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1 Este invento se refiere a un método para reducir
las propiedades antigénicas asociadas con el ácido 6-amino- 

penicilánico y las penicilinas y sus derivados, obtenidos 

" por procesos de fernennación.
5 El ácido 6-aminopenicilánico y las penicilinas y

1 sus derivados obtenidos por procesos de fermentación como 
: los definidos más adelante y aislados por métodos convenció 

!¡ nales, contienen impurezas fuertemente antígenas. Estas im- 
' purezas causan conocidos inconvenientes cuando las penici- 

ÍO ' linas (que pueden haber sido preparadas a partir del ácido 

6-aminopenicilánico) son utilizadas cono agentes terapéuti­
cos, por ejemplo pueden producir shock anafiláctíco en los 

- pacientes. Por lo tanto, un objeto del presente invento es 
' proporcionar un procedimiento para degradar estas impurezas 

lg antígenas de forma que.la inmunogenicidad del producto y su 
reactividad con anticuerpos específicos se reduzcan en gran 

parte.
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Por consiguiente, el presente invento proporciona 
un procedimiento para la degradación de los materiales antí- 

g<enq3 ,en.el ácido paninopenicilánico y penicilinas y sus 
derivados, obtenidos por un método de fermentación como el 
descrito más adelante, cuyo procedimiento consiste en poner 
en contacto una solución acuosa que contenga dicho ácido 
6-aminopenicilánico o penicilina o sus derivados con un de­
rivado insoluble en agua, como mínimo, de un enzima proteo- 
lítico por lo menos.

Debe entenderse que el proceso de degradación puede 
ser aplicado a: (1) penicilinas producidas por fermentación 

directa en presencia de un precursor de cadena lateral, (2)
y  t

acido 6-aminopenicilanico preparado por fermentación directa
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en un medio nutritivo sintético, (3) ácido 6-aminopenicilá- 

nico preparado por hidrólisis enzimática de una penicilina, 
(4) ácido 6-aminopenicilánico o un áster del mismo, prepara 
do por separación química de la cadena lateral de una peni' 

cilina o (5) penicilinas o sus derivados preparados a par­

tir de ácido 6-aDiinopenicilánico no tratado previamente por 
el procedimiento de degradación; las penicilinas pueden ser 
preparadas por acilación directa del ácido 6-aminopenicilá 

nico y purificadas directamente o convertidas en derivados 
estrechamente relacionados, por ejemplo el producto de reacj- 

ción de %-aminobencilpenicilina con acetona, cuyo derivado 
es sometido al procedimiento de degradación.

Los derivados de enzima insolubles en agua son pre­
parados por métodos conocidos, por ejemplo por los métodos 
descritos en las memorias de patentes inglesas n2 916.931 
y 1.062.596. De preferencia, el enzima proteolítico utiliza-}- 
do es la pronasa, que es aislada del Strentoavces grisetts 

y tiene una amplia especificidad. El enzima puede reacciona^, 
por ejemplo, con bromoacetilcelulosa o combinarse con 

,yCM-Sephpdex ("Sephadex" es una marca registrada), en pre­
sencia de un reactivo foroador de amida adecuado, tal como 

carbo-di-imida. Los derivados insolubles en agua conservan 

la actividad del enzima madre,- pero en uso permanecen en 
forma insoluble en agua y por lo tanto pueden ser utilizados 

en procedimientos continuos en columnas y otros equipos.
Puede encontrarse presente más de un enzima en la forma in­

soluble en agua para ampliar la gama de actividad, con el 
mayor grado de degradación consiguiente de los antígenos 
proteináceos en el material de partida.

Con la pronasa insoluble en agua, el procedimiento se
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realiza preferiblemente a pH 7-8 para obtener los mejores 
resultados y la digestión de los materiales proteináceos se 
produce rápidamente, probablemente en 1 a 3 horas.

