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MEMORTIA DESCRIPIIVA
.para golicltar
PATENTE DE INVENCION
en
ESPANA
por VEINTE aiios
g nombre de AKTIEBOLAGET ASTRA, AFOTEKARNES KEMISKA
PABRIKER, entidad sueca, establscida en S8dertélje, Sue~
cia, por: ' |
"UN PROCEDIMIENTO PARA EL AISLAMI¥NTO Y SEPARACION SHLEC
TIVO3S DE ENZIMAS PROTECLITICOSH

Le presente invencidu se refiere a la prepara-
cibn, extraccidn y separacién de enzimas proteoliticos y,
tembién, a los enzimas asl{ obtenidos.

Esta invencidén cubre también la fabricecidn de
preparaciones que contienen estos enzimas, y su empleo en
medicina para el tratemiento de heridas infectadas y disg
lucibn de coégulos y oclusiocnes formados por compmmentes
de la sangre en las venas y arterias.

Se ha gabido durante muchos aflos que una gren me-

yoria de mohos produce centidades apreciables de enzimas
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proteolf{ticos. Se ha prestado mucha atencién a este campo
durante los Wltimos diez afios, habiendo ¢$ido presentados
nuchos resultados instructivos, pero selvo pocag excepcio
nes, estos enzimas no han sido purificados ni estudlados
extensamente.,

La proteasa de moho rara vez es un solo enzima,
gino que consigte en un gigtema de enzimas proteoliticos.
Hen causado asi{ mucha confusién simples expresiones, ta~
les como proteasa del Aspergillus oryzae y proteasa del
Rhizopus, y se he necesitado alguna clasificacibn razonag-
ble de las proteasas de mohos. Nuesgiro conocimiento de la
mezela canplicada de los enzimas:proteoliticos gus segre-
gan diferentes mohos, es todavie muy limitado y, por 1o
tanto, les proteasas se han clagificado en grupos de acuer
do con el andlisis de las curvas de actividad y pH aparen
te de diversos cultivos de mohos, con respecto a la diges
t1én de la caseina. A

Segin el substrato y el organismo utilizado, se
heg registrado un smplio margen de pH Sptimos para lasg pro
teasas de mohos. La mayor parte de los investigadores han
aceptado la evidencia para tres tipos de enzimas que hi-
drolizan las proteinas’y que tiemen une actividad Optima
g pH dcidos, neutros y elcalinos, respectivamente, Una
proteasa dcids es un componente principel de varios Asper
gilli negros, tales camo Asp. niger, Asp. awamori, y Asp.
saitio. Se dice que el Asgpergillus oryzae desarrollado en
un medio rico en hidratos de carbono, que conduce a wn pH
rebajado, produce principslmente este tipo de enzima, pe-
ro golamente poca cantidad del mismo en un medio rico en

proteinas. Une proteasa neutra se ha semrado de la diagta
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del Asp. oryzae, hebiendo sido alslado del Asp. sojae un

enzima similar. E1 Rhizopus y 1 Penicillium han sido con
siderados como productores de una proteasa écide en abun—
dancia, juntamente con otros tipos de proteasas. 3e dice
que una proteasa alcalina es la proteasa prinecipal del
cultivo del Asp. oryzse, produciendo tembidn este tipo de
enzima muchos otros Aspergilli y algunos Penicillia.

o es suficiente una clasificacibn y caracterize~
cién de los diferentes enzimas protecl{ticos, basada en
le regién del pH en la que se obtiens la actividad enzimé
tica éptima. Los enzimas de origenes diferentes pueden
producir la misma sccidén sobre un substrato simple, pu~
diendo, sin embargo, ser de naturaleza esencialmente difg
rente. Por lo tanto, algunos investigadores han tratado
de clagificar los enzimas proteoliticos, estudiando su
comportemiento frente @ varios inhibidores proteoliticoe.
De egta manerm, se pensd que serias posible diferenciar en
tre enzimas proteocl{ticos con eceidn idéntica sobre subs-
tratos simples. Este interaccidn proporcions una clasifi-
cacidn méds detallada de los enzimas proteoliticos, y me-
diente este método he sido posible demostrar la compleji-
dad de las preparaciones enzimdticas que anteriormente se
supuso que eran puras. Como nuestro conocimiento de la es
pecificidad de lag proteasas estd lejos de ser completo,
se han intentado también otros medios pera clesificar es-
tos enzimas, pero, sin embargo, estdn sujetos a cierta
critica. Aungue los enzimas proteol{ticos hemn sido objeto
de muchag investigacioneg desde 1932, la mayor parte de

los datos disponibles sobre este sistema enzimdtico han
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gido obtenidos con preparaciones crudas, no fraccionadas

¥y parciaslmente inasctivadas. Se hen efectuado relstivemen-
te pocos intentes para determinar lag cantidades absoluta
¥y relativa de enzimags individusgles.

Los enzimas protecliticos de los mohos parecen
ger excesivamente numerosos, aunque nuestra informaeidn
referente a ellos es muy escasa en comparacién con nues-
tro conocimiento presente de log enzimeg enimales. Sin
embargo, ha resultado evidente que el contenido en énzi-
mas varia tanto entre miembros del mismo género, COMo 8N~
tre mohog de géneros diferentes., El medio en el que cre-
cen los mohos y el periodo de incubacibn, tienen un impor
tante efeeto sobre la cantidad de enzima formado.

Bl estudio relativamente inexplorado de las protea
sag de mohosg, parece egtar muy relacionado con lﬁs gren—
des dificultades para el aislamiento y fraccionamiento de
los diferentes enzimas. Para la separacidn de las protee~
sas se hen presentado varios métodos, pero la mayor parte
de ellos parecen tener ciertos fallos. La purificacidn de
los enzimas jmplica problemas muy delicados e intrince~
dos. Algunos de los enzimas protecliticos son inestables
y pierden fécilmente su actividad; por consiguiente, su
purificaciénrdebe ser realizade con gran cuidado y en con
diciones especiales y muy limitades. Ademas de esto, exisg
te otro importante problema debido al hecho de gque cade
enzima es esgtable solamente en condiciones limitadasm, las
cugles difieren de enzime a enzima. Por lo tanto, cada en
zima tiene su proplo requerimiento para una purificacilm
satisfactoria con un busn rendimiento, habiéndose adoptado

unos pocos procedimientos de rutira. BHetos métodos usue~
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leg de purificacidn provocan slempre la scumulaciln de al

gunags impurezaes junto con la proteasa. Con el fin de obte
ner un efecto de purificacibn satisfaectorio, la purifice~
cidén debe reglizarse en eondiciones estrictas, que redu~
cen notablemente el rendimiento de lag diferentes protes~
sas.

Un objeto de la presente invencidn es el aisla~
miento y purificacién de proteasas producidas mediante mé
todog microbioldgicos.

Otro objeto es efectuar una separacidén y purifica
cién de enzimas protecliticos, sin ninguna pérdida apre-
clable de sustanecia y de actividad. _

Un objeto mds de la presente invencibn es la fa—
bricacidn de preperaciones para el tratamiento de heridas
infectadas, mal curadas o cerradas en falso, o codgulos

de gangre y oclusiones en las venas y arterias del cere-

bro y corazén, entre otros.

Otro objeto mis de la invencién eg obtener una
preparacic'm purs lg disolucidn y eliminacidén de las obs—
trucciones y obgtéculos del sistema vaseular, .provocados
por la precipitacidn de sustaneimg de origen proteinico,

o de otro origen, en el sistema vascular.

Otrag ventajas y objetos mds, se muestran en la
siguiente exposicién y reivindicaciones.

Ta presente inveneidn serd mejor explicada median
te las figuras adjuntas, de las cuales

La figurs 14 muegtra la setividad en gelatinasa de
la mezcla de proteasa cruda, en funcidn del pi;

Ia figura 1B muestra le actividad en hemoglobinasa

de la mezcla de proteasa cruda, como funcibn del pH;
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La figura 1C muestra la actividad en caseinasga de
la mezcla de proteasa cruda, camo funcifn del PH;

La Figurg 2 ilustra la curve de fracecionamiento
obtenida en la cromatografia de la mezcla de proteasa eru
da gobre dietilaminoetil~celulosa (DEAE-celulosa). £n es—
ta figura la linea continua representa la sbasarcidn de Inz
a 280 n/a . lLas zonas sambreadas representen las activi-
dad en cageinessa relativa, a pH 6,0;

La figura 3 indica le adsorcin de las diversas
proteasag I, IT y III inclusive, sobre la carboximetilce-
Inloge como funcidn del pH, en la que se determind lo cam
pleto de la adsorcién, como elterscién a pH = 6,0 de la
sctividad caseinase de la solueidn.

proteasa I

g W, W—, S proteasa II

._A._A_.A__. proteassa III

La figura 4 expone en lineas generales clmo se
realiza la adsorcidn selectiva y la seperacidn sobre car
boximetilcelulosa. |

Los métodos pare la purificacibn de protessas,
que son protegidos por la pregente invencibn, pueden ser
utilizedos pera la separscibn y aislamiento de los enzi-
mag protecliticos de 1fquidos de cultive obtenidos medien
te la incubacién de diversos mohas.

De acuerdo can esta invencidn, los enzimas proteo
1{ticos se aislan y separan mediante un pfocedimientO’que
congigte en poner en contacto una solucidén de las protea-
sas, pesiblemente purificada previemente, eon un interceam

biador de iones, geleccionado del grupo que consiste en
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caerboximetilcelulosa y carboximetildextreamo (Cl~3ephadax,
Phermacia), a un pH dentro del intervelo de 2,5 a 8,5, ¥
en eluir lasg proteasas asl adsorbidas, poniendo en contac
to el materisl intercembiador de iones con una solucidn
eluyente tamponada hasgta un pH més elevado que aquel &
que fueron adsorbidas lag protesgas.

