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MIIORIA DESCRIPTIVA
para solicitar
PATENTE DE INVENCION
en
ESPAT A

por VLINTE afios
a nombre de $EiIM ENTREPRISE ECONCHMICUE D'UTAT, entidad
bﬁlgafa establecida en 25, Uliza Aksakov,-Sofia, Bulgaria,

pors:

"UN PROCEDIMIENTO DE FABRICACICN DE UNA SUSTANCIA ANTICAN=-

CEROSA ACTIVA!

El invento tiene como objeto un procedimiento de
fabricacidn de una sustancia anticancerosa activa gue es-
t4 caracterizada porque se cultiva un microorganismo del
género LACTO-BACILIUS, cuyo microorganismo produce sustan—
cia anticancerosa en el seno de sug cultivos y la acumula
en lag células bacterianas, y porque se extrae y purifica
la sustancia anticancerosa,

En los dibujos:

Ia Figura 1 representa ¢l espectro ultravioleta del dcido
ribonucléico y,

la Figura 2 representa el espectro infrarrojo del deido

a,
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ribonucléico.

Los diferentes resultados estdn representados en
una Tabla sindptica al final de esta Memoria.

Se han descrito hasta ahora como agentes antican-—
cerosos, algunos productos sintéticos, extractos de anima-
les y de plantas, y productos procedentes de microbios.

Sin emnargo, no son sétisfactorios, ya que no actian uni-
camente sobre las células cancerosas, sino que también da-
flan los tejidos normales.

Ta sustancia anticancerosa obtenida por el presente
procedimiento es totalmente diferentes por su accidn bio-
légica y por su naturaleza guimica a todas las sustancim
anticancerosas conocidas hasta shors y actia de manera se-
lectiva sobre las células cancerosas.

La nueva sustancia anticancerosa posee una accidn
de inhibicidn de los tumores, al mismo tiempo que una
fuerte accidn productors de necrosis de log tumores. Una
inyeccidn intravenosa de la sustancia puede conducir a una
destruccidn total incluso de grandes tumores y curar com-
pletamenteccasi la mitad de los animales tratados, mientras
gque las sustancias anticancerosas conocidas haste zhora
no tienen una accidn de inhibicidn sobre el tumor mds que
cuando son aplicadas inmediatamente después de la implanta-
cidén del tumor.

Ta nueva sustancia anticancerosa estimula al mismo
tiempo las fuerzas de resistencia del organismo.

In los tejidos cancerosos, se observan camblos ya
8 horas después de la inysccidn intravenosa de la sustancia
anticancerosa, Estudios microgcdédpicos han demostrado que

la sustancia actia de manera selectiva sobre las células
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cancerosas y no actia sobre los vasos sanguineos y los
otros tejidos normales. Ia sustancia estimula la médula
de los huesog y su hemopoesis, mientras que los otros ma-
teriales anticancerdsos la impiden.

Todos estos hechos demuestran que la sustancia an-
ticancerose es sensiblemente diferente a los materiales
anticancerosos conocidos hasta ahors y su naturaleza qui-
mica lo confirma.

Desde el comienzo de las investigaciones se han es-
tudiado las propieﬁades anticancerosas de diversos micro-
organismos. Cultivos y extractos de estos microorganismos
han sido inyectados por via intravencsa a ratones gue lle-
vaban sarcomas 180 (Sarcoma de Xrocker), bien desarrolla-
dos, implantados por via intradérmica. El-efecto anticance-
roso ha sgido observado en las sustancias obtenidas a par-
tir de cultives de los bacilos del género LACTOBACILLUS .
Se ha ohgervado unefecto marcado con el LACTOBACILLUS BUL-
GARICUS, CEPA 51, aislado de l1la leche cuajada (yogourt).
24~28 horas después de la inyeccidn de los cultivos de . es-
ta cepa, se observa, para casi todos los tumores, una ne-
crosis bien marcada y alguncs dias mds tarde, un tercio
aproximadamente de los animales tratados estd completamen-—
te curado,

Una actividad parecida, aunque menos fuerte, ha si-
do observada en los estudios de determinadas cepas de las
especies TLACTOBACILLUS BULGARICUS, lactobacillus casel,
lactobacillus helveticus y iactobacillus acidophilus.

El LACTOBACILLUS BULGARICUS IB-51 estd constituido
por bacilos cuyas dimensiones_estén comprendidas entre 5
y 7 micras, gram-positivos, dispuestos en parejas o en ca-

denas de longitudes diferentes segun el medio nutritivo.
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In,los cultivos liquidos da un ggdiﬁéﬁto pastoso
mientras que en medios gue contienen agar, forma peguefias
colonias fibrosas.

Sus otras propiedades bioquimicas estdn mostradas
en la Tabla de la Figura 1, en comparacidn con las propie-
dades de las otras cepas anticancerosas del género LACTO-
BACILLUS.

Ta caracteristiva morfoldgica y fisioldgica de to-
das estas cepas activas anticancerosas corresponde g la
descripeidn hecha en Berger's lManuel of Determinative Bac-
teriology de Robert S, Breed, séptima ediciacidén, pero al
nismo tiempo poseen una particularidad caraderistica, razén
por -la cual son desigandas por "varietas tumoronecroticans'.
Tas caracteristicas morfolégicaé y bioldgicas de determi-
nadas cepas antiéancerosas activas estdn indicadas en la
Table de la Figura 1. Es evidente que el ihvento actual no
estd limitado solamente a las cepas antes citadas, que no
representan mds que una ilustracidn del descubrimiento, si-
no que se refiere a las cepas "tumoronecroticans" en gene-
ral.

Il cultivo y la ascumulacidén de la sustancia antican-
cerosa de las arietas tumoronecroticans' de los bacilos
del género iactobacillus dependen del medio nutritico. Se
pueden utilizar medios nutritivos que contienen diversos
factores alimenticios. Como fuente de nitrdgeno se pueden
emplear peptonas, extractos de carne, maiz, soja, levadura,
etc,, mientras que como fuente de carbono sa pueden utili-
zar glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa, melaza, etc. Co-
mo fuentes de fdsforo se pueden utilizar hidrolizadosg de

levadura, fosfatos, etc. Como materiales nutritivos se pue-

-4 -
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de utilizar al menos un miembro de lbs grupos de las
fuentes de nitrdégeno y de carbono, Sg ha comprobado que
afiadiendo pequefias cantidades de sales inorgdnicas tales
como los fosfatos de sodio y potasio, el sulfato de mag-
nesio y otros, se refuerza la actividad anticancerosa.