La eficacia de la pronasa para degradar las impure­
zas antígenas proteináceas encontradas en el ácido 6-amino- 
penicilánico ha sido demostrada mediante ensayos realizados 
con una fracción antígena aislada, que fue tratada con pro­

nasa. Los ensayos consistían en la electroforesis y croma­

tografía de la fracción tratada y demostraban que se compor­
taba como una mezcla de aminoácidos. Por diálisis de la frax 
ción tratada quedaba solamente un retentato de pronasa, míen 
tras que la fracción inicial no era dialicable en un ensayo 

de control. 1-Iaáiante el ensayo ACP se ha establecido que no 
se han producido anticuerpos en los animales inyectados con 
la fracción tratada. La eficacia de la pronasa no es afecta­
da cuando la fracción antígena se mezcla con un gran exceso 
de ácido 6-aminopenicilánico, es decir en la situación corrí 
pondiente a la del ácido 6-aminopenicilánico comercial. Se 
encontraron resultados similares sobre la eficacia de los 
derivados de pronasa insolubles en agua en los ensayos rea- 
lizados con remesas de ácido 6-aninopenicilánico y penicili­
nas, tales como la bencilpenicilina y la* %-aminobencilpeni- 
cilina.

Los siguientes ejemplos ilustran el invento:

BJE.IPL0 1
Las fracciones de impureza antígena previamente ais­

ladas del ácido 6-aminopenicilánico comercial utilizando un 
tamiz molecular fueron sometidas a los siguientes ensayos:

Se disuelven 1,5 og de la fracción en ácido clorhídrj 
co 5,7 N y se hidroliza a 1050 + 1^0 durante 16 horas. El

4  -
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producto se examina con un analizador de aminoácidos.

Otros 1,5 mg de la fracción se disuelven en 0,5 al 
de una solución reguladora 0,05 M de bicarbonato amónico a 
pH 7,9 y se agregan 10 gammas de una solución de 1,5 ag de 
pronasa por mililitro de la misma solución reguladora y la 

mezcla se incuba a 37°C durante 16 horas, después se evapora 
a sequedad y el producto se examina también con un analiza­
dor de aminoácidos.

En ambos productos se determina la presencia de un 

gran número de aminoácidos y algunos pequeños péptidos, pro-' 
bablemente dipéptidos que al parecer se forman. Los experi­
mentos demuestran que la pronasa carece de especificidad y 

degrada el material proteináceo a aminoácidos y pequeños 
péptidos de la misma forma que el tratamiento con ácido.

EJEMPLO 2

Se mezclan 2 mg de la fracción de impureza antígena 
(previamente aislada del ácido 6-aminopenicilánico comerciad 

empleando un tamiz molecular) en 1 mi de solución regulador:. 
0,05 M de bicarbonato amónico a pH 8,3 con 0,02 mg de pro­
nasa soluble en agua comercial y se incuba a 37°C durante ** * * * *

-  5 -

22 horas.
La mezcla digerida presenta una capacidad considera­

blemente reducida para provocar la formación de anticuerpos 
como indican los ensayos ACP en cobayas Jh los ensayos de 
control se utiliza (1) la fracción de impureza antígena sii 
tratar en la solución reguladora y recién preparada antes 
de la inyección y (2) 2 mg de la fracción de impureza anti- 

gena tratada en la forma antes descrita pero sin adición de 
pronasa.

Los resultados están indicados en la siguiente Ta-

t¡

30
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bla 1.

Tiempo
(días) Grupo

TABLA 1

N2 de animales positivos 
por n2 total de animales 

probados

Diámetro de 
la mancíia 

(mm)

10 A 0/4 0
B 0/4 0
C 0/10 0

18 A 2/4 10
B 1/3 10
C 0/9 0

24 A 3/4 25
B 2/3 25
C 0/9 0

54 A 3/3 30
B 3/3 30
C 1/8 23

90 A 3/3 26
B 3/3 28
0 2/7 18

134 A 3/3 27
B 3/3 28
C 2/7 20

A - fracción de impureza antígena sin tratar 
B = fracción incubada sin pronasa 

*'*...*.*. C = fracción incubada con pronasa.
En el experimento se utilizaron tres grupos de co­

bayas, empleándose cuatro cobayas en cada uno de los gru­

pos A y B y dies cobayas en el grupo C.
Los animales del grupo A fueron inmunizados con 

