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I.ŒHORIA DESCRIPTIVA 
para s o l i c i t a r

P A T E N T E D E  I  N V E N C I 0 N

E S P A 9 A
por VEINTE años

a nombre de RESEARCH CORPORATION, e n t id a d  n orteam erica n a , e s ­
ta b le c id a  en 405 L ex in g ton  Avenue, Nueva York, N .Y ., E stad os  
Unidos de Am erica, por:

"UN METODO DE PROPAGACION DE CELULAS DE HAHIFEROS".

La in v e n c ió n  se  r e f i e r e  a l a  p rop agación  de c é lu la s  de 
m am íferos.

Un o b je to  de la i in v e n c ió n  e s  p ro p o rc io n a r  un método por 
e l  cu a l puedan p ropagarse c é lu la s  de m am íferos en gran e s c a la  
para l a  p ro d u cc ión  económ ica de s e c r e c io n e s  c e lu la r e s  y  m etábo- 
l i t o s  f is io ló g ic a m e n t e  a c t iv o s ,  o como medio de c u l t i v o  para  
a g en tes  in f e c c io n e s ,  t a l e s  como v ir u s .

La p rop agación  de c é lu la s  de m am íferos se  ha e fe c tu a d o ,  
t íp ic a m e n te , haciend o d e s a r r o l la r  l a s  c é l u l a s  en una monocapa 
sobre l a s  s u p e r f ic ie s  in te r n a s  de f r a s c o s  y b o t e l l a s  que c o n te -
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n ían  un medio n u tr ie n te  adecuado. E ste  método de p ropagación  
e s  co n v en ien te  para in v e s t ig a c io n e s  de la b o r a to r io  y t ie n e  la  
v e n ta ja  de que f a c i l i t a  e l  cambio fr e c u e n te  de medio n u tr ie n te  
que, h a s ta  ahora, era  n e c e sa r io  para mantener l a  p r o l i f e r a c ió n  
c e lu la r  a c t iv a  en t a l e s  c u l t i v o s .  S in  embargo, e s t e  método de 
c u l t iv o  e s  inadecuado para la  p rop agación  de l i n e a s  de c é lu la s  
en gran e s c a la .  Además, e l  cambio fr e c u e n te  de medio n u tr ie n te  
r e s u l t a  caro ta n to  en lo  que se  r e f i e r e  a meno de obra como a 
m a te r ia le s .

Hemos encontrado que pueden propagarse de modo con tin u o  
c é lu la s  de m am íferos manteniendo ín d ic e s  s o s te n id o s  de p r o l i ­
f e r a c ió n  en su sp e n s io n e s  vo lu m in osas a g ita d a s  de c é lu la s  d i s ­
c r e t a s  en medio n u tr ie n te  s in  n inguna l im it a c ió n  ap arente d el 
tamaño de l a s  v a s i j a s  de c u l t iv o  y s in  que sea  n e c e sa r io  e l  
cambio d e l medio de c u l t iv o  durante p e r io d o s  de tiem po p ro lo n ­
gad os, añadiendo a l  medio de c u l t i v o ,  de modo co n tin u o  o in ­
te r m ite n te ,  e l  am in oácid os L -a r g in in a , o e l  am inoácido e s t r e ­
chamente r e la c io n a d o  ü c i t r u l i n a ,  p r e fe r ib le m e n te  a una d o s i s  
d ia r ia  ig u a l ,  por l o  menos, a l a  ca n tid a d  de 1 ! a r g in in a  que 
hay en  e l  medio de c u l t iv o  i n i c i a l .  Aunque e l  amonoácido aña­
d ido puede in tr o d u c ir s e  en e l  medio de c u l t iv o  continuam ente a la  
d o s is  s e le c c io n a d a , no e s  n e c e s a r io  l a  a d ic ió n  c o n tin u a , y e l  
am inoácido a d ic io n a l puede su m in is tr a r se  in term iten tem en te  a 
p e r io d o s  h a sta  de 2 a 3 d ía s .