El cultivo se puede efectuar en condiciones de
anaerobiosis, sin aireacidn, a una temperatura comprendi-
da entre 45°C y 35°C, que se ha revelado como Optima pa-
ra una duracién de 18-24 horas.

En el curso de la fermentaoién, el pH del cultivo
baja a 3,8. Durante este tiempo no es necesario controlar
el pH.

Fn el perfodo de fermentacidn, la sustancia antican-
cerosa se acumula, sobre todo en las células bacteriamas.

Bn el caso en que se produce una autdlisis de las
células bacteriamas, se comprueba igualmente la actividad
anticancerosa en el liguido de los cultivos. la sustancia
anticancerosa puede ser extraida con agua despuds de la
destruccidn de las mewmbranas de las células.bacterianas.'
“st0 no tiene nada que ver con el dcido ldctico, al que
V. Carminati ha atribuido una accidn anticancerosa. (Boll.
Inst. Sieroterap. lilanese 12: 205-220, 1.933).

lig, sustancia anticancerosa no posee propiedades
antimicrobianas y es enteramente diferente a los materdles
antimicrobianos producidos por bacilos del género Lacto-
bacillus y descritos por Bogdanov (Oeuvres scicntifiques
de ISUL, Institut de specialisation et perfectionament des
medivins, 2, 1952, 131-139 Whoater, Hirsch Mattick (Nature
1.952, vol.168, 659) y James Vincent Co (J.Bacteriology,
18, 477-84, 1.959).
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Una vez terminada la fermentacidn, la sustancia
anticancerosa contenida en las células bacterianas pue-
de ser extraida y purificada de diferentes maneras.
La purificacidén puede comprender al menos una o-
peracidén de extraccidn y una operacidn de precipitacidn,
que pueden seyhplicadas solas o varias veces en diferentes

combinaciones, tal como se indica, en el esquema siguien~

te:

E -~ extraccidn E-P

P - precipitacidn E~-P-E
E-P~-®-P
BE-P-F~-P~-E~-7P etc,

I - Bl proceso de la extraccidn.

Ta extraceidn de la sustancia anticancerosa se pue-
de eiectuar con ayuda de al menos uno de los disolventes
del grupo del agua y del fenol. Se utiliza una materia
prime bajo forma sdélida para la extraccidn acuosa, mientras
que para la extraccidn con fenol ge pueden utilizar solu-
clones acuosas ¢e le sustancia anticancerosa o de los ma-
teriales que la contienen.

Como materiales sdélidos, que contienen la sustancia
anticancerosa, hay que mencionar las células bhacterianas
naturales, las células bacterianas secas desengrasadas,
las células bacterianas extraidas precedente:.ente pars e-
liminar los materiales inertes, y los materiales secos ob-
tenidos como productos de las extracciones y precipitacio-
nes, descritos mds alelante,

La extraccidn acuosa se puede efectuar por mezcla
del agua y del material que comprende la sustancia anti-~

-6 -
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cancerosas. Cuandoneste material estd constituido pdr cé~
lulas bacterianas, es necesario desintegrarlas con ajuda
de un homogeneizador, de un molino de coloides, de ultra-
sonidos o de enziwmas btales como la lizosima, la pepsina

vy otras. La mezcla puede ser filtrada o centrifugada pa-
re eliminar los materiales insolubles. Intonces, la mayor
parte de la actividad anticancerosa ha pasado al extracto
acuoso, La extraccidn acuosa se efectia o una temperatura
que veria entre 0°C y 18°C. &g preferible que el pH del
agua estéd comprendido entre 4 y 9. Un pH mds bajo provoca
una precipitacidn, mientras que un pi wmds alto hace inac-
tiva a la sustancia anticancerosa. ILa adicidn de un tampdén
de fogfato y de 0,01 moles de sulfato de maznesio mejora
las propiedades de extraccidn acuosa. -

Il proceso de extraccidén con fenol se puede efectuar
por extraccidn de los materialcs sélidog con fenol al 96%
o afiadiendo un volumen igual de fenol al 96% w las solucio-
nes acuosas o a las suspensiones gue contienen la sustan-
cia anticancerosa,

In los dos casos, despuds de una agitacidn enérgi-
ca de 1aé mezclas, se puede centrifugarlas para separar
la capa de fenol, los residucs insolubles y la capa acuo-
ga. La sustancia anticancerosa pasa al fenol y se separa
cuando se utilizan los procedimientos seguidamente descri-
tos. La extraccidn con fenol se puede efectuar a una tem-

peratura comprendida entre 4 ¥y 70,

2 - Los procesos de precipitacidn

La precipitacién de la sustancia anticancerosa se

- -
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puede realizar con ayuda de una adicidn de diferentes sa-
les, de disokventes orgdnicos solubles en agua y/o 4cidos.
~stos procesos de precipitacidn pueden ser aplicados a
los extractos acuosos as{ como a los extractos fendlicos.

Cuando la precipitacidn se efectia por medio de una
adicidn de diferentes sales, se prefiere el sulfatonde a-
monio, el cloruro de amonio o el sulfato de magnesio. Cuan-
do se utiliza sulfato de amonio; la cantidad depende de
la saturacidn que se quiera alcanzar, la cusl puede estar
comprendida entre 0,1 y 0,8=. La sustancia anticzncerosa
pasa al precipitado. Tl restonde las sales del precipitado
puede ser eliminado por un procedimiento tal como la did-
lisis, la filtracidn por el "sephadex" o la disolucidn y
después se puede repetir la precipitacién con deido,

Cuando la precipitacidn se efectda con disolventes
orgdnicos solubles en agua se pueden utilizar metanol, eta-
nol, acetona, etec., Bs preferible utilizar de 1 a tres vo-
limenes del disolvente por cada volumen de la primera so-
lucidn.

En el caso de la precipitacidn con ayuda de deida,
es preferible que el pH esté comprendido entre 1,5 y 4.

