroenfo—

que a los antisueroe oue habían revelado las mejores bandas 8

frente e lr fracción de pH 4,60-4,95, en ningún ceso hubo ban­

das de este tino, es decir que el antígeno carcinoembriónico

sólo estaria presente en esta última fracción.

Otro tino de análisis cue se realizó fue radioinmunoen­

sayo, trabajándose con Ion distintos antisueros J antícenos

obtenidos.

Se titularon los anticueros de los conejos l y 2 frente

a los antígenos homólogosy se obtuvieron títulos altos (Cua­

dro 14), siendo en el caso del conejo 2 mayores nara la frac­

ción de electroenfoque que para el extracto bruto, hecho opues­

to a lo observado en la inmunodifusión (Cuadro 12); pero se

debe tener en cuenta cue el método de radioinLunoensavo tiene

mayorsensibilidad.

Tambiénse titulnron esos nntinueros frente a ïoe antí­

qenos de orícen tumoral resultnnfio ser bajos los títnïoc nara

el extracto bruto y la fracción ¿e electroenfooue (Cuedro 14),

en cambio nara el antígeno euro se obtuvieron títulos relativa­

mente dltos, o sea nue se nroduciría una fuerte reacción cruza­

ña nue confirmnria 1a existencia de determinantes comunes entre

el antíreno tumoral y los normhlee, recordemos rue el entiheno
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careinoembriónieo da reacción cruzada con NCA( 40), NGP( 49)

y NFA( 52). En el caso del extracto bruto o la fracción de

electroenfoque puede ocurrir que ante la presencia de conta­

minantes esos determinantes comunes estén enmarcaiados y no

se encuentren disponibles para renecionnr con los anticuer­

nos e ies enoteínes normales de colon, pero el nurificnr el

entifieno existe le posibilidad de renceián etnveda no? lo que

se obtienen títulos altos.

tos tituloa ee los sueros anti extracto percïírieo ¿e

gïicoproteinas ¿e colon tumoral fueron baños earn el anti" 91‘10

‘Jhonólo:o, elfos esta le sreccián Fe electroenf0óue y muybajos

para el nntíjeno euro (Cuadro 15) repitiénflese el fenómeno ya

observado en inmunodifusión, donde en renenel los titvlos

fueron más altos nera 12 freeción de electroenfoque due here

el extracto bruto. Podría ocurrir que las nroteinae de esa

fracciín sean más altamente innunogénieas que el resto de les

proteinas jresentes en el extr?cto bruto y se fanricuen funda­

mentalmenteanticuerpos a ellas y por eso la reacción antite­

no-nnticuerno serie mas neder09n con el extracto purificedo

que el bruto. Otra posibilidad seria que los determinantes

antigénicos estuviesen enmascarados por la nnnsencia de eran. ¡-u

cantidad de materiales y 21 nurificsr nueñnn reaccionar más. lun-.­
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ffcilmente. También ouede suceder fue comoresultado te la “uri­

msficeción boya una pérdida de residuos de cido siálico, éstos

proñucen ULHhiflrateción ríqida de le molécula de qlicoor0+eíne

de modocue reáucen su capacidad de unión al correspondiente

anticueroo, de tal forma sería menorla posibilidad de unión

con el extracto bruto que con le fracción áe electroenf0que.

Éste fenómeno es observeble también con muestras de antígeno

3SD *<:
O 1 O 1‘.) D + ¡Ja 0.:

J
Dacercinoembriónico de oriwen gástrico que tiene­

ño ácido siál co cue el aislado de colon y presentan menor ce­

pacidad de unión a anticueroos ( 4 ). Se nuede suponer, también,

que en la fracción de electroenfoeue se oongen en evidencias

determinantes críoticos por desdoblamiento de la molécula, que

estarían ocultos en el extracto bruto ( 45). Otra posibilidad

es que en el extracto bruto haya proteínas agregadas cue serían

incapaces de responder en el radioinmunoensayo (36 ). Llama la

atención que los títulos para el antígeno caroinoembriónico

puro sean bajos, en general menores que con los antisueros al

eïtrecto normal. Esto podría deberse a que el tiemoo de incuba­

cion fiel antíweno con el vntisuero no hay? nido suficiente “are

llegar al equilibrio Ag-fic, o que no se baya alcanzado el eeui­

librio He orecinitación en el Jooso fine medie entre el aere­

Taflo del sulfato ñe amonio v le centrífuzeción ( 53).



Ante la cosibilidad Cue ee hubiere producido un fenó­

menode narélisis inmunolóvice por alta dosis de entireno ( 49¡

se decidió inyectar un animal (conejo N0 6) con baja dosis de

entíweno carcinoembriónico nuro, menor que le cantidad que con­

teníe el extrecto bruto inyectado. Se titularon esos enticueroe

y ee comnrohó nue 109 títuloe fueron muybajos were los tres

entíeenoe de origen tumoral (Cuadro 16), es decir 1ue se no­

ñría descartar la nosibilidad de nerálisis.