Fl materiel de partide estéd constitufdo, de acuer
do con una reelizamcidm, por las proteasas obtenidas medisn
te el cultivo de mohos gseleccionados del grupo que com-
prende egpecies de los géneros Aspergillius, Peniecillia y
Rhizopus.

Le soluciln que contiene protease, obtenide en el
cultivo del moho, se smmete, de acuerdosoon otra realiza~
cién ventajosa, a una precipitacidén preparatoria con tani
no, de cuyo precipitado se elimine subsiguientemente el
tanino mediante extraccidn con un disolvente adecuado.

De acuerdo con una realizacidn preferida de la
presente invencidn, se separan uno de otro los enzimes
proteol{ticos, cuyas propiedades serdn descritas con més
precisién posteriommente y cuyos enzimas se denominan pro
teasse I, protease II y protease III, regpectivemente, me-
diante un procedimiento gue comprende someter la solueidn
de cultivo filtrada, obtenida mediants cultivo sumergido
del Aspergillus oryzee hagta la iniciacidn de la esporula
cibn o formmacidn de esparas, a una purificacibn previe me
diante la precipitacién con tanino, de las protefnas que
incluyen las protgasas. Después de egto se elimina el ta-
nino con acetona, despuds de 1o cual se disuelve el resto
en agua y se ajuasta el pH de la solucibn a 5,0, poniendo

en contacto la solueidn que contiens proteasa as{ obteni-
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de, con una carboximetilcelulosa intercembiadora de catio
nesg ajustade & un pH igual. La carboximetilcelulosa, jun-
temente con la proteasa I adsorblda sobre ella, se separa;
de la solucidn, la cual se ajusta, seguidemente, a pH 4,5
y se pone en contacto con carboximetilcelulosa ajustada a
un pH idéntico, después de lo cual se separa de la solu-
cién el material celuldsico juntamente con la proteasa II
adgorvida sobre &1, cuya solucidn se ajusta finglmente &
pH 3,0 para el aislamiento de la proteasa III, y se pone
en contacto con carboximetilcelulosa ajustada al mismo ve
lor de pH, se separa despuds de la solucién la carboxime—
tilcelulosa juntemente can la proteasa III adsorbida, se
eluyen seguidamente por separado las proteasas puras I,
II y III de los respectivos materiales intercambiasdores
de cationeg, lavando con soluciones tamponadas, cuyos pH
gon superiores a aquéllos & que fueron adsorbidas las pro
teasag respectivag.

Le presente invencidn protege, también, los enzi-
mes proteol{ticos purificedos obtenidos, proteasa I, pro-
teaga 1I, proteasa III que muestran las siguientes carac-
ter{sticas:

Proteasa I3 Un enzima proteol{tico que cansiste

en una proteina uniforme, la cual es active contra la fi-
brina, fibrindgeno, caseina, gelatina y hemoglobina, y
que eaté parcialmente inhibide mediante suero, pero no me
diante inhibidores de soja, ¥y que es estable dentro dei
intervalo de pH 4,5 a 9, musstra actividad dentro del in-
tervalo de pH 6,5 a 10,0, y tiene su actividad méxima &
uwn pH 8,0 y su temperatura Optima a 478C, y es adsorbida

gsobre carboximetilcelulosa que contiene de 0,7 a 0,9 mi~-
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liequivslentes de grupos carboxilicos por gramo de cgrbo-
ximetilcelulosa a pH 5,5, desde un tampln de fosfato 0,01
M (0,01 molar), y puede ser elufde de Ssta mediante un
tempdn de foafato 0,05 M (0,05 molar) a un pH 7,0.

Proteasa II: Un enzima proteol{tico que consiste
en una proteina uniforme que es activa contra la fibrinsa,
fibrindgenoc, caseina, gelatina y hemoglobina, que es par-
cialmente inhibida por suero, pero no por inhibidores de
s0ja, que es egtable dentro del intervalo de pH de 4,0 a
10,5, que muestra actividad dentro del intervalo de pH de
3,5 a 11, y que tiene su actividad méxims a wn PH 6,3 y
su temperatura Optime & 508C, y que es adsorbida sobre
carboximetilcelulosa gue contiene de 0,7 a 0,9 miliequi~
valentes de grupos carbox{licos por gramo de carboximetil
celulosa a un pH 4,5, desde un tempdn de fosfato 0,01 M,
vy que puede ser elufde de ésta mediante un tempén de fos-
fato 0,05 M.

Protease III: Un enzima proteolftico que consiste
en wna prote{ne uniforme que es activa contra la fibrine,
fibrindgeno, caseina, gelatina y hemoglobina, que es inhi
bilda por suero pero no por inhibidores d@ s0ja, que es eg
table dentro del intervelo de pH de 2,3 a 6,5, que mues-
tra actividad dentro del intervelo de pH de 2,0 a 11,0 y
que tiene su actividad méxime a pH 5,0 ¥y su temperatura
éptima a 42eC, y que es adsorbida sobre carboximetilcelu~
losa que contiene de 0,7 a 0,9 miliequivalentes de grupos
carboxilicos por gramo de carboximetilcelulosa & PH = 3,0
degde un tampdn de fosfato 0,01 I, y que pwede ser elulde
de éste mediante un temPon de fosfato 0,05 M & un pH 6,0.

. N . .4
Ta invencidn se ilustrard a continuacién medisnte
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una descripeibn de la purificacibn, enseyo y uso clinicoe
de los enzimas obtenidos del Aspergillus oryzae. Este memg
ria no trata de limitar la invencidn, sino que se ha he-
cho solemente para la ilustracién de una realizacidn pre-
ferida de la presents invencidn.

Ia solucidn de proteasa cruda obtenide mediante
cultivo sumergido, contiene ademds de las proteagag y
otros enzimag, divergas impurezas, tales como substancias
orgénicas de slto peso molecular que incluyen polisacdri-
dos, glucoproteinas, nucleoproteinas, materias colorantes,
efc, ¥y que son los productos metsbdlicos y autoliticos de
log microorganiamos utilizados, juntemente con sustancias
de bajo peso molecular, tales como compuestOS'inorgénicos,
que pueden ser una parte del medic de cultivo o derivados
de 1. Aungue las actividades de los enzimas que hidroli-
zan las protefnas fueron suficien temen te ele#adas pare
ser exictamente medidas, la concentracidn totel de‘protqé
nag era demaslado baja para una purificaci&n eficaz con
procedimientog de rutina, tales como le galificacidn con
sulfato eménico o la precipitacién con disolventes orgéni
cos.

Se han engayado varios métodos y se ha inieiado
la mejor purificacidn mediante le precipitacidn selectiva
con tanino de las proteinas-que incluyen log enzimas pro-
teolfticos, acompafiada por la eliminaci bn del tanino me-
diante lavado con acetona. Log factores principales que
determinaron la eficacie de la preoipitacién de lag pro-
teasag, fusron la concentraciln del tanino, el pH y la

temperatura.

La relacibn entre la concentrecidn de tenino y Im
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cantidad de proteasa precipitada, y la dependencia del
rendimiento respecto del pH y de la temperatura, fueron
determinados mediente ensgyos preliminares. Sobre la base
de los resultados obtenidos, se adopté el siguiente nétodo
pare 1a concantracidn de la mezcla protefnica que coantenfa
proteasa.

El filtrado de cultivo, obtemido a partir del cul
tivo cogechado, fue ajustado a ua pH 5,5. Se obtuvo uma
precipitacidn de las proteasas casi cuentitativa, medien-
te la adicién de temino haste une concentracibn final de
3,0 gramos de taninc por 1000 ml de la solucidén (filtredo).
Después de un reposo no inferior a 2 horag a la temperatu
ra ambiente, se aisld el precipitedo mediante centrifuge-
cibn, y se liberé de tanino mediante dispereiones repeti-
dag en acetona, centrifugacién y finelmente gecado en un
desecador. La mezcla cruda de proteasas asl obtenida, era
muy susceptible ds una meyor purificacibn. El polve seco ;
congerveba su actividad proteolftica durante mds de un
afio, Era fécilmente soluble en ague ¥y soluciones selinas,
y, de esta manera, fue posible preparar soluciones de pro
teasa néds de 2000 veces mds activas que la solucién origi

neale.

Se demostio que la mezela de proteasa cruda asi
obtenida y originada a pertir del cultivo del Aspergillus

oryzee, cantenia tres proteasas. Estms proteasas tienen

una egpecificidad diferents frepte a distintos sgubstratos,

lo cual me pomns en evidencia por lag curvas de las flgu-

rag 14, 1B y 1C. lMediante sstas figuraa se demuestra en
La figura 1A. Le ectividad gelatinasa estimada co

mo la reduccidn de la viscosidad relativa de una solucidn

- 11 -
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al % de goelating en un tamp6n de Britton-Robinson de un

pH apropiado, después de wn perdodo de digestién de 5 mi-
nutos a 378C;

En le figura 1B. La actividad hemoglobinasa esti-
mada como la hidrdlisis de una solucién aproximadamente
al % de hemogiobina desnaturelizada por urea despuds de
una incubacidn durante 10 minutos a 378C.