0,25 ol de la mezcla incubada a partir de la fracción de 
impureza antígena y pronasa, mezclada con 0 ,2 5 mi de un 
auxiliar completo de Freund. Los animales de los grupos B 

y C fueron inmunizados de forma similar con soluciones pre­

paradas para los ensayos de control como se ha descrito an­
teriormente.
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A los intervalos indicados se sangraron los anima­
les y les sueros obtenidos se congelaron hasta su utilización. 
Los ensayos de anafilaxis cutánea pasiva (ACP) se realiza­
ron en cobayas albinas (pesando 250-300 g). Se inyectaron 

unas cantidades de 0,1 mi de antisuero por vía intradérmica 

y 18 horas más tarde los animales fueron tratados con 1 mi 
de una solución recién preparada de la fracción de impureza 

antígena sin tratar (1 mg/ml en solución salina), mezclada 
con 1 mi de una solución al 1 % de azul de Evans. Los diáme­
tros de las manchas fueron registrados al cabo de 10 minu­
tos.

EJEMPLO 3

El efecto de la pronasa sobre las propiedades anti- 
génicas de una fracción de impureza antígena (previamente 
aislada del ácido 6-aminopenicilánico comercial empleando 
un tamiz molecular) fue determinado en ensayos en la piel 

y los resultados están indicados en la Tabla II.
TABLA II

.30' + ' Óántidad* de antígeno 
inyectado (y )

Diámetro medio de la mancha de reac- 
ción (mm) (después de 24 horas)

Fracción de impu Fracción de impu­
reza no tratada reza tratada con 

.__________  _____ oro nasa_____

50 . 2 0 9
10 17 3

5 15 2

2,5 11 0

1 10 0

0,5 5 0

0,05 0 0

30 Se inmunizaron 8 cobayas con la fracción de impureza
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no tratada en la forma desbrita en el Eje apio 2. Al cabo de 
20 días, alcanzaron un nivel uniforme de anticuerpos en el 
suelo determinado-por ensayos ACP. Al cabo de ese tiempo, se 
realizó una determinación en la piel de cada animal con 

0 ,05-50 gammas de la fracción de impureza en 0,1 mi de solu­
ción salina o con una cantidad equivalente de una fracción 
previamente digerida con prenasa (disuelta en bicarbonato 

amónico 0 ,05 M, tratada con pronasa e incubada durante 22 

horas a 37^0, como se describe en el Ejemplo 2). Las manchas 
de reacción se midieron 24 horas después del tratamiento.

BJBmPLO A
Se realizaron experiencias semejantes a las des­

critas en el Ejemplo 2 con mezclas de (A) ácido 6-aminopeni 
cilánico y 1 % de la fracción de impureza antígena y (B) 
ácido 6-aminopenicilánico, 1 % de la fracción de impureza 
antígena y pronasa (al 2 % sobre la cantidad de proteína de 

la fracción de impureza) y los resultados están indicados 
en la Tabla III.

TABLA III
,20 ,.

28

30

!iempo 
'días) Gruño

NS de animales positivos por 
n& total de animales Tratados

Diámetro de la 
mancha (mm)

10 A 0/4 0
B 0/4 0

18 A 2/4 10
B 0/4 0

24 A 3/4 23
B 0/4 0

38 A 4 /4 23
B 1/4 20

85 A 4/4 22
B 1/4 18

130 A 4/4 26
B 1/4 20

.... - - - ....— ..... --------
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La inmunogenioidad fue determinada por ensayos ACP, 

en la forma descrita en el Ejemplo 2.
HJEHPLO 5

Se determinó el efecto de la pronasa sobre la valora­

ción del antisuero contra una fracción de impureza antígena 
obtenida a partir de ácido 6-aminopenicilánico comercial y 
los resultados están indicados en la Tabla IV.

TABLA IV

Diámetro medio de la mancha (cm)
Dilución del suero Sin tratar Tratada con uronasa

1:5 26 21
1:10 25 17
1:20 21 14

1 :5 0 19 12

1:100 17 10

punto final

1:250 12 0

'1:500 10 0
1:1000 7 0

'20 ' * i:2000
punto final-

4 0

Control: suero nor­
mal de cobaya diluí . 0 . 0
do 1:5

25

30

Una mezcla de antisueros positivos contra la fracción 
de impureza se diluye con solución salina como indica la 

Tabla. Se inyepta intradermicamente un volumen de 0,1 mi 
de la solución diluida a dos grupos de 4 cobayas cada uno. 