Ln este sentido, se pueden utilizar dcidos inorgdnicos ta-
les como el dcido clorhidrico, dcido sulfirico, dcido fos-
férico y deidos orgdnicos tales como deido ecético, deido
oxdlico, etc.

Se puede utilizar clara de huevo y enzimaes pars la
desintegracién de las celulas bacterianas y para la extrac-
cidn de la sustancia anticancerosa, sin que las encimas
entren en reaccidn con la sustancia activa quimicamente.,

Contribuyen unicamente a la eliminacidn de los materiales

-8 =
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inertes, que no tienen ninguna relacidn con la accidn anti-
cancerosa.,

Egte procedimiento estd unido a la utilizacidn de
la clara de huevo o de la lizosima gque contienen pepsina
y de tripsina. Las enzimas pueden ser utilizadas sucesiva-
mente en combinaciones diferentes segun los fines a alcan-
zar, tal como lo hardn ver los ejemplos 13 a 19.

Como material de partida, se pueden utilizar célu~
lags bacterianas naturales del microorganismo productor,
as{ como células bacterianas liofilizadas, células bacte-
rianas desengrasadas secas, células bacterianas tratadas
previamente para eliminar determinados cuerpos inertes y
también preparaciones de sustanciasanticancerosa, obteni-
das como resultado de una purificacidn guimica.

La sustancia anticancerosa obtenida tal como se des-
cribe anteriormente, se caracteriza por las propiedades
siguientes:

1. Ia sustancia anticancerosa es soluble en agua
alcalina y neutra, pero precipita a un pl inferior a 4.

2, La sustancia anticancerosa no puede ser disuel-
ta pricticamente por disolventes orgénicos tales como
alcoholes, acetona, acetato de etilo, eter, benceno, clo-
roformo, éter de petrdleo.

3., La sustancia anticancerosa no es deslizable en
agua a través de una membrana de celulosa regenerada (ce-
lofana).

4, La sustancia anticancerosa pierde su actividad
anticancerosa cuando es calentada a una temperatura de 120°¢
durante 10 minutos en una solucidén acuosa neutra. Plerde

su activided a la temmeratura smbiente en solucidn alcali=

-9 -
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5. La propiedad wmds caracteristica de la sustancia
anticancerosa es su actividad bioldgica anticancerosa. Cuan-
do se inyecta en una dosis conveniente por via intravenosa
a ratones que tienen sarcomas intradérmicos bién desarro-
llados de Krocker /Sarcoma 180/ o carcinomas intradérmicos
de Irlih, resulté de esto una necrosis del tumor bien mar-
cada para casi todos los tumores y alguncs dias mds tarde
casi la mitad de los animales estdn completamente curados.

“igtas propiedades permiten casar la conclusidn de
que la sustancia anticancerosa es de constitucidn molecu~
lar simplemente compleja. Es diferente por sus cualidades
a todos los agentes anticancerosos conocidos hasta shora,

Humerosos andlisis quimicos de la sustancia antimn-
cerosa han demostrado que ésta presenta una composicidn qui-
wica compleja y que contiene también un dcido ribonucléico
cuyas propledades fisicas y quimicas podrian permitir ca-
racterizar la sustancia anticancerosa.

Il deido ribonmucléico que forma parte de la susban-—
cia anticancerosa posée como sal de sodio, las propiedades
caracteristicas siguientes:

Contiene: carbono 33,35%; hidrdgeno 4,43%; nitrdége-
no 13,70%; y fésforo 9,80%.

Bste deilo ribonucléico muestra un mdximo de absor-
cidn a 258 milimicras. Su espectro ultravioleta eztd repre-
sentado en la Figura 2, mientras que su espectro infrarro-
jo estd representado en la Figura 3.

Despuds de la hidrdlisis, una cromatografia de los
hidratos de carbono por medio de un sistemsa disolvente de

butanol:propanol:agua s 1:1:1, muestra una mancha con RF

- 10 =
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0,35 gue corresponde a la ribosa.

EJLMPTO 1

Se inocula Lactobacillus bulgaricus var. tumoro-
necroticans LB-51 en un medio nutritivo de 200 ml que
comprende 3% de extracto de levadura, 0,5% de peptona,
0,5% de extracto de carne, 0,% de extracto de levadura,
0,5% de sacarosa y 0,1% de magnesio. Il cultivo se efec-
tla a una temperatura de 37°C durante 24 horas. Hl pH del
cultivo es llevado a 6,5 y seguidamente el cultivo cs cen-
trifugado a 5.000 g durante 30 minutos.

Bl 1fguido flotante o sobrenadante (1) es inyectado
a razdn de 0,5 ml por via intravenosa a ratones que tienen
un sarcoma 180 bien desarrcllado, implantado por via sub-
cutdnea. o se obtiene ninguna necrosis del tumor en nin-
guno de los 20 ratones tratados. E1 sedimento de las célu-
las bacterianas (2) es molido con arena de cuarzo en un
mortero y es extraido con ayuda de 100 ml de agua destila-
da. Ta mezcla es centrifugadaaa 5.000 g,el liguido flotan-
te (3) es inyectado por via intravenosa a ratones que tie-
nen ¢l sarcoma 180, en una dosis de 0,5 ml, Despuds de 24
horas, se observa una necrosis del tumo el 17 ratones co-
bre 20 tratados y 10 dfas mds tarde 8 ratones han sido cu-
rados completamente.

¥n las mismas condiciones experimentales, extractos
de las células bacterianas (3) obtenidas del lactobacillus
casei, var. tumoro-necroticans ndm. 17 acaban por provocar
necrosis en 14 ratones gobre 20 tratados, de los cuales
4 son curados completanente,

Bxtractos de Iactobacillus helwvéticus, var. tumoro-

-1 -
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necroticans mim 31, provocan necrogis en 15 ratones sobre
20 tratados, de los cuales 5 son curados completamente.
Los extractos de Lactobacillus acidophilus, var. tumoro-
necroticans num. 43, provocan respectivamente 12 necrosis

¥ 3 curaciones completas,

IJEMPLO 2

Lactobacillus bulgaricus var. tumoronecroticans
LB-51 es inoculado en un medio nutritivo de 1.200 litros
de la siguiente composicidn: Zxtracto de soja 3%; extrac-
to de carne 0,5%; peptona 0,5%;melaza 2~ (Czlculado como
azucar); sulfato de magnesio 0,1%; y 1,200 litros de agua
corriente., EL cultivo se e ectia a 37°C durante 24 horas.
Z1 pH del cultivo es regulado a 6,5 después de lo cual és-
te es centrifugado. ¥l sedimento es lavado con 50 volume-
nes de solucidén fisioldgica y es centrifugado nuevamente.
Se obtienen 14,200 g de células bacterianas naturales hi-~
medas.