El sumento de la densidad dptica de un Ffiltrado
en écido tricloroacético, se utilizé como medida de la ag
tividad proteasa;

n la figure 1C. La actividad caseinasa, determie
nada mediznte la velocidad de hidrélisis de una solucién
de caseins al 1,5 en un tampén de Britton~Robinson, des-
pués de uns incubacién durante 30 minutos a 378C. El au-
men to de la densidad dptica de un filtrado en Acido tri-
cloroacético, se utilizd como medida de la actividad pro-
teaga.

El amplio méximo de pH para la digestibn de la ge
lating, indicd la posibilidad de que hubiera pregenteg
nés de un enzima. ¥l efecto del pH sobre la velocidad de
hidréiisis de la caseina, sugirid que habia presentes por
1o menos tres proteasas. Sin embargo, la caseina que es
ineoluble a wm pH de 4 & 5, no era un substrato pérfacto,
pudiendo ger false la existencia evidente de una proteasa
con un dptimo a un pH de aproximadsmente 3. Cuendo se uti
1128 la hemoglobina desnaturalizada como substrato, la
curve de activided-pH diferfs grandemente de la obtenida
con la caseina y la gelatine. Bn su digestidén estaben im—
plicados tembién varios enzimas.

Los enzimas proteoliticos son sustancieg relative

- 12 -
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mente frégiles, con tendencie & experimenter desnaturali-
zacibn e insctivacidn en condiciones inadecuadas. Por lo
tanto, es aconsejeble sefialar los limites de la estabili-
ded de 1a mezclae de enzimas proteolfticos, espscialmente
con regpecto al pH, de tal maners que se sepa la emplitud
de condiciones dentro de las que deben sfectuarse las ope
raciones. Log engimas proteoliticoa producidos por el As-
pergillus oryzae eran estables a la temperatura ambiente
en el margen de pH 4,0 a 6,5, y podrian ser destruidos
irrevergiblemente a uno 0 a ambos lados de este margen de
pHl. 5S¢ ensayd la existencie de una destruccibn irreversi-
ble mediante le exposiciln de los enzimas & un margen de
valores de pH durante un periodo de tiempo definido, &n-
teg de medir lg actividad a un pH en el cuel son egte-
bles.

La cantidad de las diferentes proteasas fue egti-
nade mediante el estudio del efecto del pH sobre su inace
tivacibén., La contribucildn en tentos por cien to de log en-
zimag individuales a la ectivided protecl{tice totel a pH
5,0, fue estimada eon casefna como substrato. La correle~
cién de los valores obtenidos a pH 3,0 y 9,0, se efectud
en primer lugar después de estudiar las propiedades de
los componen tes purificadog. Los resultados se indicen en

la Tabvla I a continuacién.

lable I
Componente Proteasa I | Proteasga II| Proteasa III
pH 3,0 27,0 25,0 48,0
pH 9,0 29,0 24,0 47,0

-13 =
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Las actividades parciales fueron estimadasg medisen
te la separacién de lazs protessas por slectroforesis con-—
tinna a pH 4,%, 6,0 y 8,5, Se aenalizaron las fracciones
mediente el método de la caseinasa a wn pi de 6,0 y 7,4.
Bn la Tabla II & continuascidn, se expresan las centidades

en tanto por ciento de actividad totel,

- 14 -
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. Bs evidente que lag cifras de la Tabla II se corregponden

muy bien con las que se mencionen en la Tabla I, & pesar
Gel hecho de gue los métodos usados son muy diferentes.

Tog estudios electroferdticos han demogtrado ole~-
ramente la presencia de tres proteasas en la preparacién
crude obtenida a partir del Aspergillus oryzase. Sin embar
g0, la mezcla protefnica era mucho még complete de lo que
fue revelado por los estudios electroforéticos. La elec-
troforesis repetida & atros valores de pH, revel d que las
diferentes fracelones obtenidas no representaban protei-
nas simples, sino una mezcla compleja. 3in embargo, las
proteasas podfen ser separadas y cuantitativemente estimg
dag,

Aungue los métodos electroforéticos son adecuados
pare finelidades anel{ticas, no pueden ser utilizedos en
operaciones en gran egcalea.

8in embargo, se ha vigto shora que se puede utili
zar une cromatograf{a intercembiadora de iones pare el
fraccionamiento y purificecidn de los enzimas proteold ti~
cos, aun cuando las dificultades que se originan de la eg
tructura complicada de estos sistemas sean'ée un caréeter
y extensidn muy diferentes de las queAtienen lugar en re-
lacifn con le cromatografis de mezclas de sustancias me-
nos complicadas, ]

La inestabilidad de los enzimas mismop, Jimita se-
veramente la eleccidn de los agentes de eluciln e impone
condiciones especiales de operacibn, tales camo temperatu
re baja y margen de pd restringido. la limitacién mds im-
portante de las resginas intercambiadoras de iones, es su

fijacibn irreversible de las protefnas. HBato puede ser el
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regultado de la formacibn de demaéiados enlgces entre la

proteina y el mdsorbente, tantos que no tengs lugar la di
sociacién simulténea de todos ellos excepto en condiciones
degtructivas para la configurecibn original de la molécu-
la.

Bntre log tipos de adsorbentes de que se dispone
alhhora, los de bage de celulosa y dextranc han demostrado
ger los mejores, tento con respecto s su reslstencia a la
circulaci én relativemente escasa, como a su fijacibn rela
tivemen te fioja de las proteinas. Estas sustencias se en-
cuen tran digponibles con propiedades tanto intercambiadoras
de eniones como intercembiadoras de cetiones, habiéndose
utilizedo ambos tipos en la cranatografie de las protea-
sas. La proteina edsorbida sstd firmemente unida, y lea
formacidn de los miltiples enlaces electrostiticos entfe
la protefna y el adsorbente tiene lugar indudsblemente en

el curso de la adsorcibn, Ia elucidn puede ser efectuada

" mediante la variaecibn del pH, para reducir el nimero de

cargas gobre ls proteina o adgorbente, o elevando la cone—
centracidn salina pare competir con las cargas existentes.
Las mezclag de proteasa cruda han sido cromatogra
fiadas en columnas DEAE (3,0 x 40 cm) tamponadas a pH 6,0
con tampén de fosfato 0,01 M, para efectuar lo cual se a~
plicaron a la columna 2 gramos de sustancla dializada, di
sueltos en 15 m) de una solucidn tampdn, y para lo cusl
el volumen de fracoidn fud de 0,5 ml y la temperatura de
40C, Tos regultados de esta cromatograffa ge ilustren g:é
ficamente en la figura 2. Bn esta figura la lfnea sdlida
representa la adsorcibn a 280-m/u. Lag secclcones radiadas

muestran la relativa actividad caseinesa a un pH 6,0.

- 17 -
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La concentrecidn sslina del agente de elucidn se
varia por etapag en los puntos marcados de 1l a5 inclusi-
ve en el gréfico, de acuerdo con las cifras que ge indi-
can a continuacidn.

1) Tampén de fosfato 0,01 M

2)  n L 0,10 M ’

3) " " 0,25 M

4) i " 0,50 M

5) o " 0,50 ¥ ¢ cloruro sbdico 0,50 M

Estos experimentos demostraron que el producto
crudo se sepeara en, por lo menos, 8 crestag digtintas, de
gignadas de la A & la H por orden de su elucibn, E1 curso
de la elucibn de las prote{nas fué geguido midiendo la
densided Sptica de las fracciones a 280 m mi. Se determin

tembién la actividad proteolitica de las fracciones efluen

tes. En el programa de elucidn descrito, tanto en la co-
lume analftica camo en la de preparaciln, fue muy buena
la reproducibilidad de la posicibn de las crestas craua~

togréficas. Al volver a cramatografiar, se eluyd cade una

de lag fracciones de protesss como una sola creata paraf g

le misma concentrecidén salina que en el primer experimen—
to. H1 comportemiento después de volver a croamatografisr,
indicé que tuvo lugar un verdadero fraccionamiento.

Log egtudios anteriores han demogtrado la presen—
cia de tres diferentes proteasas, lo cual fue revelado
también mediante la cromatografis intercembiadora de ibm.
Sin embargo, la mezcla protefnice era més completa que lo
revelado por los estudios electrofordticos. Los fres enzi
mas proteoliticos a que se ha hecho referencia antes como

proteasa I, II y ITI, ge¢ encantraron en las crestag A, &

- 18 -
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y G, respectivamente. También se encontraron protefnas en
lag otras crestas, pero éstas no han gido caracterizadas.
Al realizer la separacidn a una temperatura baja (48C),
g6 recogid aproximadsmente el 85 a 95% de la actividad
proteoli{ticea aplicada & la columna.

Le cromatografia intercembiadors de ionéS'descri-
ta, podrfe ser utilizede para la separacidn de centidades
de material bastente gremdes, pero el método lleve mucho
tiempo ¥y no eg adecuado para separaciones a escale indus—
trial. Sin embargo, esto puede consgeguirsge con un procedi
miento discontinuo de etapes miltiples, utilizendo un in-
tercemblador de cationes del tipo Cli-celulosa. De esta ma
nera, se puede fraccionar la preparacién crude sin ningu-
na pérdida apreciable de protemsas ni de su actividad. ILa
separacidn posterior de'las proteasas y de lasg otras pro-

tefnag puede efectuarse, a continuaciln, en columnas sepa

~ radeg del mismo tipo ¥y bajo condiciones diferentea, o con

otros intercambiadores celuldsicos de icmes.

