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. La vida de seres monocelulares y pluricelulares, -
de organismos de constitucidn simple y organismos complica-
dos, asi como también del hombre sélo es posible por la -
gxistencia de mecanismos protectores contra fectores pertug
badores exdgenos talés como substancias téxicas inactivas,

microorganiemos activados tales como virus y hacterias, ac-

ciones figicas tales como temperaturas extremadas, radiacig

nes de onda larga y de onda corta tales como rayos X, de ra

dio o chsmicos. Tales factores perturbadeores puaeden dgstruir

_répida e inmediatamente por ataque a estructuras celulares

sensibless con frecuencia actian indirectements ﬁor cade-

nas causales de muchos eslabones, que conducen a la péféIi—
zacidn de sintesis necesarias para la vida o de procesos de
desintoxicacidén. En los dltimos mecanismos casi siemprb'pa;

ticipan de algln modo las proteinas La inocuizacién bioldgi

ca de proteinas ajenas a las cé&lulas o incompatibles por -

otras razones, discurre a través de un gran nimero de meca-
nismos de defensa, la mayor parte de las veces heredados, =~
peroc también édquiridos en la vida del individuo, cuyo recg
nocimiento y aprovechamiento terapéutica, pero también pro=
fildctico es misién de la inmunologfa. La lucha, y la erra-
dicacién parcialmente ya lograda, de enfermedades infeccio-
sas por sueros especifices, vacunas, anticuerpos especificos,
etec. discurre,. en su principio, siempre por el modela de -
reaccidn de antigeno-anticuerpo, siendo fijado el antigeno

indeseado por la proteina especifica del antiéuerpo - al

igual que siempre un cuerpo proteinico o un compuesto que -
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contiene proteinéa -, siendo inocuizado de este modo y sien
do soltado y separado o segregado el complejo del interior
de las células o de le membrana célular; en tal caso, el mg

do de la "segregacién o separacién" ss todavia objeto de in

- vestigaciones.

Por lo tanto ya al comienzo de la moderna investi-
gacidn inmunolfgica, a la viste de los numerosos cagos parg
lelos de enfermedades infecciosas y enfermedades malignas, -
resulté evidente producir también anticuerpos contrs la comn
binacién antfgeno-proteina maligna, extrafa a las células,
del carcinoma,vdal sarcoma o de la leucemis, tal como lo ig
tentd Paul Ehrlich, como fundador decisivo de la moderna ip
vestigacién acerca de los - tumores. Sorprendentemente, fracag
86 un tratamiento inmunol6gico activos o pasivo, a pesaer de
que posteriormente se encontraron indicaciones de que exis-
tsn mecanismos enteramente inmunolégicos contra el céncer.
Si, por ejemplo, por implantacién de una substancia cancerd
gena en un ratdén se genera un carcinoma y fste se extirpa -
en el momento oportuno, en este raténm ya no se praesente el
mismo tumor, que mata a ratones no cperados., También en el -
caso de un tumor maligno que existe en Africa, el denomina-
do tumor de Burkitt, después de una terapia satisfactoria -
con preparados gquimio-terspéuticos sa hallan en la sangre
los anticuerpos curados, que pueden éurar directamente, es
decir sin quimioterapia a un paciente enfermo del tumor de
Burkitt. Sin embargo, a pesar de la inmensa propagacién de

la investigacidn especializada en todo el mundo, todavia no
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exists nindﬁn tratamiento inmunoterdpico del crecimiento mg
ligno.

De aquerdo con la opinién general, un carcinoma rg
sulta por ﬁodificacién de células corporales normales; por
lo tanta, un crecimiento maligno tiene como condicién previa
la presencie de tejido normal. Ademés es sabido que en el -
organismo sano resultan constantemente por determinadas in-
fluenciag siempre céluless malignas, las cuales sin embargo
permanecen bajo caontrol de la porcidn circundante sana, édn
"degradadas" y no producen ningln tumor. Este aparece s61o
cuando estéd presente un nimero determinado de células melig
nas, que seglin engayos realizados con animales se encuentra
entre 104 hasta 106 células. La transferencia de una c&lula
canceroga individual también a un organismo ya anfermé dé -
cancer permanece sin consecuencias en el ambiente nurméi;
Sin embergo aunque bajo estas condiciones previas en el me-
jor de los casos de manera inmunolégica pueden resultarkde
celeraciones de la enfermedad pero no ninguna curacién, por
otro lado se garantiza una curacidn esponténea ﬂe érecimieg
tos malignos, parece permisible la idea de poner en duda la
validez general de las condiciones mencionadas y consultar
sobre otras posibilidades de explicacidén y de ensayo. & Son
por lo tanto las células benignas y las células malignas tan
fundamentalmente diferentes de las normales como se suponia
hasta ahora?. ,Es la formacién de una célula maligna necesa
riamente una cnnsecuencia:de una influencia eB la formacién