Los d a tos p r e lim in a r e s  in d ic a n  que l a  a r g in in a  y l a  c i -  
t r u l in a  pueden reem p lazarse  por á c id o  a s p á r t ic o , aunque puede 
p r e se n ta r s e  un p er io d o  de in d u cc ió n  o de demora en l a  v e l o c i ­
dad de d e s a r r o l lo ,  cuando se u t i l i z a  e s t e  ú lt im o  á c id o .

La a r g in in a , l a  c i t r u l in a  o e l  ác id o  a sp á r t ic o  pueden aña­
d ir s e  a l  medio de c u l t iv o  b ie n  se a  solos o m ezclad os en tre  s í

2



24634<
o con o tr o s  am inoácidos o s u s ta n c ia s  n u t r ie n t e s .  Casado se  e s ­
tán  propagando c á lu la s  para uso como medio de c u l t iv o  para un 
v ir u s ,  por e jem p lo , l a  a d ic ió n  de l a  a r g in in a  puede e fe c tu a r s e  
ven ta josam en te  r e t ir a n d o  una p a r te  a l íc u o ta  d e l  c u l t iv o  de c á -  

5 l u l a s  para uso y reem p lazán d ola  con un volumen e q u iv a le n te  d e l  
medio de c u l t iv o  o r ig in a l .  A nálogam ente, cuando se  e s tá n  propa­
gando c á lu la s  para s e c r e c c io n e s  o m e ta b o lito s  ú t i l e s  p ro d u cid os  
durante e l  d e s a r r o l lo  c e lu la r ,  pueden se p a r a rse  p a r te s  a l íc u o t a s  
d e l medio de c u l t iv o  que hay que e la b o r a r  en cu an to  se  r e f i e r e  
a l con ten id o  d e l producto c e lu la r  d esead o , y reem p la za r la s  por 
un volumen e q u iv a le n te  d e l medio de c u l t iv o  o r ig i n a l .  La a d ic ió n  
p e r ió d ic a  de a r g in in a , c i t r u l i n a ,  o á c id o  a s p á r t ic o  e s  d t i l  tam­
b ié n  para r e d u c ir  o e lim in a & l o s  cambios d e l  medio de c u l t iv o  
en c u l t iv o s  de capa s u p e r f ic ia l  de c á lu la s  de m am íferos.

15 *̂n g en era l pueden u t i l i z a r s e  l o s  m edios de c u l t iv o  oue
h a sta  ahora se  ha v i s t o  que eran  adecuados para c u l t iv o  de t e j i ­
dos y c á lu la s  de m am íferos. T a le s  m edios de c u l t iv o  pueden con­
te n e r  t íp ic a m e n te  l o s  n u tr ie n t e s  c o n o c id o s  de am inoácidos e se n ­
c i a l e s ,  s a le s  m in e r a le s , v ita m in a s  y c a r b o h id r a to s , ju n to  con  

^0 un suero  de m am íferos. P r e fe r ib le m e n te , se agregan a l  medio
s u s ta n c ia s  f u n g i s t á t i c a s  y  b a c t e r io s t á t i c a s  para p re v e n ir  e l  
d e s a r r o llo  de m icroorgan ism os, s ien d o  tam bián v e n ta jo sa  una pe­
queña p rop orción  de m e t i lc e lu lo s a .