Las proteasas I, II y IIT son cuantitativamente
adgorbidas gobre la carboximetilcelulosa intereambisdora
de cationes, & valores de pH inferiores a 5,5 y 3,0 respec
tivemen te, 10 cusl se demuestra mediemte la figura 3, en

la que el 2rifico  emgmg— - repregentsa el cur

so de la adsorcién de la proteasa I, ol gréfico e —O— .

representa el curso de la adsorciln de la proteass II, y

el gréfico yAY A\ z{& representa el cur—

go de la adsorcidn de la proteasa III.

fn general, la separacidn se realiza de la siguien
te maneras Se¢ eligleron como material de partida prepare-

ciones de proteasa precipitadas con tanino, disolviéndose

- 19 ~
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édstas en agua a un pH inferior a 6,5 hasta una concentra=
ciln final de 2 gramos por litro. Le solucidn se ajustd a
wn pH 5,5 v se sgitd, seguidamente, con el intercambiador
de catidn derivedo de polisacdrido, a la temperatura em—
biente, Después de equilibrar con la primera tanda de re-
sina, se separd la solucidn por centrifugacibn. Aungue 1z
combinacidn intercambiadara de proteina fue separada del
grueso de la solucibn de reaccibn por eentrifugacién, con
gervd, no obstante, grandes centidades de solucibn, la
cual contenfa, como es natural, proteinas sin reaccionar,
1l lavado con tampln de fosfato 0,01 M, de pH 5,5, elimi-
nd el maeteriel no adsorbide, sin eluir las protefnas ad-
sorbidas. Las soiuciones reunidas fueron ajustadas a pHx‘ﬂ
4,5, y se repitid el procedimiento a este pH, para aislar
la proteasa II y, seguidamente, a pH 3,0 para aislar la
proteaga IiI.

Congiderando gque el intercambiador de ioneg debe
egtar pregente en una centidad suficiente pars le adsor-
cién de todas las proteasas de la solucibn, el derivado
carboximetilo del polisacarido ha side utilizado en un
gran eXceso.

La elueidn, iguel que la edsorcidn, como se po-
dris esperar, era una funcibn del pH. La elucién de las
proteasas se reslizd mediente la agitaciln con tampones
de pH mayores que loe de la etapa de adsorcibn. Con el
fin de evitar la inasetivacién de las proteasas debida a
fuertes variaciones de pH, se encontrd que lo mds satisfac
torio era utilizar tempén de fosfato 0,05 M de pH 7,0 pa-
re la elucidn de la proteasa I y II, y un tampén de pi

6,0 pare la protessa III. La elueidn repetida dio camo re
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sultado una recuperacidn de misg del 90 de la actividad
proteolitica. Se obtuve una elevada recuperaciéﬁ tatal con
les preparaciones que contenfan cantidades de proteasgas,
tanto pequeilas como grandes.:El hecho de que las protea-
szg podrian ser elufdas en condiciones favorables pare

log enzimas, fue respongable de este elevado rendimiento.
Por ejemplo, la protease III que era inestable a un pH su
perior a 6,5, se eluyd & un pH de 6,0. Otro factor gue feg
vorecid 1o utilidad del método en la investigacidn sobre
enzimas, fue la rapidez con que tuvo luger la adsorcibn y
elucién. El procedimiento se puede utilizer tembién en pe
quefin escale, como método amalitico.

En la meyor parte de los casos, fue necegario con
centrar los eluatcs pare su almecenamiento o su purifice-
cién posterior medismte otro procedimiento. Asf, las pro-
teagas podrian ger preclpitadasg con tanino como se ha desg
crito antes, o dislizadas y, seguidemente, liofilizadas,

8e puede comprobar la eficacia del fraccionemien-
o y purificar nés los productos mediante cromatograf{a
gobre dietilaminoetilcelulosa (DEAE-celulosa) o dietilami
noetildextrano (DEAE Sephadex, Pharmacia). Las condiciones
ele gidas fueron las miamas que ge han descrito arriba.

3e podria demostrar que se obtuvo una proteasa I
nuy purificeda, mediante la adgsorcién selectiva sobre Cli-
celuloga, &1 producto contenf{a solamente centidades muy
pequefias de une proteina insctive. Las proteasas II y III
estaban tamblén muy purificadas, pero contenfan todavia
otrog componentes proteinicos. 8in embargo, se¢ puede cone
geguir una purificacién setisfactoria mediente la cromato

grafia sobre derivados dietileminoetilicos de los polisa-

- -
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céridos mencionados arriba.

Bjemplo 1. Produceidn de enzimas.

Los enzimas de Aspergillus oryzae se obtuvieron
mediante cultivo sumergido sobre un medio rico en protei-
nag y carbohidratos. Se obtuvo wn rendimiento méximo cuan
do el medio contenia de 1 & 1,% de proteinas procedentes
de fuentes tales como harina de goja 0 harina de cacsghuete
v, ademds, de 2 a 4% de carbohidrato, y sales de magnesio
y fdsforo. E1 pH inicial del medio esterilizado fue de
6,5 a 7,0. la actividad enzimdtica dptima fue alcanzads,
por 1o general, en el egpecio de 3 a 4 d{as.

Tan pronto como tuvo lugar une sbundante formacién
de esporas, todos los enzimas proteoliticos abasndoneron
su ﬁrevio estado intraceluler y pudieron ser recuperados
cugntitativanente del medio., La recogida debe tener lugar
entonces, ya que a8 obgervd una disminucidn considerable
de la potencie enzimética al proseguir le incubacidn.

El filtrado de cultivo obtenido del cultiveo cose-

chado fue concentrado mediante precipitacidn con tanino.

Ejemplo 2.~ Precipitacifn de enzimas protecliticos

por 61 tanino

Sobre la basge de los resultados regsntados arri-
ba, se reulizd como sigue la concentracibn de las protef-
nag.

Bl filtrado de cultivo se ajustd a un pH 5,5. EI
grueso de lag proteinas ge precipité, geguidamen te, mew
diante lg Jenta adicién de una golucibn al 105 de tanino,

hagta la concentracidn final de 3,0 gramos de tanino por

- 22 -
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1000 ml de filtrado. Se grggn%g éecipitado, el cual,

después de depositerse durante por lo menos 2 horag, fue
gislado mediante centrifugecidn y fue liberado del tanino
por dispersgidn repetida en scetons en los recipientes de
centrifugecidn, volviendo a centrifugar, y secando, final
nen te, a vacio. Se encontrd que los enzimas proteoliticos
conservaban su actividad enzimdtica después del procesgo
de precipitacidn y regenermeibn. Se obtuvo una recupere-
cién del 80 al 100: de la actividad proteol{tica, calculs
da sobre la base del ensayo del filtrado de cultivo origd

nal,

Ejemplo 3. Proceso de adgorcifn selective para la

separacidn de las proteagas.

Se ha encontrado que se podian giglar los enzimas
proteoli{ticos de une solucibn de proteasa cruda, sin nin-
gune pérdida apreciable de proteasas ni de su activided,
utilizendo un procedimiento de adsorcidn-elucibn.

E1 método que se describe en la figure 4, fue no
golamente adecuado para la separaciln de las proteasas en
tre sf, sino que también fue ventajoso como método pare e
lininar la mayor parte de lag impurezas que acompaflaban g
lag protessas. El método era rdpido y tembién adecuado pa
ra ser realizado en escala industrial. El adsorbente uti-
lizado fue una Cm-celuloga intercambladors de cationes,
preparada de acuerdo con el método de Peterson y 3ober con
polvo de celulosa “hatmen y dcido oloroacético, o se obty
vo de los proveedoreg de equipos de laboratorio. Todos
los lotes diferentes, que contenian 0,7 a 0,9 milisquive

lentes de grupos carboxilicos por gramo de CM-celulosa,

1
[\ )
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se comportaron de la misma menera durante el procesc de se

paracidn. Era muy importente el que el pH de la rssina
fuera el miamo que el de la solucidn de proteasa a tratar
durante la operacién. Por lo tanto, los difsrentes lotes
a utilizar fueron tamponados hagte el pH apropiado, de le
misma menera que se deseribid arriba para la DEAR-celulo-
Y '
lediants el procedimiento se podla trater cual-
quier solucibn de proteasa cruda de Aspergillus oryzae,
por sjemplo, wn 1f{ouido de cultivo del moho, obtenido por
cualquier método de cultivo sumergido. $in enbargo, en la
mayor parte de los casos ge han utilizado mezcles de pro-
teasa cruda, obtenidas mediante precipitacidn con tanino.
5¢ disolvieron 500 gramos de una mezcla de proteg
ga precipitada con tanino, en 250 litros de aguz 0 en un
tenpén de fosfato C,01 M de pH 5,5. En caso necesario, se
ajustdé el pH a 5,5 y, seguidumente, se afiadieron 500 gra-
mog de Cl~-celulosa apropiadamente equilibrade hasta el
mismo pH. La mezcla se agitd s la temperatura ambiente du
rante une hora y, seguidamente, se gepard ei complejo in-
tercambiador de protefnas, mediante centrifugacidn del
grueso de la solucién en uma centri{fuge de cesta. Sin em—
bargo, el intercambiador de celulose conservd grandes can
tidades de la solucibn que contenfa protefnas sin reacecig
nar y otrasg sustanciasg.
Por lo tanto, se elimind el material no adsorbido
mediente lavado con tampbn de fosfato 0,01 M de pH 5,5,
Lz solucidn reunide fue ajustada s piH 4,5 con éqi
do clorhidrico. La segunda proteasa fue adgorbida scbre

50C gramos de Cll-celulosa tamponade @ pH 4,5. Todo &l pro

- 2 -
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cero ge reaslizd como se ha degerito arribs. A continug—

cidn, se ajustd la solucidn a pH 3,0 y s¢ afiadid otro lo-
te de 500 gramog de CM-celulosa temponada o pH 3,0, pars
adsorber el Ultimo compomente de proteass de la mezcla.