o el desarrollo de esta célula o mas bien es una perturbacién
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de la degradacién de la cédlula?. Es sabido que un nimero dg
masiado elevado de células cancerosas greva en sxceso las -~
posibilidades inmunolégices del organismo. ifracasan por lo
tanto en la formacién del céncer clinico‘los mecanismos de

degradaciSn normales, por ejemplo la degradacién enzimética
de la proteina celular cancerosa modificada, que es tratada

por lo demds al igual que la protefna corporal, perc entonces

. se pone a disposici6n de antigenos en otros lugares de rotu-

ra para la dagradacién, y por congiguiente presta ayuds a la

propagacifin del tumor?., Dado que hasta shora no sxiste nin-

'gén disgnéstico precoz del carcinoma, una intervencién tera

péutica, incluso inmunolégica, s6lo es posible cuando se ha
manifestado el tumor. Sin embargo la relacién de células mg
lignas a células normales no se puede modificar en un orga-
nigmo intecto; la operacidén, la irradiacién o la quimioterg
pia lo intents, la operacién en el ceso de diagnosis preco:z
con éxito convincents: la irradiacidn est& gravada con efeg
tos secundarios, que pueden superar a su efecto reductor o
rabajador de células tumorales, que entonces también prosi-
gue a través del proceso de degradacién inmunolégico, y por
consiguients a fin de cuentas la pueden hacer ineficazi la
problemdtica de la guimioterapia es ls aparicién de efectos
secundarios, que impiden su prosecucidn yvpor congiguiente
limitan su actividad. De ello se induce la pregunta de por-
qué no podria realizarse "in vitro" la mejora de la relacién
de céldlaa malignas a células normales fuera del organismo

y aportar terapéuticamente los productos de degradacién -
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infermedia normales como auxiliar immunolégico,

Las modernas ensefianzas de la generacién de la vi-
da establece que en el caldo original resultaron substan-
cias complicadas prebioticamente tales como proteinas; Bci~
dos nucleicos, enzimas y compuestos hormonales, a partir de
los cuales se desarrollaron en etapas individuales seres mg
nocelulares, que se defendieron satisfactoriamente contra -
las duras condiciones ambientales tales como irradiacifin ma
sive con ultravioletas, irradiacifn cfsmica, altas difeﬁép-
cias osméticas, altas temperaturas, etc. Las cnndicic&ééhae
generacién las denominarfamos hoy dfa, sin més consideracig
nes, favorecedoras del céncer, cuando na carcindgenas. Sin
ambargo, estas células no eran ni benignas ni maelignas, da-
do que tal atributo carece de sentido para células individua
les. Eran vividas y se desarrollaban para formar seres ﬁlu-
ricelulares, que eran normales y posefan todos los mecanis-
mos de regulacifn, que aseguraban su normalidad. El recﬁéij
do de la vida monocelular primitiva fue transferido genéti-
camente; sin embargo, puede ocurrir siempre evidentemente un
retroceso a los antiguos hébitos de metabolismo, con tanta
mayor facilidad cuanto gue al aumentar la edad loe mecanis~
mos de regulacién filogenéticamente més jévenes se van ha-
ciendo més débiles, y por lo tanto ge reduce la sintesis de
protefinas y por consiguiente la sintesis de fermentos también
a partir de los péptidos, peptonas, aminodcidos, etc. que rg
sultan en la degradacidn celular y que se pueéen utilizar -

de nueva, por lo que a partir de un nimero suficiente de cé
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lulag individuales filogenética e individualmente sanas se
puede formar un tumor maligno.

Por congsiguiente se trata de ssegurar predominantg
mente la degradacién celular normal y proporcionar matrices
para la formacifn de anticuerpos, que sean cspaces de con-
trolar los entfigsnos internos de las células. A las posibi-
lidades normales de proporcionar les matrices correctas per
tenecen radiasciones inherentes al cuerpo, que resultsn en -
muchos procesos de metabolismo, tales coma las radiaciones
mitogendticas o también radiaciones dafiinas procedentes de
la sangre, que son capacas de dafar gravemsnte y destruir a
log fibroblastos normales (Jaeger 1930), un proceso que pue
de ser decelerado mediante lavado de los cultivos celulares
y puede ser transmitido a otros cultivos normales mediante
las aguas de lavado.