En la  ta b la  s ig u ie n te  se  in d ic a  un medio adecuado, que e s  
25 una m o d if ic a c ió n  d e l  de E agle (S c ie n c e  1 2 2 , 501 ( 19 55 ) ) .
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HEDIO DE CULTIVO

L -am inoácidos (g r a m o s / l i t r o )
Ar g in in a , HCi 0 ,0 2 1 F e n ila la n in a 0 ,0 1 6
C is t ic a 0 ,0 1 2 T reonina 0 ,0 2 4
H is t id in a , HC1 0 ,0 0 8 T rip to fa n o 0 ,0 0 4
I s o le u c in a 0 ,026 T ito s in a 0 ,0 1 8
L eucina 0 ,0 2 6 V a lin a 0 ,0 2 4
L is in a , HC1 0 ,0 2 6 Glutamina 0,300

M etion in a 0 ,0 0 8

V itam ina ( m g / l i t r o ) S a le s  ( r r a m o s / l i t r o )
B io t in a 1 NaCl 7 ,0
C o lin a 1 KC1 0 ,4
Acido f ó l i c o 1 MeS0^.7itg0 0 ,2
N icotin am id a 1 Na Î-IPO, i  4 1 ,4 4
Acido p a n to té n ic o 1
P ir id o x a l 1
Tiamina 1
R ib o fla v in a 0 ,1

20

25

G lucosa
Rojo fe n o l
M e t i lc e lu lo s a
P e n ic i l in a
E strep to m ic in a
Mico s t a t in a
Suero de c a b a llo

2 ,5  g r a n o s / l i t r o  
0 ,0 1  g r a m o /litr o  
1 g r a m o s /l i tr o  
100 u n id a d e s /4 n i l i l i t r o  
50 m cg/m l.
30 u n id a d e s/m l.
100 c c / l i t r o

E l c u l t iv o  de c é lu la s  de acuerdo con l a  p r e se n te  in v e n c ió n  
puede r e a l iz a r s e  en una v a s i j a  de c u l t iv o  adecuada para e l  d e sa -  

30 r r o l lo  de t e j id o  de m am íferos b ajo  c o n d ic io n e s  a s é p t ic a s  y c o n tr o l
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de tem p era tu ra . Se en cu en tran  d is p o n ib le s  en e l  com ercio  muchas 
de e s t a s  v a s i j a s .

Los in ó c u lo s  para l a  p rop agación  de c ó lu la s  por e l  método 
de l a  in v e n c ió n  pueden o b ten e rse  b ie n  s e a  a p a r t ir  de c u ltu v o s  
en capa en v a s i j a s  de v id r io  o b ie n  de c u l t iv o s  sum ergidos a g i­
ta d o s en pequeña e s c a la .  Los c u l t iv o s  en capa se d isp e r sa n  p r e fe ­
r ib lem en te  con 0 ,2 %  de t r ip s in a  y se  la v a n  con medio de c u l t iv o  
a n tes  de l a  a d ic ió n  a l  c u l t iv o  sum ergido.

A c o n tin u a c ió n  se  da un ejem plo d e l  c u l t iv o  de c é lu la s  de 
f ib r o b la s t o  de ra tó n  cepa L de E arle  e t  a l .  (J .  N a t. Cáncer I n s t .  
i*  165-212 (1 9 4 3 ):