Ta recuperacidn de las proteasas desde el inter=
cambiador de immes podfa ser efectuada mediante el uso de
cualquier tempén de un pH superior al utilizedo en la ope
racidn de edsorcibn. En le mayor parte de los casos se e-
luyeron las dos proteasas primeramente adsorbidas, con un
tampbn de foafato 0,05 M de pH 7,0, y la Gltima con un
tampén de pH 6,0. Le elucibn repetids dio como resultedo
una recuperacifn de mds del 90x de las proteasas y de su
actividad, Después da la slucidn, se regeneré la Cl=celu=-
losa mediante lavado con une solucién de cloruro sddico e
hidrdxido sodico 0,5 M, con respecto a ambos compuestos,
¥ Sezuldamente, con ague hasta neutralidad.

1 procego arriba mencionado solo, fue suficiente
cuando la Ynice necesidad consist{a en separar las proteg
gsag une de otra, y de la mayor parte de las Impurezas.
§in embargo, la purificacidn posterior de las proteasas
pudo conseguirse mediente crometografia intercambiadora
de iones sobre DEAEZ-celulosa.

Eeta purificacidn posterior fus realizade de la

g1 guiente menera:

Ejemplo 4. Cromatografia intercembiadors de iones.

Ta dietilamincetil celuloss (DEAE-) fue prermrada,
tanto & partir de polvo de celuloga mediante el procedi-
miento de Peterson y Bober, como obtenide de los proveedo

reg de equipos de laboratorio. Los adseorbentes intercam—
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biladores de sniones utilizados, tenfan una capacidad to-
tel de intercamblo de 0,4-~0,6 miliequivalenteé DOY Lramo
de peso en seco. Antes ds rellener la columna, s€ suspen-
did la DEAB-celulosa en unas 10 veces su volumen de tam—
pbn de fosfato 0,5 M del pH apropisdo, y se 2gitd bien a
la tempersturs smbiente durante una hora. Se dejdé sedimen
tar la celulosa durente medis hora, después de lo cual se
decantéd el 1fquido sobrenadente, a fin de eliminar las
partioulas més pequefias. Seguidamen te, se lavd el adsor—
bente varias vecea con tampdn de fosfato 0,01 M de pH 6,0,
el tampdn de partida, y so volvid a suspendsr, geguida~
mente, en el mismo tempén. Despuds de equilibrer dursnte
le noche con sste tampén, se vertid una suspensiln del
adgorbenrte en las columnas de vidrio pars cromatografia
de temefio apropiado para el usc previgto. El adsorbente
ge dejd sedimentar por gravedad y, seguidamen te, ge den-
sificéd mém mediante preeibn de aire, hasta alcanzer una
altura de columna constante. Para asegurar el equilibrio
completo, se lavaron lag eolumnas con 25-30 volimenes de
tempén, o hasta que el pH del efluente fue el del tampdn
que se estaba introduciendo. Antes de ser cromatografie—
dos, se dimlizarom los productos frente gl tempén de per-
tida. La mayor parte de las separacionesg descritag se rea
lizaron con elucidn en etapas, segin puede versge en la fi
gura. Las fracciones se recogieron con un colector de
fraceién de volumen constente.

Se siguid el curso de la elucidén de las protef-
nas, midiendo la densidad Sptice a 280 milimicras. EI
pfograma de elucidn podrfa ser tembién mds fécilmente es~

timado, controlando el eluyente mediemte un medidor de re
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gistre y controlador de gbgareidn de luz ultravioleta. De
egte manera, se obtuvo un registro gréfico continuo de la
absarcibn a 254 mu de la golucidn de salida, gin necesi-
dad de recoger y snalizar fracciones individuales.

Lasg fracciones que comprendfsn crestas disconti-
nuas fueron mezeladas, dializadag frente a agus fria, ¥y
liofilizedas o precipitadag directemen te con tanino. Log
productos se anslizaron mediante electroforssis con papel,
v se enseyd su actividad proteclf{tica especifica. Tembién
ge concen treron las fracciones més pequetias mediante ul-
trafiltracidn a través de una membrana de colodién, segin
Mies., La bolse de colodidn fue suministrado por Hembrenen—
~gesellschaft, Gottingen,

Le DEAE-celulose g6 regenerd después de su uso,
mediante lavado con una solucibn de clorurc sddico e hi-
dréxide sbdico, 0,5 M cen respecto @ ambos de los compues
tog mencionados, ¥, séguidamente, con grandes volimenes
de agus hagte pH‘neutro.

Se ha buscado durante mucho tiempo un agente efi-~
cez pere detener la formacibn continue de depdsitos intra
vasculeres de fibring, y tambidn pera inducir la recsnali
zaclién del vaso, mediante la degtruceidn total o parcial
del trombe ya formado. Para evitar la propagacién de los
coéguloa gse pueden utilizar verdaderos agentes anticoagu—
lantes, tales como la heparina, pero los trombos ya forme
dos no son destrufdos, siguidndoge variamciones irreversi-
bles de log vagos y de los tejidos. Por lo tanto, la fi-
brinolisis in vivo es una etapa importante en el trate-
miento de la trombosis.

Los productos tales como la plasmina y la egtrep

- 27 -



10

15

20

282234

toquinasa, han dado resultados prometedores, pero algunas
veceg contradictorios, y ninguna de estas substancias pue
de considerarse que llena todos los requerimientos de un
agente potencialmente trombolftico. Sin emburgo, la pro-
teasa I es una sustancila que tiens una actividad fuerte-
mente proteolitica, fibrinol{tica, as{ como anticoagulan—
te, habiéndose obtenido resultados muy buenos con este pro
ducto suministrado solo o en combinacidn con wna o ambas
protessas II y III,

Tas protegsas I y II y, tembién en algin grado la
protease III, pueden disgolver répidamente los codgulos ae
fibrine de origen humeno o animal, Los coégulps de plasma
son también descompuestos, pero, en este cago, se puede
demcgtrar una actividad inhibidora del suero. En el Ultimo
cago, debe utilizarse ung cantidad de enzima mayor para
obtener una disolucién tan répida como en smusencils del
suero.

Se han efectuado extensos experimentos, egpeciale
mente con la proteasa I, habiéndose demostrado una eficaz
lisis de los codgulos y recanalizacidn de los vagos. Me-
diante el uso de diferentes métodos, por ejemplo, venogra
f{a, medidas de la disminucibn de radicactividad de un

31, y, teamhién, mediante la inspec-

codgulo de fibring-I*
cidn visuel directa del vaso afectado de trombosis, se ha
demostrado le lisis de los codgulos. Se ha efectusdo una
gran serie de exyerimentos con consjos, gatos y perros,

pudiéndose ver los resultados de los experimentos con los

gatos, en la Tabla III.
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Se han obtenido resultados similares medlante el
uso de otros métodos y mediante experimentos con otros
animales.

Ia actividad fibrinolftica de la protease I, sola
0 en combinact én con proteasa II, fue muy aumentada por
la heparina suministrade juntamente con las proteasas en
une cantidad de 2 mg/kilo. El efecto de la heparina no es
golamente como agemte anticoagulente, gino que parece e~
feetuar otro mecanismo todav{a desconocido. El mismo efeg
to que la heparing ha gido mostrado, por ejemplo, median-
te combinacifn de heparine y plasmina, En ningin caso ha
eido posible encontrar una explicacidn del fendmeno. En
la préotioa, lag proteasas debleran suminigtrarse en com-
binscidn cen heparina, si no existen contraindicaciones
contra el uso de lg heparina,

La proteasa I'y lag combinaciones de algunas de
las proteasas selecclonadasg del grupb que congiste en pro
teasa I, proteasa II y proteasa III, no son activag fibri
nol{ticamente sobre el sistema plasmindseno~plasmina, Vo
por lo tanto, su empleo gignifica una gran ventaja en com
paracidn con los productos tales como plasmina, estrepto-
quinass y uroguinasa (activedor plasmindgeno aislado de
la orina). La estreptoquinasa y la uroquinasa actisn indi
rectamente trensformendo el plaamindgeno en plasmina. La
disolucidn del codgulo es el resultado de la actividad 11
tica de la plasmina, que ha sido formada a partir del plag
mindgeno directamente adsorbido sobre la estructura de fi
brina. Le plaamina que ¢ircula en la corriente sanguinea

no nuesgtrs ningune, o degprecilable, actividad 1{tica del

coégulo. Despuds d8l tratamiento durante elglin tiempo con
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un activador de plasmindgeno, todo el plasmindgeno ha si-
do transformado en plasmina, la cual es inactivada median
te inhibidores de suero. Un codgulo formado durante el
tratamiento no contiene plasmindgeno, y no puede, por lo
tanto, ser eficazmente atacado por la administracidn de
un activador, Ssto he constitu{do wn gran problema duran-
te mucho tiempo y es una complicacidn seria, Mediante tra
tamiento con proteass I sola, o con una combinacidn de al
gunag de lag proteasas I, 11 y III; ge evitan egtes com=
plicaciones y puede disolverss también medisnte estas pro
teasag un codgulo exento de plasmindgen o. Estos enzimas
no activen el sisteme plasmindgeno-plagmina. Las proteam
sas I, IT y IIT gon inhibidas por el suero, pero en un
grado mucho menor que la plasmina, tripsing y otros enzi-
nos proteolitiooa, siendo tombién este hecho de gren ven—
taja para el uéo de egtos enzimas como agentes tromboliti
c0d.