En sl intento de asegurar mediante sgentes quimio-
terapéuticos sl tratamiento clinico de carcinomas, Limburg
y Krahe engayaron en 1964 los diferentes tipos de agentes
citostéticos, tales como substancias alcohilantss, antimeta
bolitos y vensnos de mitosis o cariocinesis, an cuanto a su
diferente sensibilidad frente al tejido cancsroso humano en
un cultive de tejidos, y encontraron considerables diferen-
cias, que hicieron posible desarrollsr para ls pertinente -
paciente hembra una terapia Sptima con agentes citostéticos.
Entonces se pudo comprobar con sorpresa que los signos citg
l6gicos, generados "in vitro" por los agentes citostéticos,

del deterioro hasta la muerte celular coincid{an con los ~
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provocados por la "irradiacién de la sangre" (1930) en ny
merosos detalles, tal como lo pone de manifiesto convincep
temente una comparacidn de las fotografias o reproduccio-
nes originales. |

De este descubrimiento se obtuvo la conclusién de
que la degradacifn de células cancerosas, independientemen
te del noxa o ;gente nocivo que induce la dagradaciﬁn, sigué
un mecanismo. variable s6lo dentro de estrechos limites de
cuadro fijemenie establecido. La f&cil accesibilidad ﬁé:ias
matrices de degradecidn y los grados de deterioro de aifé-
rente graQedad unog con respecto a los otros en ;os culti-
vos de células éancerosas condujo por consiguiente elhiﬁéeg
to de ensayar este materiai directamente en cuanto a su efeg
to inmundgeno frente a células cancerosas. Con ei fiﬁ-dé‘-
acortar el largo tiempo de investigacidn con muchos tﬁﬁores
de animales,los inventnres utilizaron in vitro células:L (ce
pa 929 de fibroblastos de ratdn monocapa Zﬁetodulogia;ﬂVEase
Riede y otros 19757), células cultivadas hace aprogimadamag
te 30 afios, que se habian desarrollade a partir de una Gni-
ca célula de un fibrosarcoma de ratén, es decir que eran tg
talmente idénticas desde el punto de vista gen%ticn: en el
caso de reimplantacidn en un ratdn sano -desarrollaron éstas
inmediatamente de nuevo el tumor inicial con gran maligni-
dad. La dispersién del método es inferior a 1%, por lo que
la experimentacidn in vitro puede ser equiparada en ia préc

tica al efecto in vitro. El desarraigo de lascélulas al- fi

nal del ensayo (168 horas) y la coloracién de acuerdo con
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Feulgen permiten determinar sl momento de ataque exacto -
del correspondiente agente en la célula asi coma el momep
to en el ciﬁlo celular.

En las investigaciones, realizadas durante afos -
por los inventores, del efecto citostético sobre el tejido
canceroso humano in vitro no se uvbservé ningdn gasa, en el
cual uno no se tropezase con gsensibilidades a la mayor pag
te de las veces varios citostéticos, pero incluso con fre-
cuencia muy diferantes citostéticos.

Se ha encontrado ahora que la incorporacién en -
una sola vez de cé&lulas cancerosas humanas, que habfan es~
tado bajo la acecidn de agentes citostéticos, en una canti-
dad normelizada de 106 células y/o del medio ds cultive uti
lizedo parea su desarrollo, condujo & inhibiciones del cfo—
cimiento de las células L hasta en un 85% de todas las cé-
lulas; con una administracién en dos veces se habrian de deg
truir todas las células L. La mayor parte de las veces ge -
tretaba de acciones o efectos en el sentido de un bloque en

lg fase G, o en la fase GZ’ siendo plenamente reproducibles

1
los resultados alcanzados., Se manifestd de manera totalmen-
te inesperada y sorprendente el elevado efecto citostético
de céiulas cancerosas de mama humanas, que seglin el méto-
do de los inventores habian sido cultivadas y desarralladas
de modo totalmente igual, sin adicién de ningdn tipo de agen,
te citostético. Ademés de la del cancer de mama los inventp

res encontreron este comportamiento sorprendsnte también en

carcinomas avariales, sunque més raros en cuanto a su ndmero.
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El significado de estos descubrimientos permite -
obtener la conclusién de gue algunos carcinomas todavia s0N
poseedores de factores reguladaores, que pueden ser detecta-
dos in vitro y que son capaces dé destruir a éélulaa cancerg
sas ajenas.4Por consiguiente se ha logrado, a partir de cély
las cancerosas cultivadas "in vitro" y susceptibles de con-
tinuar siendo cﬁltivadas a deseo, cuya sensibilidad frente-
a determinados agentes citostdticos habia sido ensayada prg
viamente, y a partir de células cancerosas originariamsﬁﬁe'-
antigenas, producir un preparado inmunoldgico, que mediante
mezclado de las diferentes actividades conﬁenga todaé las ~
matrices que eseguran inmunoldgicemente la degradacién de
células cancerosas. Este preparado puede ser utilizado pbr
si solo o en combinacién con otras medidasranticarcinbﬁétg

sas. La compatibilidad es Sptima, dado que se trata cierta

mente de cé&lulas humanas en nimero pequefo, comparable.aprg

ximadamente a la inyeccién i.m. de 1 mililitro de sangre.