5,000 g de estas celulas bacterianas son diluidos
en 15,000 ml de agua y son desintegrades en un homogenei-
zador. Tl producto homogeneizado es centrifugado a 5.000
g y el liquido flotante (1) es separado. 10 ml de este
liguido son siluidos con agua destilada hasta una concen-
tracién de 8 mg de la sustancia seca em 1 ml, y son inyec-
tados por via intravenosa a ratones, que tienen sarcomas
de Erocker desarrollados, en una dosis de 0,5 ml Una ne-
crosis marcada del tumor aparece en 19 de los 20 ratones
tratados, de los cuales 12 han sido, como consecuencia,
completamente curados.

100 ml del liguido flotante (1) son liofilizados y

- 12 -
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el andlisis quimico de la sustancia liofilizada indica la
composicidn siguiente: Acido nucleico 9,5% y proteinas

T0%.

LJEMPLO 3

3,000 ml del liguido flotante (1) del segundo ejem~-
plo son afiadidos a 6,000 ml de etanol al 96%. La mezcla es
mantenida durante 2 horas a 4°¢ y después es centrifugada.

1 1iquido flotante es separado y el precipitado
(3) es disuclto en 600 ml de agua y después es centrifu~
wado para eliminer los residuos insolubles. La solucidn
pura(4) es dividida en tres partes iguales para el traba-
jo ulterior,

200 ml de la solucidén (4) son acidificados con dci-
do clorhidrico hasta un pH de 2. El precipitado (5) es
separado por centrifugacién. El 1iguido flotante 6 es igual-
nente separado. El precipitado es lavado con etanol y con
acetona y después es secado, Se obtienen 9,4 g de material
geco, 30 mg de esta sustancia son disueltos el 15 n} de
agua y después son inyectados por via intravenosa a rato-
nes que tiensn sarcomas 180, en dosis Ce 0,5 ml.bas necro-
sis del tumor aparecen en 17 de los 18 ratones tratados,
de los cuales 10 ratones han sido completamente curandos
como consecuencia. Los resultados del andlisis muestran la
presencia de 13,7% de dcido nucléico y de 749, de protei-

nas,

EJENPLO 4
200 ml de la solucidn (4) del tercer ejemplo son

nezclados con sulfato de amonio hasta una saturacidn de

-13 -
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0,4 y son puestos en frigorifico durante 2 horas = uns

temperatura de 4°C. La mezcla es centrifugada. El liguido
flotante es separado y el precipitado es diluido en 50 ml
de agua a un pH de 2 y despuds es nuevamente centrifugedo.
El liquido flokante es eliminado y el sedimento e disuel—
to en agua con adicidén de sosa hasta wn pH de 7. ia solu~
cidn es sometida a una didlisis a través de "celofana en
agua corriente durante 18 horas para separarla., El li@ui—
do dializado es centrifugado para gseparar un pequefio res-—
to no disuelto y después es liofilizado. Se obtienen Ts4
g de sustancia seca. El examen de la accidn anticanceroda
llevado g cabo de la misma manera que en el tercer ejemplo
conduce a la necrosis del tumor en todos los 20 aningles
tratados, de los cuales 12 han sido complétamente curados

como consecuencia.,

EJEMPLO 5

A 200 ml de la solucidn (4) del tercer ejemplo, se
afiaden 2 ml de una solucidn al 20% de vloruro de calcio.
El precipitado (1) es separado por centrifugacidn. EL 1i-
quido flotanie (2) es acidificado con decido clorhidrico
hasta un pH de 2, El nuevo precipitado-es s@parado por
centrifugacidn y el liquido flotante (4) es eliminado. El
precipktado /3/ es disuelto en sgua con adicidn de sosa
hasta un pH de 7. Después es sometido a liofilizacidn. Se
obtienen 3,2 g de sustancia seca, Una dosis de 1 mg por
ratdén conduce a la necrosis completa del tumor en todos
los ratones tratados y que tienen un tumor. Los resultados
del andlisis muestran la presencis de 14,3% de acido nucléi-

co y 69% de proteinas.

- 14 -
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Tl precipitado (1) es diluido en 50 ml de aguaby
seafiaden 3 g de "Amberlite"., Lamezcla es centrifugada y
el uido flotante es liofilizado. Se obbienen 7,4 g de
sustancia seca. Una dosis de 1 mg por ratén de esta sustn-
‘eia proveca profundas necrosis del tumor en todos los 20
animales tratados, de los cuales 11 han sido curados com-
pletamente.

TLos resultados del andlisis muestran la presencia

de 11,9 de-4cido nucléico y de T0% de proteinas,

LBJENPLO 6

1.000 ml del lijuido.flotante (1) del ejemplo 2 son
acidificados con dcido clorhidrico a un pH 2. Ll,precipi-
tado es separado por centrifugacidn y disuelto en 100 ml
de agua con adicidn de sosa hasta un pH 7. La solucidn es
nezclada con dos volimenes de etanol al 9655, El precipita-
do es separado por centrifugacidn, después lavado con eta-
nol y con acetona y secado. Se obtienen 7,2 g de sustancia
seca. Una dosis de 1 mg por ratdén provoca la necrosis del
tumor en los 20 animales tratados, de los cuales 13 han
sido curados completamente. Los resultados del andlisis
de esta sustancia muestran la presencia de 10,8% de dcido

nucléico y de 74% de proteinas,

BJIEMPLO 7

A 1.000 ml del liquido flotante (1) del ejemplo
2, seaiade sulfatonde amonio hasta 0,4 de saturacidn. El
precipitado es centrifugado y disuelto en agua, neutrali-
zado. Ia solucidn es acidificada con deido clorhidrico hag

ta un pH de 2. £1 precipitado es disuelto en agua, neutra-

- 15 =
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lizado hasta un pH 7 y despuds liofilizado. Se obtienen
8,2 g de sustancia seca. Una dogis de 1 mg por ratdén con-
duce a la necrosis del tumor en los 18 ratones tratados,
de los cuales 12 han sido completanente cutados como con-
secuencia, '

Los resultados del andlisis indican 9,%: de &acido

nucléico y 77% de proteinas.