Uno de los grupos se trata al cabo de.18 horas con 1 mi de 
solución conteniendo 0,1 mg de la fracción de impureza y 
1 mi de azul de Evans en solución salina. El otro grupo se

t
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trata con una cantidad equivalente de fracción de impureza 
tratada con pronasa insoluble en agua (obtenida por reac­
ción de pronasa con broaoacetilcelulosa).

3JE:,IPL0 6
Se determinó la reducción de la inmunogenicidad des­

pués de un tratamiento con pronasa insoluble en agua (a par 
tir de bromoacetilcelulosa y pronasa) en muestras de ben- 

cilpenicilina y ampicilina comerciales ylos resultados están 
indicados en la Tabla V.

TABLA V

Penicilina
G

Ampicilina

Tiempo
(días). Gruño

N2 de animales posi 
tivos por nS tonal 
de conejos supervi­
vientes inmunizados

Diámetro m 
dio de la *
mancha (mn

14 A 2/5 20
G 0/5 0

21 A 5/5 24
0 1/5 25

28 A 4/5 26
c 1/5 23

14 A 2/2 33
C 0/3 0

21 A 2/2 29
- C 0/3 0

28 A 2/2 30
C 0/3 0

25 !¡
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Unos grupos de 5 conejos se inmunizaron con 50 mg de 

la penicilina ensayada. El grupo A recibió unas muestras nc 
tratadas de las penicilinas mientras que el grupo C reci­

bió las penicilinas después de una incubación previa con 

un peso igual de pronasa insoluble (a 37 °C durante 22 ho­

ras en solución reguladora a pH 8,3). Las inyecciones se 
administraron por vía subcutánea en auxiliar completo de 
Freund (1:1). En el octavo y quinceavo días se administra-



,g/f
ron una3 inyecciones estimulantes de 50 mg do antigeno en 

auxiliar completo de Freund. Los conejos se sangraron en 

los días 1, 7, 14, 21 y 28 y el suero se conservó a -20°C. 
Los ensayos ACP se llevaron a cabo sobre los antisueros em­

pleando como antígeno peniciloil-BGG. .
EJEMPLO 7

Se agregan 300 mg de pronasa en solución reguladora 
de fosfato-citrato a pH 5,1 sobre 10 g de bromoacetilcelu- 
losa (peso mojado). La suspensión se agita suavemente duran 

te 30 horas a la temperatura ambiente (22°C)y se añade una 

gota de agente antiespuoante. A continuación se centrifuga 

la suspensión a 10.000 G durante 10 minutos y el precipi­
tado se vuelve a suspender en 30 mi de solución reguladora 

0,1 H de bicarbonato a pH 8,9. La suspensión se deja a 4°C 
durante 24 horas y después se centrifuga a 10.000 G duran­
te 10 minutos. El líquido que sobrenada se conserva para 

la medida de la densidad óptica. El precipitado se vuelve 

a suspender en 2-aminoetanol 0,05 M en solución reguladora 

0,1 M de bicarbonato a pH 8,9. Finalmente la preparación 
*&e-Centrifuga de nuevo y se lava en cloruro sódico 0,15 M 

hasta que el líquido que sobrenada no presenta densidad 

óptica a 280 nyi.
La actividad catalítica de la pronasa combinada se 

determina empleando tirosiltirosina, triptofiltirosina o 
leucilglicina como substrato. La actividad frente a estos 

substratos es determinada cromatograficamente en función 

del tiempo, empleando pronasa soluble como control.
EJEMPLO 8

Se disuelven 1,5 mg de una fracción de impureza pro­
cedente de una muestra de ácido 6-aminopenicilánico comer-

-1 1  -
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cial en 0,5 tal de solución reguladora 0 ,05 M de bicarbona­

to amónico a pH 7,9 y se agregan 10 gammas (0,01 mi) de una 
solución que contiene 1,5 mg/ml de pronasa (como material 

insoluble en agua) en la misma solución reguladora. La mez­
cla se incuba a 37 °C durante 16 horas con suave agitación, y 
después se evapora a sequedad.