Las cantidedes de las proteasms que han de ser ad
ministradas de acuerdo con la invenciln, para congeguir
resultados positivos, dependen de la concentracién de in-
hibidores de susro en el sujeto a tratar. Esta concenire-
cibn debe caleularse a partir de los andlisis del suero.
Los enzimes deben guminigtrarsé por via intravenosa y con
gren cuidado. Le sctividad proteol{tica en la corriente
sanguinea durente un tiempo prolongsdo, puede provocar ung
desec omposici(')n de diferentes componentes da la sangre Yy
conducir a seriams perturbaciones (esto eg cierto también
para el tratamiento con plasmina y estreptoquinass). Por
lo tanto, las proteasas hen de ser suministrazdas en peque

Hag cantidades, siendo gin embargo todavia activas debido,
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probablements, g su circulacidn como complejo reversible
con ung proteina sanguinea, cuyo coanplejo puede ser digo-
ciado, pudiéndose wnir despuds losg enzimes liberados a
las noléeules de fibrina, con las que tienen una mayor afi
nidad.

En la mayor perte de lcs camos una dosis adecuada
conglate en aproximadamente 2 a 4 miligramos de proteasa
I, o en ung combinecidén que contiene la misme cantidad de
protessa II y 2 mg de heparina, todo ello calculado por
kilo de pesoc del cuerpo. No pusde advertirse disminucidn
de la preedbn sangufnes y solamente ha eido demostrado un
ligero aumento de la temperaturs del cusrpo. Este Ultimo

efecto depende de lg actividad del enzime y de que no heym

. presentes pirdgenos en la preparaci én vtilizada.

La proteasa I, solae o en combinacidn oon la pro-
teasa IT, muegtrs in_vivo no solemente un efecto fibring
1{tico, sinoc también une actividad sntitrombinica pronun-
ciada. 8in embargo, ls plasming y la tripsine a dosis més
altas, sl aceleran la formaci On de trombina e partir de la
protrombina, y como esto gerd causa de wna formad dn con-
tinug de depbsitos de fibrina, los resultados de wun trate
miento con estas dos sustancias serdn muy perjudicados.

La proteasa I o una combinacidn de proteasas se~
lececionadag del grupo que consigte en proteass I, II ¥y
III, hon demostrado ser extremedamente Utiles para el tre
tamiento de diferentes tipos de heridas. El tejido muerto
es répidamente digerido por los enzimas, sin ningin defie
para el tejido vivo, ni otros efectos secundarios indesep
bleg. Anteriormente hen sido utilizadas para esta finali-

dad, substanciss tales como estreptoquinase en combinaci én
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con egtreptodornass (Varidase), tripsina y algunos otros
snzimas proteol{ticos. #l efecto del Varidase depende de
la presencia de plasminégeno, el cuel &g activado por con
vergifn a plasmina, teniendo por consiguiente esta prepe-
recibn una utilided muy limitada. La tripsing y la plesmi
na gon fuertemente inhibldes por el suero y su efecto es
pequefio. Ademds, debe aplicarge més enzima nuevo dentro. de
intervalos cortos de tiempo para conseguir algﬁn efecto,
La tripsina es también muy inestahle en golucibn, aun cuan
do haya sido estabilizada con sales de calcio. Debldo a
este hecho, el uso de soluclones acuosas de tripsina para
el tratemiento de heridss, implica grendes dificultades.
Le proteasa I o una mezcls de proteasas seleccio-
nadas del grupo gue congigte en proteasa I, IT y III, sm

muy estables, tanto en solucién como en unglientos. Una so

" Jucién de los productos puede ser conservada a la tempera

ture ambiente durente muchos dfas, sin ninguna pérdide de
actividad. Son egtableg durante un tiempo extremadsmente
largo, en forma de polvo o de un ungliento que contiene un
sigtema tempén, el cual, en contacto con los fliidos del
cuerpo mentendrs el pH en el valor de actividad maxime de
las subsgtencias., Las proteasss descomponen répidamente la
gangre coagulada, los exudados y los tejidos neerdticos.
3in embargo, son inactivas frente al tsjido naclente, lo
cual es un requisito previo bdsico para su éempleo en el
tratamiento de heridas.’

Lag proteasas tienen un efecto muy bueno sobre
los procegos purulentos y necrdticos, por ejemplo, ulcus
crurls varicosum, gengrena diabética y arterioesclerdtica,

heridas de decubito, abcesos, y empiemas,
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En el tratmien% degegd‘é 4@- infectadas, es

conveniente combinar este tratamiento con une terapla lo-
cel con antibidticos. Las proteasas pueden ger mezcladas
con diferentes antibidticos, tales como penicilinas natu-
rales y semisintéticas, tetraciclina, tirotricina, canemi
cina, bacitracina, polimixina, trichomicina, y xantocili-
na y sus sales, sin ninguna reduccidn de la activided pro
teol{tica., Le terapis combinada ha demostrado que procura
regsultados muy buenos.

Como ge ha demostrado anteriormente para otros en
zimas proteolfticos, todas lag protemsas I, II y III, po-
geen una asctividad entiinflematoria tipica que tiene un
efecto favorable en todos los tratamientos con esios DY O=
ductos.

Lus nusvog protezgas de amcuerdo con la pregente
invencidn, o stén caracterlzadas, por lo tanto, por las si

guientes propledades.

Propiedades comunes s log tres proteasas:

Son compuestos memejantes a lasg proteinas-de.com-
pcsicién uniforme, cono ge ha demogtrado por slecirofore-
gis, utilizendo soIucicnes tempén de acetato, fosfato, ve
ronal ybfosfato—borato.

Son fécilmente solubles en agua y eén soluciones
tampbn.,

Son precipitadas de sus soluciones por la adicidn
de écido ténico.

Bn forma de polvo seco, son esgtables y conservan
au actividad proteolitica a la tempersture smbiente duran

te mae de un afio.
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Su espectro de abgorcidén ultravioleta muestra que
gus bandag de absorcifn principales, tienen luger en la
regidn asociada de munera caracter{stica con las protefn
nes y écidos eromiticos.

Sus espectros infrarrojo corregponden a los de
lag proteinas y otrog éenzimas protaoli{ticos.

Son eficgces proteoliticsmente y provocan la di-
gestién de la gelatina y de la hemoglobine.

No hidrolizen significativemente el dster etf{li-
co de lisgina.

Son completemen te inactivadas a 608C en menos de
2 minutos; més del 50k de su actividad inicial fue perdi-
de a 508C en el egpacio de 20 minutos, mientras que la ac
tividad dieminuyd sdlo muy lentemente s 408C,

Su ectividad no es afectads en absoluto, o sblo
muy ligerazmente, por los iones bario, csleilo y magnegio.
Solamente los iones de metales pesados, tales como iones
cobre, n{quel, cadmio y hierro, poseen wun efecto inhibi-
dor a concentracioneg bajas.

El inhibidor de soja, Acido epsilon-amino caproi-
co, cianuro potdsico, y édcido iodozcético, no tienen efec
to inhibidor de la actividad, o s6lo un efecto insignifi-
cante,

Ademés de esto, las protessas I, II y III poseen
lag siguientes propiedades y se diferencien ung de otra

como se evidencia en la Table IV,
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Como es natural, los expertos en la técnica pue—
den efectuar muchos cambios ¥y varisciones en la prepars—
cidn del inbculo, en el cultive de los mohos que producen
las proteasas, en el aislemiento de los enzimas protecli-
ticog, en su administracidn en la terapia humsna y veteri
naria, sin gpartarse del espiritu de la invencidn, como
ge indics en la memoria y en lasg reivindicaciones adjun-
tas & la misma. .

La presénte golicitud que corresponde a la presen
tada en Suecia, el 8§ de Noviembre de 1961, bsjo el nimero
11.134/61, se acoge a los beneficios del artfculo 51 del

vigente Lstatuto sobre Propiedad Industrial.

N 0 T A

Los puntos de invencidn propis y nuseva que se pre
genten para que gsean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidn en Espafia, por VEINTE afiog, son los siguien-
ted:

1. Un procedimiento para el alslamiento y separa-
cidn selsctivos de enzimas proteoliticos, caracterizado
por que ge pone en contacto unae golucibn de las proteasas,
posiblemente prepurificada, con un intercambiador de iomnes
de carboximetilpolisacédrido a un pH que cae dentro del in
tervelo de 2,5 a 8,5, y por que las proteasas asf adsorbi
dag me eluyen poniendo en contacto el intercambiador de
iones con ung solucibn eluyente temponada hasta un valor
de pH superior o aguél en el cual fueron adsorbidas las

proteasag regpectiveg.
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2. Un procedimiento para el aiglamiento y separs-

cidn selectivos de enzimas proteoliticos, especialmente

"los producidog en el cultivo de mohos, caracterizado por

que una solucidn de lasg protessas, posiblemente prepuri-
ficeda, se pone en contacto, en etapas, con un Iintercam-
biador de iones cerboximetil polisacdrido, = wm PH que eg

t4, de etapa en etapa, comprendido demtro del intervalo

de 2,5 a 8,5, v por que la fraccibn de proteasa aaf adsqg’

bida en cada etapa, es elufda poniendo en contacto el in-
tercambiador de fones con una solucidn eluyents tampongda
heste un valor de pH superior a aquél en el gue fue adsor
bide la fraccidn de proteasa respectiva, purificéndosa
més, i se desea, las proteasas as{ aisladas, mediante
cromatografis con intercembiasdor de iones.