BIENPIO 8

A 1.000 ml del 1fquido flotante (1) del segundo e-
jemplo, se affaden 10 ml de solucidn «l 20% de cloruro de
calcio. El precipitado es centrifucado ¥y disuelto en 100
ml de agua destilada. A esta suspensidn se afiaden 3 g de
"Amberlite". Despuds de una agitacidn enéréica, la mezcls
es centrifugada y el liquido flotante es liofilizado. Se
obtienen 6,8 g de sustancia seca. Una dosis de 1 ng por
ratdn he provocado una necrosis del tumor bien marcada en
cada uno de log 24 ratones tratados, de los cuales 11 han
sido completamente curados como consecuencia.

Los resultados del andlisis muesiron la presencia

de 12% de deddo nucléico y de 69% de proteinas.

EJEMPLO 9

500 ml del liquido flotvante (1) del segundc ejemplo
son mezclados con 500 ml de fenol al 90%. Lamezcla es agi-
tada enérgicamente hasta una hore a unghemperatura de 49C
y es centrifugada a 5.000 g durante 30 minutos. Lus fases
de agua y de fenol son separadas.,

La fase de agua es acidificada por adido clorhidrico

hasta un pH 2. El precipitado es gseparado por centrifugacidn
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despuds lavado con etanol y con acetona y finalmente seca-
do. Se obtienen 1,8 g de sugtancia seca, Un dosis de 2 mg
por ratén no ha provocado necrosis del tumor mds que en 12
de los 20 ratones tratados, de los cuales solamente 5 han
gido curados completamente.

A la fase de fenol se aflade acetato de sodlo hasta
una concentracidn de 1%, después de lo cual se fiaden 4 Vo=
limencs de etanol. El precipitado es centrifugado, lavado
con etanol y con ecetona y después secado. Se obtienen 6,5
¢ de sustancia seca, Una dosis de 1 mg por ratén provoca
la necrosis del tumor en los 20 animales tratados, de los
cuales 12 han sido completamente curados como congecuencia.

Los resultados del andlisis de esta sustancia mues-
tran la presencis de 7,9% de dcido nucleico y de 84% de
proteinas,

DI EPLO_10

100 g de células bacterisnas naturales himedas que
rosultan del ejemplo 2 son mezclados con 1.000 ml de fenol
al 90% rvecientemente destilado. la mezcla es agitada duran-
te 1 hora a una temperatura de 10°C y despuds esccentrifu-
gada. La capa de fenol es separada. A 100 ml de esta cam
se glade acetato de sodio (1%) y 4 volumenes de etanol al
9655, E1 precipitado obtenido es centrifugado, lavado con
etanol y con acetona y después es secado. Se obtienen 3,2
g de sustancia seca, Una dosis de 2 mg por ratén provoca
una necrosis del tumor en los 20 ratones tratados, de los

cuales 9 han sido completamente curados como consecuencia.
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DJENPLO 11

Los 500 g de células bacterianas himedas del ejiem~—
plo 2 son diluidos en 1.0C0 ml de agua y son afiadidos se-
guidamente a 1.000 ml de fenol al 90%. La mezcla es agita-
da durante 1 hora a temperatura de 4°C y despuds es centri-
fugada durante 30 minutos a 5.000 g. La fase de agua (1)
¥y la fagse de fenol (2) son separadas.

A 1a fase acuosa se afiade 1% de acetato de etilo ¥y
después 2 volimenes de etanol. Lie mezcla es centrifugada,
El liguido flotente (2) es eliminado. E1l precipitado {4)
es disuelto en 50 ml de agua con adicidn de sosa pare lle-
var el pH-a f. Después la solucidn es acidificada con 4ci-
do clorhidrico hasta un pH 2., La mezcla es centrifugada.
El liguido flotante (5) es separado y el precipitado (6)
es disuelto de nuevo en 50 ml de agua con adicidn de sosa
y despuds es acidificado con deido clorhidrico husta un
PH 2 y es centrifugado., ElL ligquido flotante es eliminado
y el precipitado.(8) es lavado con etanol y con acetona,

y después es disuelto en 20 ml de agua con adicidn de sosa
para llevar el pH a 7, y es liofilizado. Se obtienen 0,8

g de sustancia seca. Una dosis de 1 mg de esta sustancia
por ratdn provoce una necrosis completa del tumor en los
20 ratones tratados, habiendo sido curados completamente
como consecuencia solamente 5.

La fase de fenol /2/ es precipitada con 4 volUmenes
de etanol. El precipitado es lavado con ebtanol y con ace-
tona y después egbecado. Una dosis de 1 mg de esta sustan~
cia por ratdn ha provocado necrosis del tumor en los 22
ratones tratados, de los cuales 16 han sido completzuente

curados como consecuencia.
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EJENPLO 12

10 g de células bacterianas liofilizadas son dilui-
dos en 100 ml de agua. Sediadan a esto 100 mg de lizosgima.
La mezcla es agitada de magera continua durante 3 horas a
una temperatura de 37% y se obtiene una homogeneizacién
completa. La mezcla es centrifugada a 10.000 g por una du~-
racidn de una hora. El liquidd flotante (1) es liofilize-
do. Una dosis de 2 mg por ratén provica una necrosis del
tumor en 17 de los 20 ratones tratados. Zl precipitado (2)
es disuelto de nuevo en agua acidificada con deido clorhi-
drico hasta un pH 2 y se aiiaden 100 mg de pepsina. Se man-
tiene durante 1 hora mds otra hora = 2 horas a 379C y des-
puds la mezcla es centrifugada. El 1{quido flotante (3)
68 eliminado. El precipitado (4) es disuelto en agua neu-
tralizada hasta un pH de 7. Después de una nueva centrifu-
zacidn el precipitado (5) es separado mientras que el 1i-
quido flotente (6) es liofilizado.