Se c o lo ca ro n  t r e s  l i t r o s  de su sp e n sió n  de c é lu la s  cepa  
L que co n ten ía n  4 ,9  x 105 c é lu la s /m l,  y d e sa r r o lla d a s  en  e l  me­
d io  de c u l t iv o  a n te s  d e s c r i t o ,  en una v a s i j a  de c u l t i v o  adecuada 
p r o v is ta  de a g ita d o r , y  se  añad ieron  t r e s  l i t r o s  de medio c u l t i ­
vo nuevo. *̂1 c u l t iv o  áe m antenía a 36—373 C, por c ir c u la c ió n  
de agua p ro ced en te  de un baño a tem peratura  c o n sta n te  a tr a v é s  
de l a  cam isa de l a  v a s i j a ,  y  e l  c u l t iv o  se  a g ita b a  a una v e lo c i ­
dad e f e c t i v a  para m antener l a s  . c é lu la s  en su sp e n sió n  s in  que se  
formara espuma. Se h a c ía  p a sa r  continuam ente uuna c o r r ie n te  de 
a ir e  a tr a v é s  de l a  v a s i j a  por encima d e l n iv e l  de c u l t i v o .  Aq 
cabo de cu a tro  d ía s  de d e s a r r o l lo ,  l a  su sp en sió n  c e lu la r  a p rox i­
madamente 4*0 x 105 c é lu la s /m l ,  y se  agregaban o tr o s  s e i s  l i t r o s  
más de medio c u l t i v o .  Se producían  de e s t e  modo un increm ento  
co n sta n te  en l a  p o b la c ió n  c e lu la r  y se  m antenía durante un p er io d o  
de 7 d ía s  por medio de t r e s  a d ic io n e s  de con cen trad os de amono- 
á c id o s  de E a g le . Cada a d ic ió n , a dos d ía s  de p la z o , e r a  ig u a l  
a l a  c a n tid a d  o r ig in a l  de l o s  am in oácid os c o n te n id o s  en  e l  medio 
nuevo. Aq f i n a l  de e s t e  p e r io d o , l a  c o n ce n tr a c ió n  c e lu la r  a lca n ­
zaba 6 ,7 5  x  105  c é l u l a s / m l . ,  l o  que r e p r e s e n ta  un increm ento en
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l a s  c é lu la s  t o t a l e s  desde 1 ,4 ?  x 109 h a s ta  3 ,4  x 109 c é lu la s  
en 12  l i t r o s  de su sp en sió n  c e lu la r .

Se o b tie n en  in crem entos a n á lo g o s en e l  co n ten id o  c e lu la r  
t o t a l ,  cuando se  a rreza  una s o lu c ió n  de c lo r h id r a to  do a rg in in a  

5 so lo  aL c u l t i v o ,  en lu g a r  d e l con cen trad o de am in oacid o , sien d o
e l  con ten id o  de a r g in in o  de d ich as a d ic io n e s  e l  mismo que e l  con­
ten id o  de a r g in in o  con cen trad o de am in oácid o .

Puede añ ad irse  a r g in in e  o c i t r u l i n a  al c u l t iv o  a una d o s is  
e q u iv a le n te  a l a  comprendida en tre  20 y 200 m icrogram os , ap ro-  

10  ximadamente, por m i l i l i t r o  de medio de c u l t i v o ,  por d ía ,  aunque, 
en g e n e r a l ,  l a s  c a n tid a d e s  muy por encim a de 20 mí.3r ogramos por  
m i l i l i t r o ,  por d ía  no t ie n e n  j u s t i f i c a c i ó n  desde e l  punto de v i s t a  
económ ico.

M ediante e l  mótodo d e s c r it o  a n ter io rm e n te , l a s  c é lu la s  
15  pueden m antenerse en p r o l i f e r a c ió n  lo g a r ítm ic a  a c t iv a  durante  

p er io d o s  de 10 a  20 d ía s ,  o más, tún reem plazam iento d e l  medio 
de c u l t i v o .

Además de l a s  c é lu la s  de l a  cepa L d e s c r i t a s  en e l  ejem plo  
p re c ed e n te , se  hai propagado por e l  método de l a  in v e n c ió n  l a s  

20 s ig u ie n t e s  cep as de c é lu la s  de m am íferos:
Cepa IleLa, c é lu la  de t ip o  e p i t e l i a l  por Gay y c o l .  a par­

t i r  de unacarcinom a c e r v ic a l  humano (C áncer R esearch 1 2 , 264-  
265 (1 9 5 2 )) ;

Una cepa de c é lu la  c o n ju n tiv a  humana aisL ada por Chang (Proc
Soc. Exp. B io l .  Med. 87 , 440-443 (1 9 5 4 )) ;25

Una cep a a n t ib ié t i c a  humana FL. de Pogh y c o l . ,  (P roc.
Soc. Exp. B io l .  Med. 9 i ,  523-53? (1 9 5 7 )) ;