3. Uh procedimiento para el aislemiento y separa-
cidn selectivos de enzimas proteol{ticos, caracterizado
por que las proteasas obtenidas en el cultivo del Aspergl
llua oryzee son aisladas mediante zdgorcidn sobre wn in-—
tercambiador de cationes seleccionado del grupo que con=
giste en carboximetilecelulosa y carboximetildextrano, s
un pH que cae dentro del intervalo de 2,5 a 5,5, y por
gque los enzimag adsorbidos son elufdos a pH de 6,0 a 7,5.

4+ Un procedimiento de acuerdo con el punto 3, ca
ractorizado por que la mdsorcidn se realize mobre uns car
boximetilcelulosa que comtiene de 0,7 & 0,9 miliequivalen
teg de grupos carboxilicos por gramo de carboximetilcelu~
loss.

5. Un procedimiento pars el aislamiento y separa-
cidn selectivos de enzimas protecl{ticos, carscterizado

por que las proteasas que han sido producides en el cultl
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veo del Aspergillus oryzae, despuds de haber sido purifies
dag medlante precipitacidn con tanino, se ponen en contag
to con una carboximetilcelulosa intercambiadora de catio-
nes, a wn pH que cae dentro del intervalo de 2,5 & 5,5, ¥
por que las proteases as{ adsorbidas se eluyen poniendo
en contacto el intercambiamdor de iones con una solucién
tempén cuyo pH se ajusta a 6,0-7,5.

6. Un procedimiento de =mcuerdo con el punto 5, cg
racterizado por que la adsorcidn se realize sobre una car
boximetilceluloga que contiene de 0,7 a 0,9 miliequivalen
teg de grupos carboxilicos por gramo de carboximetilcelue
losa.

7. Un procedimiento para una separaci&n ¥y aisla~
miento selectivos de proteasa I, proteasa II y proteasa
ITT, desde soluciones gue contienen por- lo menos uno de
eétos enzimas, juntamen te con impurezas proteinicas gue
los zcompaiien, caracterizsdo por qgue la golucibn que con~
tiene protesnsa ge ajusta a pH 5,5 y se pone en contacto
con ung carboximetilcelulosa intercambiadors de cationss,
ajuagtada 8l mismo pH, ¥y por que la carboximetilcelulosa,
juntemente con la proteaga I adsorbide gobre ella, se se~
para seguidamente de la golucidn, la cual se ajusta, a
continuacifn, a un pH 4,5 y se pone en contacto con una
carboximetilcelulosa ajustada a pH iddntico, después de
lo cual ss separa de la solucidn el materisl de celulosa
juntemente con la proteaga IT adsorbida sobre &1, cuya so
lucidn se ajusta finalmente a pH III, para el aislamiento
de la proteasa IIl, y se pone en contacto con una carboxi
mefilcelulosa, cuyo pif es justamente el mismo que el de .

la solueidn, y por que la carboximetilcelulosa, juntamen—
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te con la proteasa III adsorbida sobre ella, se separa de
la solucidn, eluyéndose despuda separadanente las protes—
gas I, II y III purss desde el intercambiador de cationes,
mediante lavado con solucicones tampén, cuyos pl son supe-
riores & aquéllds en los cuales fuercn adsorbidas las reg
pectivas proteasas.

8. Un procedimiento para wna separacidn y alsle~
mien to gelectivos de la proteasa I, protessa II y protea~
sa III desde soluciones que contienen estos enzimas junta
men te con inpurezas proteinioas que lasg acompaiien, en el
cual la solucidn obtenida a partir de wn medio de cultivo
filtrado, que se obtiene de un cultivo sumergido de Agper
gillus oryzse hasta que se inilecia la formaoiéﬁ de egporas,
ge prepurifice mediante precipitacidn de las prote{nas,
incluyendo lag proteasas, por medlio de tanino, se separa
el tenino con acetona, se rediguelve el residuo insoluble
en scetona y se ajusta a pH 5,5, en cuyo procedimiento la
golueidn que contlene protessa se pone en contacto, segui
damen te, con un polisacdrido cerboxilado intercembisdor
de ioneg, preferiblemente carboximetilcelulosa o carboxi-
metildextranoc, se ajusta a pH igual, y se separs de la S0
lucidn el derivadc de polisacdrido juntamente con 1a Pro~
teasa I adsorbida sobre €1, cuya solucidn se ajusta, se-
guidamente, & un pH 4,5 y se pone en contacto con un poli
sacérido carboxiledo intercembiador de iones, preferible-
mente carboximetilcelulosa o carboximetlldextrano, se a~-
justa & un pH igual, y despuds se separa de la solucidn
el intercambiador de ioneg Jjuntamente con la proteass II
adgorbida, cuya solucibn se ajusta finalmente a pH 3,0 pa

ro el aiglamiento de la proteasa III, y se pone en contac
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%0 con un polisacérido carboxilado intercambisdor de iones,
geleccionado preferiblemente del grupo gque consiste en car
boximetileslulosa y carboximetildextrano, ajustado a pH
igual y se separa de la solucidn el derivado polisaciri-—
do juntsmente con la proteass III adsarbida, eluyéndose
después separadamente las proteasas I, II y III purifice-
das desde' 10s respectivos intercambiadores de cationes,
mediante un lavado con soluciones tampdn, cuyos pH son su
periores a aquéllos en los gue fueron adsorbidas lag reg-
pectivas proteasas,

9. Procedimiento de acuerdo con el punto 8, carac
terizedo por que la adsorcidn se reazliza sobre uns carbo-
ximetilcelulosa que contiene de 0,7 a 0,9 miliequivalen-
tes de grupos carboxi{licos por grame de carboximetilcelu~
losa.

10. Un procedimiento de smcuerdo con el punto §,
carscterizado por que el pH de la solucidn se ajusta an-
tes de la adsorcidn hasts el valor propuesto, mediante un
tompén de fosfato 0,01 M.

11. Un procedimiento de acuerdc con el punto 8,
caracterizado por que la eiucidn se efectla mediante un
tampdn de fosfato 0,05 I,

12. Un procedimiento  para la purificacidn de pro-
tengag seleccionadas del grupo que consiste en proteasa I,
proteasa II y proteasa III, carascterizado por que se ajus
ta e pH 5,% une solucidn que contiene por 1o menos uno de
egtog enzimag juntamente con impurezas que lo acompaflan,

y se pone en contacto con una carboximetilcelulosa inter—
cambiadora de cationes ajustada el mismo pH, ¥y por que la

carboximetilcelulosa juntamente con la protesss I adsorbi
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da sobre ella, se separa ssguidsmente de la solucidn,
que se ajusta a continuecién a wn pH 4,5 y se pone en con
tacto con une carboximetilceluloga ajustada a idéntico pH,
degpués de lo cual el material de celulosa juntamente con
le proteasa II adsorbida sobre 81 es separado de la s0lu-
cidn, la cual es finalmente ajustada a pi 3,0 para el ais
lamiento de la proteass III, y puegta en contucto con wna
carboxime tilcelulosa cuyo pH es justamenie el mismo que
el de la gsolucidn, y porque ls carboximetilcelulosa Junta
mente con le proteass III adsorbida sobre ellas se separa
de la solucidn, después de lo cuel las proteesas I, II y
IIT purag, son elufdas geparadanen te del intercambiador
de cationeg mediante lavado con soluciones témpén, cuyos
pd son superiores a aquellos a los que fueron adsorbidas
lag regpectivas protessag, y por que las proteagas I, II
y I1I ae{ obtenidas, separadss uns de la otre y de las im
purezag de naturslezs prote{nica pregsentes en la solucibn
e partlde, se gameten por separado a una purificacidn
pogterior mediante cromatografia intercambiadara de iocnes
gobre un poliaacérido intercanbiador de ionesg que contie-
ne un grupo anidnico dietilaminocetilo, seleccionado del
grupo que congiste en dletllamlnoetzloelalosa dietilemi
noetildextranoc.

13. Un procedimiento de acuerdo con el punte 12,
caracterizado por que las profsasas producidas en el cule
tivo del Aspergillus oryzae y prapurificadas medisnte pre
cipitacidn con tenino, se sislan y se scparen mediante ad
sorcidn en etapas sobre una carvoximetilceluloga intercam
biadora de cationes y por que los enzimag adsorbidos se

cromatografian, degpuds de elucidn a pH 6,0 a 7,5, sobre
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une dietilaminoetilcelulosa :’Lnteroeunbi:c%ora de aniones.

l4. Th procedimiento de acuerdo con el punto 13
pera la purificacién de protessa I, ceracterizado por que
wa solucidn de proteasa I, obienide medicnte elucidn des
de un sdgorbato sobre carboximetilcelulosa, ¢s cromatogrs
fiada sobre la diectilamincetilcelulosa, utilizando un tam
pbn de fosfato 0,01 M como digolvente de elucifn.

15. Uh procedimiento de acusrdo con sl punto 13
para la purificamelbn de proteassas II, caructerizado por
que una gsolucidn obtenida mediante elucidn desde un adsor
bato sobre carboximetilcelulosa, se¢ cromstograffas = pH
6,0 sobre una dietilaminoetilcelulosa, utilizando un tam—
pbn de fosfato 0,10 M. como disolvente de elucién.