1 pesultado fué una necrosis complete del ftumor
en todos los ratones tratados por inyeccidén de una dosis

de 1 mg.

BJIEPLO 13

4.800 g de células bacterianas naturales himedas
de Lactobacillus bulgaricus IB-51 son diluidos en 2,000
ml de clara de huevo afiadiendo una solucidn salina que
1leva el volumen total a 14.000 ml. ba suspensidn es so-
netida a ungbemperatura de 370C y a una agitacidn conti-
nua durante 3 horas, después de los cual esta mezcla (1)
os acidificada con geido clorhidrico hasta un pH de 2.

A 1.000 ml de 1la mezcla (1) se afiade un g de pepsi-
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na mezclando continuamente el total durante 4 horas y
manteniendolo a una temperatura de 37°¢. Se lleva segui-
damente el pd & 7 con ayuda de sosa. Se le afinde ademds
1 g de tripsina "Difco". Il tratamiento con tripsina es
proseguido durante 12 horas a una btemepartura de 37%
agitando continvamente con adicidn de cloroformo.

500 m1 de la mezcla asi tratada son centrifugados
a 8,000 r.p.m: durante 30 minutos. &l sedimento de los re-
giduos no digeridos completamente (2) es 1avadd con alco-
hol y despuds secado. Se han ontenido 5 g de sustancia se-~
ca, E1L 1{guido flotante (3) es mezclado con un volumen i-
gual de alcohol. El precipitado obtenido es centrifugado
a 2.700 r.p.m., durante 15 minutos, y después éste (4) es
disuelto en una pequefia cantidad de agua.y es liofilizado.
Se obtienen 3.500 mg de sustancia seca. Bl analisis ha mos-
trado la presencia de 62% de proteinas y de 13,54% de dci-
do nucléico.

Dosis de 4 ng inyectadas por via intravenosa a ra-
tones que tienen sarcomas 180 bien desarrollados, han pro-
vocado necrosis profundas en los tumores de los 10 anima-
les tratvados.

El 1iquido flotante (5) es mezclado con un volumen
igual de alcohol. Resulta de esto un nuevo precipitado,
Despuds de haber centrifugado a 2,700 r.p.m. durante 15
minutos el precipitado (6) es disuelto en una pequefia can-
tidad de agua y despues es liofilizado. Se obtienen 3.300
ng de sustancia seca cuyo andlisis indica 29% de protei-
nas y 30,03% de dcido nucléico.

Una dosis de 4 mg inyectada por wia intravenosa a

ratones que ‘btienen sercomas 180 bien desarrollados, han
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provocada necrosis profundas del tumor en todos los 10

animales +tratados.

ESENPLO 14

13,000 ml de la mezcla (1) del ejemplo 13 son cen-
trifugados a 8.000 r.p.n. durante 30 minutos. El liquido
flotante (1) es separado. ¥l precipitado (2) es sometido
en_tandas a un desengrasado por una mezcla de volumenes
iguales de alcohol y de éber. Despuds de evaporacidn del

disolvente, se obtienen 544 g de sustancia seca (3).

BIEMPLO 15
10 g de la sustancia (3) del ejemplo 14 son dilui-

dos en 100 ml de una solucidn salina, Despuds de haber aci-
dificado la mezcla con dcido clorhfdrico hasta un pH 2,

se afiaden 100 mg de pepsina. La mezcla es mantenida a una
temperatura de 37°C durante 4 horas agitandola constante-
wente. Despuds es centrifugada a 2.700 r.p.m. durante 15
minutos. El liguido flotante (1) es separado. El precipi-
tado (2) es disuelto en el volumen de partida de la solu-
cidn salina y. despuds es neutralizado hasta un pH 7, des-
puds de lo cuel es centrifugado a 8.000 r.p.n. durante

30 minutos. Bl precipitado (3) de los residuos no digeri-

dos es lavado con alcohol y después cecado. Se obtlenen

3900 mg de sustancia seca. Ll liquido flotante (4) es lio-

filizado. Resultan de esto 3.100 mg de sustancla seca cu-
yo andlisis indica la presencia de 86% de proteinas y
10,09¢% de decido nucléico.

Dosis de 2 mg inyectadas por via intravenosa a ra-

tones sue tienen sarcomas 180 bien desarrollades, ha pro-
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vocado necrosis profundas en los tumores de 17 de los 20
animales tratados. 10 dias mds tarde, 9 aniumales estaban

completanente curados.

LHIFPLO 16

10 g de la sustancia (3) del ejemplo 14 son dilui-
dos en 100 ml de solucidnsalina, se corrige el pl a 7y
se afladen 100 mg de tripsina "Difco". Iis mezcla esg someti-~
da & une temperatura de 37°0 agiténdold enérgicamente du-—
rante 4 horas v despuds ge la centrifuga 2 2,700 r.p.m.
durante 15 minutos. EL precipitado de los residuos no di-
geridos (1) es lavado con alcohol y despuds secado. Se
obtienen 2.550 mg de sustancia seca.

El 1{quido flotante (2) es mezclado con un volumen
igual de alcohol. Resulta de esto un precipitado abundante.
¥l 1iguido flotante (3) es ueparado despuds de la centri-
fugacidn y el precipitado (4) es disuelbo en agua y después
liofilizado. Se obtienen ~.800 mg de sustancia seca cuyo
andlisis muestra la presencia de 92¢% de proteinas y T% de
dcido nucléico.

Dosis de 4 mg inyectsdas en via intravenosa en ra-
tones que tienen sarcomas 180 bien desarrollados, han pro-
vacado necrosis profundas del tumor en 18 de los 20 anima-
les tratados. 10 dfas mds tarde, 10 animales estaban com-

pletamente curados.

DJIEIPLO 17

10 g de la sustancia (3) del ejemplo 14 son dilui-
Gos en 100 ml de una solicidn salina. La mezcla es acidi-

ficada hasta un pH 2 con dcido clorhidrico y se le afiaden
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100 mg de pepeina. Después de un tratamiento de 4 horas

a una temperatura de 3700; la mezcla es neutralizada has-
ta un pH de 7 afladiendole 100 mg de tripsina "Difco". Ia
mezcla es mantenida denuevo a 37°C durante 4 horas y es
centrifugada a 6.000 r.p.m. durante 30 minutos. E1 preci-
pitado de los residuos no digeridos (1) es lavado con al-
cohol y secado. Se obtienen 1,350 mg de sustancia seca.