En este ensayo se encuentra que la pronasa insoluble 

en agua puede ser utilizada repetidamente sin pérdida apa­

rente de actividad. Por ejemplo, el material obtenido a par 
tir de bromoacetilcelulosa se utiliza cinco veces durante 

10 meses. Después de cada uso, el material se lava en solu­

ción reguladora y después en solución salina y se conserva 

a 4-°C en presencia de iones calcio para estabilizar el en­

zima.
En estos ensayos, los materiales insolubles en agua 

obtenidos a partir de pronasa y carboximetilcelulosa o car- 

boximetil-Sephadex son menos eficaces que el material obte­
nido a partir de bromoacetilcelulosa.

EJEMPLO 9
.*.Una muestra de 2gde ácido6-amnqxnicnánix) comercial se 

disuelve en agua con adición de hidróxido sódico 3 N hasta 

pH 8,6 y después se diluye basta 20 mi. La solución se divi 

de en dos partes iguales, incubándose ambas a 37 durante 

20 horas, con la diferencia de que una de las partes contie 

ne 500 mg del compuesto de pronasa insoluble en agua (obte­
nido a partir de pronasa y bromoacetilcelulosa^ La solu­

ción que contiene la pronasa se centrifuga y se ajusta el 

pH de ambas soluciones a 4,3 con ácido clorhídrico 3 N y 

se conserva a 0°C durante 24 horas. De ambas soluciones se 

recupera ácido 6-aminopenicilánico sólido,-que se utiliza
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para inmunizar a conejos de acuerdo con el siguiente pro­

grama, midiéndose la respuesta a los anticuerpos:

Día 1 - 50 mg del ácido 6-aminopenicilánico en auxi­

liar completo de Freund (2 mg/ml de butiri- 

cum H) + 6 mg del ácido 6-aminopenicilánico 

en solución acuosa (a 6 x 0,1 mi de una solu­

ción de 10 mg/ml), todo ello subcutáneamente. 

Dia 7 - 40 mg de ácido 6-aminopenicilánico, por vía 

subcutánea, en auxiliar completo de Freund. 

Los resultados están indicados en la Tabla VI.
TABLA VI

Material

Indice de hemoaglutinación. Recí 
proco contra erythrocytes de co-

o 7 14 21 28
Acido 6-amino 1 **75** 2043 Ì64ÓO 512

18 penicilánico"
de control 2 0 256 512 200 256

3 0 64 1024 100 128

Acido 6-amino 4 0 6 128 32 64
penicilánico
tratado con 5 0 4 4 8 8
pronasa

20 - 6 . 0 0 0 4 128

Los resultados demuestran que se produce una notable

reducclón en la innunogenicidad del ácido 6-aminopenicilá­

nico comercial (que era una remesa con una gran inmunogenic 

dad) después del tratamiento con pronasa insoluble.

En resumen, la Patente de Invención que se solicita 

recaerá sobre las siguientes:
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la degradación de los mate 

ríales antígenos en el ácido 6-aminopenicilánico y en las 

penicilinas y sus derivados obtenidos por un mótodo de fer- 

nentación como el descrito anteriormente, cuyo procedimien­

to consiste en poner en contacto una solución acuosa que coi 

tiene el ácido 6-aminopenicilánico o la penicilina o sus 

derivados antes citados con un derivado insoluble en agua, 

como mínimo, de un enzima proteolítico por lo menos.

2. Un procedimiento según la Reivindicación 1, en 

el que el enzima proteolítico es pronasa.

3. Un procedimiento según las Reivindicaciones 1 ó 

2, en el que el derivado insoluble en agua se obtiene a 
partir del enzima y bromoacetilcelulosa.

4. Un procedimiento según las Reivindicaciones 1 ó 

2, en el que el derivado insoluble en agua se obtiene a 
partir del enzima y carboxinetil-Sephadex o carboximetil- 

celulosa.

5.. Un procedimiento según cualquiera de las Reivin-* -.t . < * . . .
dicaciones 1 a 4, en el que la degradación se realiza a pH 
7-8.

6. Se reivindica por último, como objeto sobre el - 

que ha de recaer la Patente de Invención que se solicita:

"UN PROCEDIMIENTO PARA LA DEGRADACION DE LOS MATERIALES AN 
TIGENOS EN EL ACIDO 6-AMINOPENICILANICO".
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