10, ~CF.~P5.16433.5D.

50

10,

INVENCION

a favor de CARTER-WALLACE, INC,, entidad norteamericana,
domicilieda en New York, N.Y. 10016 (EE.UU.), 2 Park Avemue,
por "FRACCIONES BACTKRIANAS",

MEMORIA DESCRIPTIVA

La invencién se refiere a mmevas fracciones obte-
nibles del protoplasma bacteriano. M4s particularmente lg
invencidn hace referencia a nuevas fracciones gue son capa-
ces de aumentar la resistencia a agentes infecciosos en gni-
nales de sengre caliente y que tienen un desusado grado de
baja toxicidad y pirogenicidad,

Degde hace cierto tiempo se ha reconocido que cier
tas substancizs, conocidas como endotoxinas, pueden ser obte-
nides a partir de microorganismos, principalmente de bacte—
rias gram-negabivas.

Estas endotoxinas, que son aisladas de las peredes
de las células bacterianss por varios métodos de extraccidn,

son generalmente caracteristicas por estar compuesiss predo~



minantemente de polisacdridos, y por tener cantidades subs-
tanciales de glucosamina y lipidos como componentes., En adl
cidn, las varias endotoxinas, incluso después de extensas
etapas de purificacibn, todavia conservan grados substancle~
les de toxicidad y pirogenicidad.

Un objeto Ge la invencidn es el proveer nuevas
fracciones de protoplasma bacteriano, las cuales son capaces
de aumentar la resistencia a los agentes infecclosos en end
males de sengre caliente, y que poseen un grado desusadamente
bajo de toxicidad y pirogenicidad. Otro objeto de la inven-
cibén es el proporcionar nueves fracciones baotérianas que
consistben principalmente de materisl proteindceo y que con-
tienen, a lo sumo, Unicamente cantidades pequelias de gluco~-
samina, 1lipidos y polisacdridos. Estos y otros objetos re-
sultardn mds evidentes a los expertos en el ramo a la luz
de la presente descripcidn, que sigue.

En su amplio aspecto, la invencidén se refiere a
nuevas fracciones que son extraidas de protoplasma bacteriy
no, a diferencia de las paredes de las células bacterianas,
de las cuales son obtenidas las endoboxinas. Estas fracio-
nes, que han sido denominasdas "protodyne", tienm las si-
guientes caracteristicas:

a.- Un elevado contenido 8e materisl proteindceo,
en el érden de 85% o mas alto,

b.,~ Un bajo contenido de glhcosamina, en el orden
del 2% o menos.

c.~ Un bajo contenido de lipidos, en el owden Ge

2% o0 menos, expresado en Hérminos de dcidos grasos libreo.



d.~ Un bajo contenido de carbohidratos, en el or-
den de 2% o menos.

e.~ Son subsitancislmente estables cuando son calen
tadas en agha destilada, dcido acético 0,1 N; hidrdéxido amé-
nico 0,01 N, o en tampén { pH 8,6), durante 5 minutos a
lOOOG.

f.- Facilmente solubles en NaOH 0,1 N, poco solu~
bles en solucidn de urea 411, e insolubles en agua, HCL
1N y HCL 0,1 N. Los estudios de solubilidad han sido reali-
zados a una concentracién de 10 mg de protodina por milili-
tro de disolvente.

g~ Por tener un coeficiente de extineidn dentro
de la game de aproximademente 9 hasta aproximadamente 22,
medido 2 280 milimicras y utilizando una solucién de 1%
peso/volumen de protodina en solucidémn de NaOE 0,1 N.

Las fracciones preferidas de la invencidn estén
substancialmente libres de glucosamina, lipidos y carbohi-
aratos.

La protodina puede ser obtenida de las células de
microorganisinos gram-negativos, tales como el Escherichia
coli, cultivados en un medio adecuado. Mientras que los
ejemplos detallados que siguen mds adelante estdn dirigidos
especificamente al E. coli, se sobreentiende que se puede
ntilizar de maners similar otros microorganismos gram-nega-
tivos. Por ejemplo, la protodira puede ser extralda con éxi

to a partir de células obtenidas de cultivos de Achromobache:

xerosis y Serratia marcescens.

En general, el método de obtener la protodina de



las células implica las etapas de dividir o desintegrar

las células paras obtener de ellas el protoplasma bacteriano,
gseparar el protoplasma de los materiales de las paredes celp
lares, y extraer la protcdina de dicho protoplasma. A efec-

tos comparativos, ls fraccidn de endotoxina que se encuentrs,
en el material de las paredes celulares, también es extraido
en muchos de los trabajos experimentales.