El liquido flotante (2) es mezelado con un volumen
igual de alcohol y es centrifugado. EL 1liguido flotante
(3)7es separado. Después de una disolucién en un poconde
agua, el precipitado es liofilizado. Se obtienen 2.200
mg de sustancih seca cuyo andlisis deja observar la presen-
cia de 68% de proteinas y 8,84% de dcido nmucleico.

Una dosis de 2 mg inyectada por via intravenosa a
ratones que tienen sarcomas 180 bien desarrollados, ha pro-
vocado necrosis proXundas del tumor en cada uno de los 20
a£imales tratados, y 10 dias mds tarde, 8 animales estaban

curidog,

BJEMPLO 18

1.500 ng de la fraccibn (4) del ejemplo 15 son di-
sueltos en 45 ml de solucidn salina afiadiendoles 15 mg de
tripsina recrsitalizada. la mezcla es mantenida a una tem—
verdura de 37°C agitandola constantemente y efectuando la
correccién periddica del,pH a 7. Después de un tratamiento
de 20 horas, la mezcla es centrifugada. El precipitado (I.)
de los cuerpos no digeridos es separado. Al liouido flotan-
te (2) se afiade cloruro de sodio hasta una concentracidn

de 12%. Resulta de esto una sedimentacidn del precipitado

que es centrifugado a 2.700 r.p.m. durante 30 minutos, y
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después el precipitado (3) es disuelto en agua y liofili-
zado. Se obtienen 400 mg de sustancia seca cuyo andlisis
muestra la presencia de 11% de proteinas y de 0,5% de
dgcido nucléico.

Incluso una dosis de 8 mg por ratdén de esta sustan-
cia, inyectada por via intravenosa, no provoca ningin cam-
bio de los tumores de los 20 ratones tratados.

Se aflade 1/2 volumen de alcohol al liguido flotan-
te(4). Bl precipitado obtenido es separado por centrifuga-
cidn y después disuelto en poca agua y es liofilizado, Se
obtienen 120 mg de sustancia seca (5) cuyo andlisis mues-
tra la presencia de 217 de proteinas y de 7,3% de dcido
nucléico,

Una dosis de 4 mg inyectada por via intravenosa a
ratones que btienen sarcomas 180 bien desarrollados, ha
provocado necrosis profundas del tumor 18 en los 20 ani-
males tratados y 10 dias més tarde, 8 animales estaban

comple tamente curados.

EJEMPLO 19

55 de células bacterianas liofilizadas del Iactoba-
cillus bulgaricus LB-51 son diluidos en 50 ml de solucidn
salina cuyo pH es de 7. Sediaden 2 la mezela 50 mg de li-
zosima. El tratamiento con la lirosima se efectda a una
temperatura de 3700 agitando continuamente durante 2 horas.
la mezecla es acidificada con dcido clorhidrico hasta un
PH 2 y se le afiaden 50 mg de pepsina. Después de un trata-—
miento de 4 horas a una temperatura de 37OC, la mezcla

es cehirifugada a 2.700 r.p.m. dﬁrante 30 minutos., Bl 1i-

gquido flotante es separado.
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El precipitado (2) es disuelto en una solucidén sa-
lina cuyo pH es de 7 y se le afiaden 50 mg de tripeina
"hifco". Después de un tratamiento de 4 horas 8 37°%
agitandolo de wanera permanente, la mezcla es centrifuga-
da a 2.700 r.p.m, durante 30 minutos. El precipitado de
los residuos no digeridos (3) es lavado con alcohol y
secado. 3¢ obtienen 640 mg de sustlancia seca.

21 1iguigonflotante (4) es mezclado con un volumen
izual de alcohol. Después de centrifugacién de la mercla,
el precipitado (5) es disuelto en poce agua y es dializa--
do 2 través de una mambrana de celofana en agua corrien-
te y después es liofilizado. Se obtienen 500 mg de sustan-
¢cia seca cuyo analisis muestra la presencia.de 37% de
proteinas y 11,365 (e deido nucléico.

&1 1ieuido flotante (6) es merelado con un volu-
uen igual de aleohol y es centrifusado. El,precipitado
(7) es disuelto en poca agua y es sometido a una didlisis
en agua corriente durante 24 horas y seguidamente es lio-
filirado. Se obtienen 80 mg de sustancia seca cuyo andli-
sis muestra la presencia de 297% de proteinas y 41,24% de
feido nucléico.

Log precipitados (5) y (7) han mostrado, con una
dosis de 4 mg por ratdn, una fuerte acciln de necrosis
del tumor en log 20 ratones tratados.

Egta solicitud oue corresponde 2 la preseniada en
Bulgaria el 1 de Junio de 1,965, con el mimero 5091 y el
7 Ge Larzo de 1.966, con el nimero P-3, se aco~e o los
beneficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre

Proniecad Industrial.
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Ios puntos de invencidn pronia y nueva cue se pre-
sentan para gque sean objeto de esta =golicitud de Patente
de Invencién en Hspatia, por VEINTE afios, son 1los siguien-—
tes:

l.- Un procedimiento de fabricaciin de una sustan—
cia anticancerosa activa, caracterizado noraue se cultbti-
va un microorganismo del género Tactobacillus, cuyo mi-
croorganismo produce sustancia anticencerosa en el seno
de sus cultivos y la acumula en las célulss bacterianas,
¥ porque se extree y purifica la sustancia anticancerosa.

2.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 1 ca-
racterizado porgue dicho microorganismo nertenece a una
de las especies Iactobacillus bulgarioﬁs, Tactobacillus
cesel, lactobacillus helveticus, Iactobacillus acidophi-~-
lus.

3.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 2,
caracterizado'porque dicho microorganismo nertenece a una
de las siguientes cepas: Iactobacillus ulsaricus, var.tu-
moronecroticans, IB-51, nl 93 y n2 100, Iactobacillus hel-
veticus, var. tumoronecroticans no 31, Iactobacillus aci-
dophilus, var. tumoronecroilicans no 43.

4.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 3 ca-
racterizado norgue dicho microorganismo es el Toctobacix

llus bulgaricus, var. tunoronecroticans IB-51.