Se inyectó también un animel (conejo H0 7) con centidn­

dos de antíteno carcinoembriónico puro enuivelentee e le can­

tiflefl ño extrecto bruto invecteño, ee comnrobó en este ceso

que en le nrimer eenqría los títulos fueron bajos, nero en le

segunda sangrífl, lueïo de dos series Se invenciones ne nlcen­

7nron títulos tltoe tere la fracción ¿e electroenfonue del ex­

tracto tumoral y relativamente altos nera el extracto v el

entíaeno nuro, nuyoree que los logrados con los entisueros de

los conejos H° 3, 4 y 5 (Cuadro 16). Esta situación nuede ser

debiñe e "ue a1 inyectar el extracto bruto se orieine una com­

petencia intermolecular entre los distintos antígenos presen­

tes en el inóculo, entre los que ee encuentra el carcinoerbrió­

nico; es un hecho que un gran exceso de un determinado antígeno

euede eunrinir la respuerta a otro que se encuentre en honor
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"nïoción (65 ), debemostener en cuenta cue 1a concentración

del nntíqeno carcinoembriónieo en el extracto bruto e: hnja:

3,55%(Cuadro 0) lo cue jurtifieeríe este noetulación.

Se nroyectó realizar mediciones de antígeno carcinoembrió­

nico nor radioinmnnoensavoutiliyenfio todos los antieueros ob­

tenidos, nero nor razones económicae sólo nudo efectuaree con

RÏNHHOee ellos, seleccionánñoee,entoncee, acuelloa anticuero:

anti extracto nerclórico ñe qlichroteínae de colon tumoral

cue Habrían cado los mayores títulos nara el antígeno puro y

las menoresnara ,1 extracto bruto (tercera sangría) y vice­

verea (ouinta qanrría) (Cuadro 15). Qe utilizaron comoproteí«

na standard y trazador el nicho materia1, ya een extracto bru­

to, fraccion de electroenfoque o antígeno puro. Se dosaron

muestras de mezclas de sueros con baja o alta concentración

de antígeno carcinoembriónico que habían sido nreviamente me­

ñido con productos comerciales, en los cue los antisueroa

nrovienen de animales inyectados con extractos de metástasis

de tumor de colon. Se encontraron, en qeneral, coincidencias

con los dos métodos contarados, sobre todo para concantracio­

nes bajas del antíqeno.

Se hizo un análisis estadístico ño los datos obtenidos

v qe encontró due al trabajar con muestran ¿e concentración
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hsja sólo se nroducendiferencias significativas al considerar

los graíos de nurificación del antígeno useño comostandard y

trazador, y esnecíficamente entre el extracto bruto y el antí—

seno puro, nero los resultados equivalentes cualquiera sea el

antisuero cue se use. En la medición de muestras de concentra­

ciones altas del antígeno carcinoembriónico se producen dife­

rencias significativas sólo al analizar las distintas sangrías

de los snimales estuñisdon. Si se comparan lOs resultados con

los ñe los otros métodos ñe radioinmunnensnvo es nosible nop­

tular nue resultan nís confiables los obtenidos con los anti­

sueros Ae quinta sanqría.

Los estudios futuros se orientan hacia la obtención de

anticuernos monocloncdosde una dada esnecificidad. Acolla y

col ( 1) fusionaron células de bazo de ratones inmuni7adOs con

antízeno carcinoembriónico puro con una línea celular de mie­

loma obteniendo asi híbrifios secretantes de anticuernos nue

reaccionaron esñecificamente con determinantes del antígeno

carcinoembriónico. Esos anticuerpos serian producidos en formo

ilimitada una vez establecida ls lirea celular y noirían ser

utilizados comoreactivo stanñnrd nera radioinwuroensayo.

Hasta tanto esto sucoñc se ñoherá tener en cuenta, de

"cunrfio d los rcsultsdos qnuí ernues+0s, cue nora cubrir un
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qmnlio rango de concentraciones de antíseno carcinoombriónico

en el flosaje de ene warcndor tumoral en el suero de nacientes

bajo control periódico de enfermedad por reacción de radioin­

munoensayo,es suficiente nurificar el antígeno cue se usará

comotrazador y standard hasta la etana de electroenfoaue del

extracto nerclórico de colon tumoral, y? nue los resultados

no presentan diferencias con los obtenidos al una? el antíge­

no puro, y además109 nntisueros nresentan altos títulos para

esa fracci n; se nueñenutilizar °ntisueros obtenidos nor ino­

culación de animales con extractos de metástasis o de tumor

primario libre de tejidos normales. Sería interesante nrobar

el ontisuero eorresoondiente al oOnujo7 que al ser inyecta­

do con cantidades de antígeno duro equivalentes e las presen­

tes en el extracto bruto rindió elevados títulos de anticuer­

pos.

OjoD­
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