Una combinacifn del preparado con agentes mitdgenos. o coad
vuvantes, tales como por ejemplo un extmeto sanguineo de ba
jo peso molecular,procedente de la sangre de tefneros jéve-
nes puede actuar aumentando la inmunidad mediante adicién -
previa a simultanea & una o a todas la células utilizadas.las
células’ utilizadas para el preparado de acuerdo con el inven-
to, tras amlcanzarse la degradacién deseada, pueden también
ser congeladas a muy baja temperatura in vitio y pueden ser
almacenadas a -80%C para la produccifén del preparado termina.

do para el uso o la administracidén. Estos, en las mezclas -
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deaeadés, o bien son descongelados antes de la utilizacién
o bien son liofilizados en la mezcla terminada.

La concentracidn final de la mezcla a base de por
lo menos tres cepas celulares sensibleg diferentes y una -
cepa celular asponténeamente activa se encuentra en 106 cé

lulas, pero puede ser aumentada hasta 10B células.

EJEMPLO

Inmediatamente después de las operacién se extraen
de modo estéril pequefos trocitos de céncer situados 1o mAa
alejados posible de eventuales hecrosis, se lavan en solu-
cién tampén de fosfato, al que se han sfadido antibifticos
en cantided usual, se someten & tripsinacién, y de acuerdo -
con el método de Limburg se ensayan en cuanto a sensibili-
dad frentr @ los’agentes citogtéticos habituales. Las célu-
las no necesarias para el ensayo son recogidas de modu esté
ril a aproximadamente 42C, hasta que se tenga piesentc sl -
resultado de enseyo, luego se affaden citostétipds adecuados,

se incuba durante 48-72 horas, se ajusta a un ndmero de cé-

~lulas de 106 por ml, y o bien se conserva a -802C o bien se

reune con otros dos tipos de células de otra sensibilidad -
frente a agentes citostéticos, talés como un tumor cancero-
so de mama con destruccién esponténea de las células L, en
la proporcién 1:4, se funde de modo esteril en ampollas de
1l ml, o se liofiliza en la relacifn mencionada.

La congelacién intermedia a muy bajas temperaturas
se suprime cuando se presenta suficiente méterial celular -

para la terminacién del preparade final. El preparado puede
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ser producido tembién a partir de cepas permanentes cdltiug
das de modo continuo, éales_como Hela y otras; pero anton-‘
ces, de ;iempo en tiempo, ha de comprobarse la actividad -
ant{gena segdn el modelo de células L.

En.el ceso de leucemias han de separarse las célu-
las leucémicas y envasarse en una concentracidn de 109 por
ml después del ensayo; sin embargo, en este caso se afiade

giempre un agente mitégeno durante 24 haoras y se envasa cofn

juntamente.
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] " - REIVINDICACIONES -

l.- Procedimiento para la produccidn de prepara-
dos inﬁunolégicos antiblasticos, a partir de‘células tumo-
rales h;manas cﬁltivadas in vitro, cuya sensibilidad frente
e diferentes agéntas citostaticos ha sido comprobada y cuyo
efecto destructor sobre células L de cepa 929 ha sido deteg
tado, caracterizado porque se utilizan por lo menos tres
tumares diferentemente sensibles, que actlan en etapas del
ciclo celular de manera comprobadamente diferentes.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque una de estas tres cepas constituye un -
material canceroso de mama esponténeamente tdxico para cé-~
Julas L.

3.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, cacac

terizado porque la concentracion final por ml es de lU5 bas

. ta 108 células.,

4,- Procedimiento segin le reivindicacidn 1, carag
terizado porque se separan células laucémicas de la sangre

restante, se incuban durante 24 horas con un agente mitdge

‘'no, preferiblemente con un extracto de sangre de ternero, y

sdlo entonces se ensayan con los agentes citstéticos y se

9

liofilizan, con una concentracidn final de 107 células.
5.~ Procedimiento seglin la reivindicacién 1, ca-
racterizado porque las células cancerosas diferentemente -

sensibles y el preparado terminado son compuestos a partir

de les ‘cepas enfriadas a muy baja temperatura,

6.~ Procedimiento segln la reivindicacidn 1, ca-
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racterizado porque las células son separadas del liquideo de -
‘cultive y transformadas en dos productos finales diferentes, .
7.- "PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE PREPARA

DOS INMUNOLDGICDS ANTIBLASTICOS",

Tal como se describe y reivindica en la presente

Memoria Descriptiva, que consta de trece hojas escritas a

méquina por una sola cara.

Madrid, 1 / NE,, i d
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