La etapa de dividir o desintegrar las células puc-
de ser llevada g cabo por uno cuslauiera de varios métodos,
esto es, por divisidn celular mediante Zeolite, por desinte
gracién celular mediante presidn mecdnica, ¢ por divisidnn
celular mediante congelacidn y fusidn. A continuscidn se
dardn ejemplos detallados de cada uno de los métodos. ElL
aislsmiento de la protodina del protoplasma bacteriano es
efectuado preferiblemente por extraccién mediante fenol,in
dependientemente del método untilizado para desintegrar o
dividir las células.

Los siguientes son ejemplos operativos especificos
pare la produccidén de protodina de. acuerdo con la presente
invencidn..

EJEMNPLO 1,

Etapa de desintegracidn.

a) Por divisidn celular mediante Zeolita.

Se congela y divide células de E. coli (95,5 g)
recién cosechadas, con 100 g de Zeolita 3A pulverizeda (silj
cato de sodio y aluminio cristalino y deshidratado). Se
'aﬁade hielo seco triturado a la masa seca pera nantener la

S )
temperatura por debajo de 10 C, La mezcla es agiteda vtili-



zando un mezclador Hobart durante unos 20-25 minutos, a 4 C_
¥ hasta obtener una mass pulverulenta.

A esta masa sélida se le afiade 500 ml de una solu
cién salina fisiolégica y la suspensibn es agitada a 400 du-
rante 5 minutos.

Después de centrifugacidn a aproximadamente 28000
X G durante una hora a 400, el liquido sobrenadante claro
tiene un contenido sélido de 19,2 mg/ml (%,68 g), después
de substraccién del contenido salino.

El extracto celular es clarificado ulteriormente
por centrifugacién a aproximadamente 78000 x G g 400 duran
te 2 horas en una centrifugadora Spinco Modelo L.

El extracto, que contiene 15,8 mg/ml de sélidos
(5,77 g), es utilizado para la extraccién con fenol, descri
ta a continunacidn,.

b) Por desintegracidén celular mediante presidn mecdnica.

Se lava 95,3 g (peso himedo) de células de E. coli
recién cosechadas, 4os veces con porciones de aproximadamens—
te 300 ml de solucidn salina fisiolégica a 4OC y se centri-
fuga durante 30 minutos a aproximadamente 30000 x G. Las
células lavadas (69,5 g) son suspendidas en 650 ml de solu=
cibn salina fisioldgica y,el volumen es ajustado a 700 ml
con solucién salina. ELl contenido s6lido es de 23,8 mg/ml
(16,6 g) después de deduccidn del contenido salino.,

Lg desintegracidn en el fraccionador de células
Ribi (Modelo CFLl) es llevada a cabo a aproximedamente 2110
kp/em , con una velocidad de circulacién de gas de 59,5 3

. " 0
por hora, a temperaturas varigbles de 7 a 10°C. La suspen-



sién resultante es centrifugada a aproximadsmente 48000 x G
durante una hors a 400 para separar el rmaterial de las pare-~
des celulares del material protoplésmico. |

La fraccidén de protoplasma bruto es clarificads
por centrifugacidn a aproximadamente 78000 x G durante 2
horas en una centrifugadore Spinco modelo L, ¥y luego utili--
zada pars la axltraccidén mediante fenol.
¢) Por @ivisidn mediante congelacidén o fusidn.

Se congela 95,5 g de células de E. coli reciente~
mente cosechadas. Las células congeladas son suspendidas
eﬁ 250 ml de agua estéril y la mezcla es dispersada en un
mezclador Waring, agitando durante unos 25 minutos a 400.
La suspensidn es centrifugada a aproximadamente 25000 x G
durante 1 hora a 4°C. El 1igquido sobrenadante ackoso btienc
vn volumen de 350 ml y un contenido sélido de 15,5 mg/ml.

Este extracto acroso de células es cenbtrifugado
a aproximadamente 786000 x G en une centrifugadora Spinco
modelo I durante 2 horas g 4°C. El liquido sobrenadante
claro, que tiene un volumen de 290 ml y un contenido sdblido
de 15,5 mg/ml, es extraido subsiguientemente con fenol, de
acuerdo con el método del ejemplo II,

EJEMPLO II,.