- 26 -



10

15

20

327373

5.~ Un procedimiento segin la reivindicecidn 3
caracterizado porque el medio nutritivo para el cultivo
del microorganismo comprende al menos una de las siguien-
tes meterias: Extracto de soja, peptona, extracto de leva-
dura, extracto de maiz, extracto de carne, glucosa, mal-
tosa, lactosa, sacarosa, dextrina y melaza, fosfatos or-
génicos e inorgdnicos y sulfato de magnesio.

6.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 3, ca-
racterizado norque se efectua el cultivo prdcticamente en
condiciones de anaerobiosis.

7.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 6 ca-
racterizado porque se efectua el cultivo a una temperatu-
ra comprendida entre 28 y 50°C.

Go= Unprocedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-
racterizado norque se efectua la extraccidn de la sustan-
cia anticancerosa de log materiales procedentes del cul-
tivo aplicando al menos una vez una de las dos siguientes
operaciones: 1) Hxtraccidn por medio de un disolvente del
gruno oue comprende agua y fenol, y 2) vnrecipitacidn afia-
diendo al menos un miembro del grupo cue comprende disol-
ventes organicos solubles en agua, sales y Acidos.

9.~ Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, ca~
racterizado nporoue le sustancia anticancerosa estsd conte-—
nide en al menos uno de los miembros del siguiente gru-—
no: Celulas bacterienas naturales de bacilos del género
lactobacillus, celules bacterianas de las que se han ex-
traido previamente los constituyentes y wmroductos inertes
no activos, obtenidos durante la purificacién guimica.

10.~ Un procedimiento segin la rveivindicacidn 8 ca-
racterizado porcue se mezcla agua y el material cue con-
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tiene la sustancia anticancerosa, y porgue se filtra o
centrifuga la mezcla y se separa el extracto acuoso.

11.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 9
caracterizado porque se mezclan dichos materiales con fe-
nol, después se cenbrifuge la mezcla y se separa el extrac—
to fendlico.

12.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 9
ceracterizado porque se mezcla agua con dichas células
bacterianas, porque se desintegran estas celulas bacteria-
nas con un homogeneizador, un nolino de coldides, ultra-
sonidos o enzimas, tales como la lisorima y vepsina , y
porgue se centrifuga la mezcla y se separa el extracto a-
cuoso.

13.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 8
caracterizado porgue se mezclan los materiales cue con-
tienen la sustancia anticancerosa con partes igusles de
agua v de fenol, y se centrifuga la mezcla y se separa la
capa (e agua de la capa Je fenol.

14.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 8,
caracterizado porque se afiaden disolventes orgdnicos so-
lubles en agua a las soluciones para vrecipitar la sus-
tancia anticanceross.

15.— Un procedimiento segin la reivindicacidn 14
caracterizado porcue dicho disolvente orgdnico estd cons—
tituido por al menos uno de log miembros del gruwno gque
comprende metenol, etanol, propanol y acetona.

16.- Un procedimiento zegin la reivindicacidn §,
caracterizado porgue se precipita ecste sustancia desde
los disolventes que la contienen, afirdiendo diversas sa-

les.,
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17.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 16,
caraclterizado norque dichas sales comprenden al menos
uno de los miembros del grupo cue comprende sulfato de
amonio, sulfato se sodio, cloruro de bario, cloruro de
calcio y sulfato de magnesio en combinacién con deido
cloriidrico.

18.— Un procedimiento segin la reivindicecidn 3,
caracterizado porcue se afiede a dichos disolventes dci-
do hasta la obtencidén de un pH de aproximadamente 2.

19.- Un vrocedimiento segin la reivindicacidén 17
caracterizado porcue se separa el precinitado obtenido
de las sales por didlisis a través de una membrana de ce-
Inlosa regenerada en agua o bien por disolucién del vre-
cinitado en agua y precipitacidén con dcidos o alcohol.

20.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
caracterizado porgue se desintegran les células bacteria-
nas de los bacilos del género Iactobacillus con ayuda de
clara de huevo y de enwzimas cue no tienen ninzuna influen-
cia oulmica sobre la sustancia anticancerosa, vero elﬁni—
nan los cuernos no activos de sustancia inerte cue 1o a-
commnaiian,

2l.- Un vnrocedimiento segin la reivindicacidén 20
carecterirado voreue dichas enzimas estdn constituidas
por lisorime y enzimes proteoliticas..

22.- Un vrocedimiento segin la reivindicacidn 21
caracterizado nor la utiliracidn de les enzimes en el or-

o
1

den de: clara de huevo o, lisozima-pewnsina-tripsina-pep-—

23.- Un procedimiento de fabricacidn de una sustdn-

cia anticancerosa activa.
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Tal y como se ha descrito en la Memoria que en-
tecede, representado en los dibujos que se acompafian y
con los fines que se han especificado.

Esta lemoria consta de treintza hojas escritas a

d 1 MAY. 196b

P.A.
Pgde

mdouina por una sola cara.

Madrid,
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ESPECIES 1A ¢TO0OBACILLUS

Bulgaricus Casei Helwveticus Acidophilus
[

Cepa IB-51 ILB-87 IBS3 1B-104 IC-17 IH~-31 LA-43
Jbgervacién 1 Bacilo +5-19 p +5-190 +7-120 +5-15 u +5-8  +5-12.a +4-15 0
aicroscopica 5 Hovilidad - - - - - - -
iedio de cul- _ - - . _ _
{iyo ném. @ 3 Endosporas -

37 C durante 4 Egporangio - - - - - - -
24 horas 5 Coloracidn gram + + + + + + +
delatina es- : Lt - _ - - - - -
tabilizada 6 Iicuacion
Jultivo de Coagulgcién + + + + + + +
leche a 7 Heaccidn de
320¢C la leche 3l
panel tornasol R R R R R R R
Cultivo favo- Medio de
rable al de- 8 cultivo 11 11 11 11 11 11 11
sarrollo mimero
Cultivo so~ .
bre papilla 9 Turbidez - + +
de glucosa Sedimento + + + + +
a 379
Colonias so- TPorma :
bre glucosa 15 gesopita en
agar cultiva- el texto
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TEXIM Entreprise Eoconomique
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