Cepa ERK de r iñ ó n  de con ejo  em b riò n ico , de S h e f f i e ld  y 
co la b o ra d o res  ( B r i t .  J . E x p tl . P a th . 36 , 155-159 (1 9 5 7 )) ;
Cepa L de f ib r o b la s to  de r a tó n , E nríe  y c o l .  (J . N at. Cáncer 

30 I n s t .  4 1 6 5 - 2 1 2  (1 9 4 3 ));
Cepa R6K de r iñ ó n  de con ejo  a d u lt o , de Drew;
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24634 i
Cepa d e l r iñ ó n  de b o v in o , de Stew art U adin;
Cepa de r iñ ó n  de p o r c in o , de Stew art Uadin;

Como ejem plo i l u s t r a t iv o  de l a  p rod u cción  de m e ta b o lito s  
c e lu la r e s  f is io ló g ic a m e n te  a c t iv o s  por e l método de l a  in v en ­
c ió n , se  propagó de l a  manera s ig u ie n t e  una l i n e a  de c é lu la s  
a is la d a  a p a r t ir  de l a  g lá n d u la  p i t u i t a r ia  a n te r io r  de un f e t o
humano de s i e t e  m eses;

Se tr a ta r o n  fragm entos de t e j id o  cuidadosam ente sep arad os  
de la p o r c ió n  a n te r io r  de la  g lá n d u la , con una s o lu c ió n  acu osa  
a l  0 ,2 5  % de t r i p s in a ,  con a g i ta c ió n  moderada, para ob ten er  
una l ib e r a c ió n  s u s t a n c ia l  de c é l u l a s  in d iv id u a le s  en e l  l í q u i ­
do. Las c é lu la s  d isp e r sa d a s  se  r ec o g ía n  por c e n tr ifu g a c ió n , se  
lavaban  y se  p lan tab an  en b o t e l la s  B lake o Roux en medio de c u l­
t iv o  c o n s t itu id o  por m ésela de E ag le  con 10 a 40 % de suero  
humano, de te r n e r a  o de c a b a l lo .  Por in cu b a c ió n  a 35-373  C ., 
l a s  c é lu la s  in d iv id u a le s  so sedim entaban sob re l a s  s u p e r f ic ie s  
de v id r io  de l a s  b o t e l la s  y p r o life r a b a n  h a s ta  que l a  s u p e r f i ­
c i e  d e l  v id r io  e s ta b a  c u b ie r ta  con una lám ina do c é l u l a s .  Al 
l l e g a r  a e s t e  momento, l a s  c é l u l a s  se  rascab an  de l á  s u p e r f i ­
c i e ,  se  d isp ersab an  con t r ip s in a  y se  seg u ía n  propagando en 
c u l t iv o s  sum ergidos en gran e s c a la ,  como se  ha d e s c r it o  a n te s ,
La l í n e a  de c é lu la s  a s í  e s t a b le c id a  se  co n serv a  en e l  W istar  
I n s t i t u t e  o f  Anatomy and B io lo g y , P h ila d e lp h ia , P e n sy lv a n ia ,  
con l a  d e s ig n a c ió n  W istar 6.

Pueden b o b ten erse  hormonas de d e s a r r o l lo  de p i t u i t a r i a  
y  hormona a d r e n o c ó r t ic o tr o f ic a  (ACTH) a p a r t i r  de c u l t i v o s  de 
e s t a  l in e a  de c é lu la s  por secad o  de c o n g e la c ió n  y d ia l i z a c ió n  
d e l c u l t i v o .  Para ob ten er  t  rmonns de d e s a r r o l lo ,  se  suspende  
e l  c u l t iv o  l i o f i l i z a d o  en  agua d e s t i la d a ,  se  d ia l i z a  c o n tra  
agua d e s t i la d a  durante unas 24 h oras en f r i ó  y  se  l i o f i l i z a .
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E l m a ter ia l a s í  ob ten id o  acusa una a c e le r a c ió n  de d e s a r r o llo  
s u s t a n c ia l  en  r a ta s  hembra y h ip o f is e c to m iz a d a s , cuando se  en­
saya en com paración con hormona de d e s a r r o l lo  de p i t u i t a r i a  
norm al.