Extracecidn con fenol,

Una fraccidn protopldsmica obtenida después de
desintegracidén celular por presidén mecédnica (1431 ml, conto-
nido sélido de 9,6 nmz/ml o 13,7 g de sbélidos en total), ca

! .
precalentada a 68 C y mezclada con un volumen iguel (1431
. . RN A o) -
nl) de fenol de 88% asimismo precalentado a 68 C., Lz mezcln

es agitada a 68°C gurante 30 minubtos y enfriada répidazonts
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o]
a 8-10 C. Después de centirifugacién a aproximadamente 4000
X G duranté 30 minutos, las fases son separadas lg una de

, 0
la otra. La fase fendlica es precalentada g 68 O y agitada

durante 10 minutos con un volumen igual de agua precalentada
Las fases son separadas por centrifuzacidn t2l como anterior
mente,

La fase fenélica lavada es mezclada con 60 ml de
solucidn saturada metandlica de acetato sédico. Se utiliza
chatro volimenes (6000 ml) de alcohol metilico para precipi-
tar un s6lido esponjoso que es aislado pvor centrifugacidn
a aproximadamente 28000 x G durante una hora a 4°C. El re-
siduo es suspendido en agna, dializado contra agha destilada
fria corriente durante 48 horas a 4°C y liofilizada. La
produccidén de material protopldsmico soluble en fenol (Proto
dina) es de 1,46 g de un s6lido amorfo e incoloro.

La tabla 1 siguiente, presenta un nimero represen
tativo de fracciones de protodina de la presente invencién,
ademés de las caracteristicas de las mismas, EL contenido
de biuret es indicativo de la cantidad de material proteing
ceo presente., EL contenido de varbohidrato indica la canti—
dad de polisacédridos presente en la fraccién. El ensayo de
dcidos grasos libres (FPA) es una medida del contenido de 14

pidos.
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Origen divieidn C H

E: coli ¥PC x 48.35 6.48 l5é§9 24,30
R, coli 172G 48.55  6.59 1555 26.7
E, coli 10 - - .{ -

2. coli PG 49.36  6.85 15.37 21.56
, coli 1PC 48.68 6.58 15.13 25.95
=, coli ¥PC - - - -

=, coli Zeolita  49.15 7.22 15.78 27.49
A, xerosis PC 49,31 7,01 15 60 26.85
S. mercescens 3PC 49.75 6.97 15 P8 25.40
S. marcescens IPC 49.47  T.37 15 27 24.67

E. ¢0li (ongelacidn-fusién

x 1PC: Dagintegracidn celular por presidn mecdnieca.
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¢ Determinado por el método del triptofano / Padin et al., Frac.

: Expresado coxzo palmitato metilico y determinado por el m +odo

’ o e
ctensidn, Eébo milimicras (NeCH 0,1N),

or el método de Elson ¥ lMorgen (Biochen, J., 27,



H' 0 P Proteinal Carbohidratoz FFA3 Edr Glucosamina5
15.50 24,30 0.59  94.19 0.61 0.45 22.9 0.62
15.55 26.70 0.33  99.90 0.30 0.78  15.8 0.76

- - - 100,20 . 1.49 - - R
15.37 27.56 - 93.95 0.62 0.43 15.3 0.50
15.13 25.95 0.22 94,89 0.81 0.28 14.0 0.44

- - 027 86,50 0.5 0.18 12.4 1.00
15.98 27.43 0.0L  95.40 0.98 0.06 9.7 nada
15 60 26.85 0.33  85.70 0.20 0.06 10.3 1,10
15 |88 25.40 0.13  97.60 0.20 0.24 11.7 0.48
15 27 24,67 0.09 80,0 1.80 1,123 11.5 0.63

- - - 95.43 1.15 0.27 - -

iuret /“Gornall et el., J. Biol Chem., 177, 751 (1948)7.
3t al,, Prac, Soc, Exptl, Biol. Med., 84, 288 (1953)_7.

o1 el @ todo de cromatografia gas-liquido de Knivett y Cullen, Biochem, J. 96, T7L,

!H‘I)n

nen, J,, 27, 1824, 1933).



La capacidad de la protodina para favorecer la
resistencia no especifica contra las infecciones en anima-
les de sangre caliente es evaluada en ratones de la razs

Swiss Webster, utilizando Salmonella typhimurium, Salmonella

typhosa, Salmonella enteritides, Pssudomonas aeruginosa,

Dinlococcus pneumoniae y Steptococcus mastiditis como agen-

tes de infeccién., La protodina es suministreda intraperi-
tonealmente d 5 niveles de dosificacién distintos. Se ubili
za grupos de 20 ratones para cada nivel de dosificacidén y
la protodina es administrada en una inyeccidn unica, 24 ho-
ras antes de la infecciln, Los microorganismos, a excepciba

de la Pseudomonas geruginosa, son administrados intraperi-~

tonealmente. En el caso de la Pseudomonas aerbsinosa 1os

ratones son infectados intravenosamente, 48 horas después
del tratamiento con la protodina. Con todos los microorga-
nismos, el nimero de células viables administrado, es ajusg-
tado en titulaciones preliminares para producir muertes en
90% de los animales dentro de las 48 horas. Cuando el 90
de los animales de control no tratadds han muerto, nsualmen
te 24 a 48 horas después de la infeccidn, se calculz la do-
sis media de proteccidén (PD O), esto es, la dosis con la
cual sobreviven el 50% de lgs animzles tratados. Cada expe-
rimento es repetido de 3 a 5 veces con resultados similares.
Los resultaedos estén relacionados en la tabla II

signiente;
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AUMENTO DE LA RESISTENCIA A LA INPECCION EN RATONES,

PRODUCIDOS POR LA PROTODINA PREPARADA DE ESCHERICHIA COLI.