16. Un procedimiento de acuerdo con el punto 13
para la purificacidn de protesss IIT, caracterizado por
que una solucidn de protessa IIT, obtenids mediente elum
eibn desde un adsorbato sobre carboximetilcelulosa, se ero
matografie & pH 6,0 sobre uns dietilaminoetilceluloss,
utilizando un tampdn de fosfato C,50 I como digolvente de
elucidn.
| 17. Un procedimiento de acuerdo con el punto 8,
carascterizado por que los enzimaa proteoliticos elufdos
desde el adsorbato gobre carboximetilcelulosa, se aisglan
medisnte precipitacidn con tanino.

18. Un procedimiento de acusrdo con el punto 8,
carocterizado por que loe enzimag proteoliticos elufdos
degde el adsorbato de carboximetilcelulosa, se aislam me-
diente didlisis y secado por congelacibn.

19. Un procedimiento de acuerdo eon el punto 13,

caracterizado por que la cramatografis se realiza sobre

-4 -



10

20

30

282234
wn intercambiador de aniones que poses ung capacidad to
tal intercambisdors de iones de 0,4 a 0,6 miliequivalen—
teg por gramo de sustancisa secca.

20, Un método para disolver codgulos de sangre
formadog en liza venas y arterias, caracterizado por que
ge administra mediante inyeceidn intravenosa una soluciln
en un medio iInyectable, de por 1o menos uno de log enzi-
mag selececionados del grupo que congiste en proteasa I,
proteass II y proteass III preparados de acuerdec con cual
quiera de los puntos 1 - 19, cuyas proiteasas no atacan en
ningln grado apreciable, en las condiciones presentes en
el cuerpo, a otros componentes de la sangre y del plasma,
produciéndose estos enzimas mediante cultivo éumergido de
Aspergillus oryzae hasta la iniciacidn de la formacién de
egporasg, filtracién de la solucibn de cultivo, prepurifi-
caciln mediante une precipitacién con teninc de lag proieg
gsag y otras proteinas presentes en el filtrado y formadse
en el cultivo, eliminéndoge dicho tenino con acetona, ¥
disolviéndose las proteinas restantes exentas de tanino
en ung solucifn de tampén de foafato ajustada o pH 5,5,
odgorcidn dé proteasa I sobre uneg carboximetileelulosa e~
justada al mismo pH, separacidn del adsorbate, ajuste del
pH de la solucidn remenente que contiene proteazsa II ¥y
proteasa III a 4,5, edsorcidn ds la proteasa IT sobrs car
boximetilceluloss ajusteds el mismo pH, separacién del ad
gorbato y ajuste del pH de la solucidn remanente que cou-
tiene proteasa III a pH 3,0, adsoreidn de le protessa III
gobre carboximetilecelulose sjustada al mismo pH, separs-
cién del adsorbata, eluyéndose separadamente las protea—

sag I, IT y IIT degde el adgorbato de carboximetilcelulo-
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ga medisnte lavedo con soluciones tampdn, cuyo pH es mas
elevado que aguél al cual fueron adsorbidas las respecti-

vug proteasas, y alslamiento separado de lag proteasas ng

- diente didlisis y liofilizaciln,

21. Un nétodo pars la disoluciln de codgulos de
sangre, formados en las venas y arterias, caracterizado
por la adninistracidn mediunte inyeccién intravencsa de
wna solucidn en un medioc inyectable de por lo menos uno
Ge los enzimas, que san miembrog del grupo que consiste en
protease I, proteasa II y proteasa III, preparados de &a-
cusrdo con cuslduiera de log puntos 1 -~ 19, que no atacan
en ningin grado aprecisble a otros componsntes de la sen—
gre y del plasma.en las condicioneg presentes en el cuerpo,
y de cuyos enzimes la proteasa I agté constitulda por una
proteina wiforme que es activa contra la fibrina, fibri-
nbgeno, cezseina, gelatina y hemoglobina, que es parcial-
men te inhibida por el suero, pero no por los inhibidores
de soja, que es estable dentro del intervalo de pH de 4,5
8 9, gque es activa dentro del intervalo de pH de 6,5 a
10,0 y oue tisne su actividad mdxima a un pH 8,0 y su tem
peratwra Optima a + 478C y es adsorbida a pH 5,5 sobre
wa carboximetilcelulosa que contiene de 0,7 a 0,9 milie~
guivalen tes de grupos carboxilicos por gremo de carboxime
tllcelulose degsde un tampén de fosfato 0,01 I, ¥ yue pue=
de ger clufda desde dsta a wn pH 7,0 mediante un tampbn de
fosfato 0,05 ¥, la protezsa II estd constitufda por una
protefna uniforme que es activa contra le fibrina, fibri-
ndgeno, cuseina, gelatina y hemoglobina, que es parcial-
men te inhiibida por &l gusro pero no por losg inhibidores

de goja, que es egtable dentro del intervalo de pl de 4,0
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a 10,5, que eg active dentro del intervalo de pH de 3,5 a
11,0 y que tiene su actividad méxima a pil 6,3 y su tempe-
ratura ptima a 4+ 508C, y es adsorbida a pH 4,5 sobre wne
carboximetilcelvlosa que contiene de 0,7 & 0,9 millequiva
lentes de grupos carboxilicos por gramo de carboximetilce
lulosa deede un tampdn de fosfato 0,01 M, y que puede ger
slufda desde égta a un pH 7,0 mediante un tampdn de fosfa
to 0,05 M, la proteasa III estd constitufda por una pro-
tefna uniforme que es sctiva contra la fibrina, fibrindge
no, casei{na, gsletina y hemoglobina, que eg inhibida por
el guero y no por log inhibidores de soja, que es egtable
dentro del intervalo de pH de 2,3 a 6,5, que es activa
dentro del intervalo de pH de 2,0 a 11,0 y gque tiene su
actividad méxime e pH 5,0 y su temperatura dptima a + 420C,
y es adsorbida a pH 3,0 sobre wne carboximetilcelulosa
que contiene de 0,7 a 0,9 miliequivalentes de grupos carbo
xflicos por gramo de carboximetilcelulosa desde un tempén
de foefato 0,01 M, y que puede ser elufda de ésta a un

pH 6,0 mediante wn tempén de fosfato 0,05 M.

22, Un método para la aceleracidn de la curacidn
de herides purulentas y necréticas, caracterizado por ls
aplicacidn a las heridas de por lo menos un enzima proteo
1{tico seleccionado del &rupo que conglgte en proteasa 1,
proteasa II y proteasa III, preparsdo de acuerdo con cusal
quiera de¢ los puntos 1 - 19, que actia descamponiendo la
sangre coaguladas, los exudados y los tejidos necrdticos,
v que es completamen te inactive contra el tejido original
v de cuyoce enzimes le proteasa I egtd constitufda por una
protefna uniforme que es activa contra la fibrina, fibri-

négaro, casefne, golatina y hemoglobina, que es parcisl-
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mente inhibids por el suero pero no por losg inhibidoras de
soja, que sg egteble dentro del intervalo de pH de 4,5 @
S, que eg activa dentro del intervalo de pH desde 6,5 a
10,0, y que tiene su actividad méxima s un pH 8,0 y su
temperatura Sptime a + 478C, y es adsorbida a pH 5,5 so-
bre una carboximetilcelulosa que contlene de 0,7 a 0,9 mi
liequivalantes de grupos carbox{licos wpor gramo de carlbo-
ximetilcelulosa desde un tampén de fosfato 0,01 M y que
puede ser elufda de dsta a pH 7,0 mediante un tanpon de
fosfato 0,05 Ii, 1la proteasa II estd constitufda por una
protefna wniforme, que eg ectiva contra la fibrina, fivri
nbgeno, cassfna, gelatina y hemoglobina, que es parciale—
men te inhibide por el suero pero no por los inhibidores de
soja, que og egtable dentro del intervalo de pH de 4,0 a
10,5, que eg asctiva dentro del intervalo de pH de 3,5 a
11,0, y gue tiene su actividad méxima a un pH 6,3 y su
temperatura Sptima a 4+ 508C, y ss adsorbida a plI 4,5 so-
bre una carboxinmetilcelulosa que cogtiene de 0,7 a 0,9
miliequivalentes de grupos carboxilicos por gramo de car-
boximetilcelulosa desde un tempdn de fosfato 0,01 M, y
puede ser olufde de dsta & un pil de 7,0 mediante wn tam-
pén de fosfato 0,05 M, la proteasa III estd constitufde
PO una proté{na uniforme, gue eg active contra la fibri-
na, fibrindgemo, cageina, gelatine y hemoglobina, que es
inhibida por el suero pero no por los inhibidoresg de soja,
que eg estable dentro del intervelo de pH de 2,3 a 6,5,
gue eg activa dentro del intervalo de pH de 2,0 & 11,0 ¥
gque tiene su actividad méxims a un pH 5,0 y su temperatus
ra bptina a 4 4200, y es sdsorbida a pH 3,0 sobre una car

boximetilcelulosa gque contiens de 0,7 a 0,9 millequivalen
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tey de grupos carbox{licos por gramo de carboximetilcelue
losa desde un tampdn de fosfato 0,01 M,‘y puede ger elui-
da de éstn @ un pH 6,0 mediante un tempdn de fosfzto 0,05
M.

23, Un procedimiento para el asisglamiento y gepara

1

cibn selectivos de enzimas proteoliticos.

Tal y como se ha degcrito en la Memoria que ante-
cede, representado en los cinco dibujos que se acompaiian
v para los fines que ge han esgpescificado.

10 Begta Memoria consta de cincuenta hojas escritas a

mdguine Tor una sols cars,

Madrid, 49 B 1963‘

GeDoSe - 50 -
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