Para o b ten er  AOTĤ  e l  c u l t iv o  l i o f i l i z a d o  se  suspende en 
ácido a c é t ic o  acuoso a pH 3 y se  d i a l i z a  c o n tra  ác id o  a c é t ic o  
de pH 3 en f r i ó  durante unas 20 h o ra s . D espués se  l i o f i l i z a  en 
d ia l iz a d o . E l,p r o d u c to  a s i  ob ten id o  acu sa  aproximadamente t r e s  
unidades S a ffra n /m ilig ra m o  por e l  método S a f fr a n /S c h a lly .

Las c é lu la s  de r iñ ó n  de con ejo  em briòn ico  de cepa ERK 
( S h e f f i e ld  y c o l . ,  v e r  a r r ib a )  son p a r ticu la rm e n te  adecuadas  
para l a  p rop agación  de v ir u s  do p o l i o m i e l i t i s  que pueden tr a ­
ta r s e  por m étodos c o n o c id o s  para dar una vacuna de v ir u s  para  
uso en e l  hombre. E l c u l t iv o  d e l v ir u s  sob re c é lu la s  no-prim a­
t e s  e s  p a r ticu la rm e n te  c o n v e n ie n te . E sta  l í n e a  de c é lu la s  pue­
de u sa rse  tam bién para l a  p rop agación  de l o s  a d e n o v ir u s .

Los e jem p los i  n d ica d o s  an ter io rm en te  son s o lo  i l u s t r a t i ­
v o s  de l o s  p r in c ip io s  de l a  in v e n c ió n  que p ro p orc io n a  un méto­
do d t i l  p ara  l a  p rop agación  deuna gran v a r ie d a d  de c é lu la s  de 
m am íferos p ara  ob ten er  p ro d u ctos f i s io ló g ic a m e n t e  a c t iv o s  d e l 
m etabolism o c e lu la r ,  para p rop orcion ar  s u s t r a t o s  de c é lu la s  
v iv ie n t e s  de m am íferos p ara  l a  p rop agación  de v ir u s  y  o tr o s  
a g e n tes  in f e c c io s o s  y para muchos f i n e s  e x p e r im e n ta le s  y de en­
sa y o , por e jem p lo , para en sa y o s fa r m a c o ló g ic o s .

E sta  s o l i c i t u d  que corresponde a l a  p resen ta d a  en E sta ­
dos Unidos de Am érica, e l  7 de Enero de 1 .9 5 9 , b a jo  e l  Númejro 
707486 y  707.4-07; se acogen a l o s  ben e f i e  io s  d el a r t ic u lo  51 
d e l v ig e n te  E sta tu to  sobre P rop iedad  I n d u s t r ia l .
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Los p u n tos de In v en c ió n  p ro p ia  y  nueva que se  p resen ta n  

para que sean o b je to  de e s t a  P a te n te  de In v e n c ió n , España, 
por VEINTE añ os, son  l o s  s ig u ie n t e s :

1 . -  Un método de p rop agación  de c é lu la s  de m am íferos, 
que comprende mantener en su sp e n sió n  c é lu la s  de m am íferos en  
un medio n u tr ie n te  de c u l t iv o  de t e j id o s ,  c a r a c te r iz a d o  por  
añ ad ir  a l  medio a r g in in a , c i t r u l i n a  o ac id o  a s p á r t ic o  según  
se  n e c e s i t e  para m antener l a  p r o l i f e r a c ió n  de l a s  c é l u l a s .

,2 . -  Un método de acuerdo con  l a  r e iv in d ic a c ió n  1 , ca ­
r a c te r iz a d o  porque l a  a r g in in a , l a  c i t r u l i n a  o e l  ác id o  a s ­
par t i c o  se  agregan en  una d o s is  de por lo  menos unos 20 m i- 
crogram os por m i l i l i t r o  de medio de c u l t iv o ,  por d ía .