Organismo

Salmonella
typhosa

Salmonella
typhinnrinm
Sglmonella

— e e e

enteritiais

Diploceccus
prneumonisae

Pseudomonas
aeruginosa

Sefondiviot 5 i pustitio

Streptococcus

Ninmero de orsa
nismos viables

mastitidis

adninistrados
4.55 x 10°
1.12 x 10°
1.3 x lO8
7.0 x 103
4.6 x 107
9.7 x 10t

. Protoding
D KA

méyig giﬁ%ﬁiizgeﬁﬁ
0.032 0.015 - 0.067
0.052 0.030 -~ 0,090
0,059 0.0}8 - 0,093
0.29 0,16 -~ 0.51
0.44 Q.27 - C.70
0.59 0.33 = 1.05

x Dosis que protege el 50% de los animales contra muerte pox

infeccidn.

xx Iimites de confianza de 95%.

Ie pirogenicidad de a protodina es evaluada en

conejos albinos de Nuevae Zelanda machos, utilizando l=a téom

nica de Landy et _al

(Fed. Proc., 1957, v 16, 857). Le prote

dina, en dosis de 0,5 microgreamos por kilogramo, produce vn

. 0 .
aumento méximo de temperatura de 0,44 + 0,0557°C, substancial

mente mds bajo que los velores denuncisdos para las endotoxi
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nag.

En adicién, la protodina sparece pricticamente
atéxica, Los ratones toleran wna dosis de 400 mg/kg, in-
traperitonealmente, sin ningln cambio discernible en as-

pecto o comportamiento.

-NOTaA

Se reivindicea como objeto de la presente paten-'
te de invencidn:

1. Procedimiento para la obtencidn de fracciones
bacterianas, caracterizad¢ésencizlmente bor el hecho de go-
meter una preparscidn Que comprende céluias bacterianas‘a
un proceso de divisidén o desintegracién celular, después
de lo cual el producto Obteﬁido es sometido a una fase de
separacién para aislar ei protoplasma'del materiel de las
paredes celulares, extrayendo finalmente dicho protoplag~-
ma para obtener la fraceidn bacteriana o protodina,

. 2. Procedimiento para la oﬁtencién de fracciones
bacéerianas, segin la reivindicacidn 1, caracterizado por
el hecho de que la preparacidén de partida comprende bacte-

rias gram-negativas.

3. Proceédimiento para le obtencidn de fracciones

. bacterianas, segin las reivindicaciones 1 y 2, caracteriza-

do por el hecho de que los micro-organismos gram-negativog

son eleéi@os de entre el grupo formado bor Achromobacter
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Xerosis y Serraiia -marcescens.

4. Procediniento para la obtencidn de fracciones

bacterienas, segin las reivindicaciones 1 y 2, caracteriza-

do por el hecho de utilizar cultivos de bacteria gram-nega-

tiva Escherichia coli.

5. Procedimiento para la obtencidn de fracciones
bacterisnas, seglin la reivindicacién 1, caracterizado por
el hecho de que la divisién celuler es realizada medisnte
Zeolite 5 por congelacidn y fusidn.

6. Procedimiento para la-obtencién de fracciones
bacterianas, segin la reivindicacidn l,'caracteriéado por
el hecho de que la desintegracidén mecdnica es llevada g
cabo pér medio de presidn mecdnica.

7. Procedimiento para la obtencidn de fracciones
bacterianas, segln la reivindicacién 1, caracterizado por
el hecho de que el protoplasma es separado del material de
paredes. celulares mediante clarificacidn.

‘ 8. Procedimiento pare la obtencidén de fracciones
bacterianas, segin la reivindicacidn 1, ceracterizado por
el hecho de que la protodina es aislada del materigl de pro-
toplasma por extraccibén mediante disolventes. ‘

9. Procedimiento para la obtencidén de fracciones
bacterianas, segln las reivindicaéiones 1 y 8, caracteriza-
do por el hecho de que la extraccidn de ia protodina se
realiza mediante fenol.

10. Procedimiento pera la obtencidn de fracciones

bacterienas.

Todo ello segin queda descrito y reivindicado

T -
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en la presente memorie descriptiva que consta de trece
hojas foliadas escritaes a méquina por wna sola cara.
- Barcelona, 27 de agosto 1968
CARTER-WALLACE, INC.
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