3 .  -  Un método de acuerdo con l a  r e iv in d ic a c ió n  2 , ca ­
r a c te r iz a d o  porque l a  a r g in in a , l a  c i t r u l i n a  o e l  ác id o  a s -  
p é p t ic o  se  agregan a l a  d o s i s  e s p e c i f i c a ,  por l o  menos cada  
t e r c e r  d ía  d e l p er io d o  de c u l t i v o .

4 .  -  Un método de acuerdo con c u a lq u ie r a  de l a s  r e iv in ­
d ic a c io n e s  l a ß ,  c a r a c te r iz a d o  porque l a  c é l u l a  de mamífero 
p roced e  de un carcinom a humano.

5 .  -  Un método de acuerdo con c u a lq u ie r a  de la s  r e iv in ­
d ic a c io n e s  l a ß ,  c a r a c te r iz a d o  porque l a  c é lu la , de mamífe­
ro e s  una c é lu la  c o n ju n tiv a  humana.

6 .  -  Un método de acuerdo con c u a lq u ie ra  de l a s  r e iv in ­
d ic a c io n e s  l a ß ,  c a r a c te r iz a d o  porque l a  c é l u l a  de mamífero 
e s  una c é lu la  a m n io tica  humana.

7 .  -  Un método de acuerdo con  c u a lq u ie ra  de l a s  r e iv in ­
d ic a c io n e s  l a ß ,  c a r a c te r iz a d o  porque l a  c é l u l a  de mamífero 
e s  de un r iñ ó n  de c o n e jo .
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0 . — Uh método do acuerdo con c u a lq u ie r a  de l a s  r e iv in d i
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c a c io n e s  l a ß ,  c a r a c te r iz a d a  porque l a  c é lu la  de mamífero e s  
de f ib r o b la s t o  de r a tó n .

9 .  -  Un método de acuerdo con c u a lq u ie ra  de l a s  r e i v in d i ­
c a c io n e s  l a ß ,  c a r a c te r iz a d o  porque l a  ó e lu la  de mamífero e s  
de r iñ ó n  de b o v in o .

1 0 .  -  Un método de acuerdo con c u a lq u ie r a  de l a s  r e iv in d i ­
c a c io n e s  l a ß ,  c a r a c te r iz a d o  porque l a  c é lu la  de mamífero e s  
de r iñ o n  de p o r c in o .

1 1 .  -  Un método de acuerdo con c u a lq u ie r a  de l a s  r e iv in d i ­
c a c io n e s  l a ß ,  c a r a c te r iz a d o  porque l a  c é lu la  de mamífero e s  
una c é lu la  d is c r e t a .

1 2 .  -  Un método de acuerdo con l a  r e iv in d ic a c ió n  1 1 , ca­
r a c te r iz a d o  porque se  recu p eran  d ic h a s  hormonas d e l medio de 
c u l t iv o .

I ß . -  Un método de acuerdo con l a  r e iv in d ic a c ió n  12, ca­
r a c te r iz a d o  porque l a  hormona p rod ucid a  y a is la d a  e s  ACTII.

1 4 .  -  Un método de acuerdo con l a  r e iv in d ic a c ió n  1 2 , ca ­
r a c te r iz a d o  porque l a s  hormonas p r o d u c id a s .y  a i s la d a s  son hor­
monas de d e s a r r o l lo  de l a  p i t u i t a r i a .

1 5 .  -  Un método de p rop agación  de c é lu la s  de m am íferos.
Tal y como se ha d e s c r i t o  en l a  Memoria q ie  a n te c e d e ,

y con l o s  f i n e s  que se  han e s p e c i f ic a d o .
La p r e se n te  Memoria, c o n sta  de d ie z  h o ja s  e s c r i t a s  a má­

quina por una s o la  ca ra .

Madrid.
P . A.
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