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PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE PRODUCTOS PROTEINICOS
CON MEJORADAS PROPIEDADES DE CONSERVAGION.

; $Sodleitands PARBENFABRIKEN BAYER AKTIENGESELLSCHAFT, entidad
4
. alemans, residente en Leverkusen-Bayerwerk,

" Repdblica Federal Alemana.,

En el almacensmiento de 6rgenos y tejidos, par-
ticularmente aquellos que se hun de ufilizar pare trasplon- '
tes, frecuentemente, surgen &ificultades causadas por el
hecho de que estos 6rgenos y tejldos son destruidos en ma-

5e yor © menoxr escala por autol:téiz post-morten y como conse-
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cuencia son ihx’xtiﬁlaapam el fin ant;erioﬁriento menclonado.
lasg ‘prote'asas que contlenen hongos y baoteriaa; pueden len-
blén tener idéntico efeoto destructor. Condiciones simila-
res predominan en el casgo de alime'n“cos que pueden llegar
iguelmente a ser intGtiles por la aceidén de proteasas.

" Es clerto que los efectos indeseables anterior-
mente mencionados pueden evitarse mds o menos mediante agen-
tes de conaewgcién c;onocidos, pero el inconveniente de es-.
tos métodos consiste en que le mayoria de los agentes de
conservacién normales no son bien tolerados por el organis-~
mo. ~ . | e, .

Se ha encontrado ahora que los 6rganos, tejidos'z;
alimentos pueden conservarse mediante inhibidores bioldgi.-
cos de prb‘cea.sas. ' '

Estos inhibidores biolégicos de proteasas poseen
la gran ventaja de que son gceytados por el organismo vire
tualmente sin ninguna complicacidn. Sin embargo, y de for-
ma mé.s importante, los mismos poseen el efecto de conserva-
cldén deseado en un grado elevado.

A este respecto, el término “inhibidores bioldgl~
cos de proteasas" comprende los inhi'ﬁidores obtenidos de
6rganos animeles, particularmenté el conocido inhibidor de
calicreina-tripsina, pero también los inhibidores de pro-
teasas de origen vegetel, por ejemplo, los obienidos a par-
tlr de patatas y 1eguminosaa.‘

Los 6rgenos y tejidos que pueden conservarse de
acuerdo con la invencién son principalmente el higado, ri-
fién, corvezén, pencreas, pulmén, piel y hueso modular.

Los inhibidores anteriormente mencionados se uti-

lizen preferentemente en soluciones acuosas. Los frganos,
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tejldos y alimentos que ge ;Z conservar pueden colo~
carse en estas soluclones acuosas, pero es posible también
inyectar las soluciones acuosas en estos Srganos, etc., o
permitir que les mismaes fluyan & 4ravés de los érgenos. Sin
embargo, tembién es posible poner los inhibidores en forma
g6lida y cuendo sea necesario, con sustencies de vehiculo,
en contacto con log 6rganos que han de ser conservados.

Cuando las soluciones acuosas se utilizan para
realizar la conservacién segin le invenoién, incluso son su-
ficientes bajas concentraciones pars alcanzer el efeéto de=
seado. No obstente, en funcién de oasos especiales, puede
ser conveniente usar concentraclcnes mds elevadas.

EJEMPLO 1

Se extraen rifiones frescos de ratas sanas y se di-
viden en dos partes mediante una seccién central. Un grupo
de las mitades de rifiones se coloca en una solucién fisic-
16gica de sal comin y la otra mitad en una solucidén de sal
comin en mezclé con el inhibidor de caliereina-tripsina
(KTI) & una concentracién de 8 mg/ml. Ias mitades de rifio-
nes se almacenan en estas soluclones a temperatura ambiente
en condiciones estériles, se exiraen bajo condiciones esté-
riles en distintos tiempos después del comienzo del experi-
mento y se examinan en relacién & su estado intacto por me-
dio de métodos histolégicos normales, asi como por métodos
de histoquimice de fermentos. Ias piezas de tejido se cor- '
tan en el criostato para la histoquimica especial de fer-
mentos, o se fijan con formalina tamponada neutramente 0 se- -
&in WOLMAN, El material fijado segin WOLMAN se embebe en
parafina sobre benzoato de metilo y se emplee para histolo-

gia normal, El material fijado en formalina se corta en con-
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gelacién sirviendo para la preparacidén de hidrolé.sas;

Se prepararon los sigulentes férmentos:
FADH-oi tocromo-c-reductasa (NATH-C-E), lactato dehidrogens-
g8 (LIH), glucosa-6-fosfato-dehidrogenase (G6PDH), succino-

-dehidrogene.saﬁ(sm), citocromoxidese (C0), esterasas sin

especificar (UE), fosfatasas alcaiinas (AP) y fosfatasas
acidicas (SP). El andlieis histoquimioo de las hidrolesas
se 1leva a cabo de acuerdo con A.G.E. PEARSE / "Histoquimi-
ca; Tedrica y Aplicada", 32 edieién; J.a.A. Churchill Ltd.
(Londres, 1968)7 y los de las otras enzimas de acuerdo con
T. BARKA y P.J. ANDERSON / "Histoquimica; Teorfa, Préctisae
v Bibliogrefia"; Harper y Row, edifores, Inc.§ New York
(1963)7. Ia coloracién histolégica se realiza por colora-
cién con hematoxilineosina (HE) y la coiozjacidn de GOLDNER,
El plas.ma‘ se coloreé sustancialmente en forma més

suave con HE después de una incubacién de 6 horas en ura

~solucibén fisioldgica de sal com\ih; las célulasz tubulares

poseen une apariencis hinchada. Tiene lugar un fuerte aflo-~
jemiento por todo el tejido. La actividad de LDH, NADH-C-R
¥y SﬁH no ha disminufdo a’in inequivocamente pero existen ya
irrégularidades de forma y densidad de la grénula. Con
G6PIH se observan cé.mbios gimilares, especialmente en la
zona yuxta-medular, El'ahélisi.s de CO resulta en una colo-
racién lléna de menchas, Con UE tienen luger una distribu-
cién y cosgulacién irregular de la materie coloreade en el
aparato tubuler; la actividad en la médula he disminuido.
Ia coloracién de SP éonducé a una actividad reducida y a
una grenulacién més burde. |

' Deépués de un almacenamiento durante 6 horas en

una solucién de KTI, solemente se verifioa una pequefia pér-
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dida en capacidad de coloracién con HE, pero siempre rosul—

ta une preparscién clere; dificilmente se observa un hinocha
miento. Las aberturas de las tubulas poaeen une linea més
definida de demarcacién, Ia colorecién de las enzimas ante-
riormente mencionadasg no se desvié generalmente de la foto-
grefia normel. La actividad es fuerte y uniformemente dis-
trituida, El grenulado de tinfe se conserva blen generalmen
te.

Después de 24 hores més de progi'esidn de la auto-
1isis se encontrd sin KTI. El nfGcleo comenzd & oscurecer y
la mesa del mismo no pudo colorearse més, particularmente
en las secciones internas de las piezas de tejido. Las tu-
bulas exhibian solamente delgadas paredes. La abertura no .
tenia una apériencia mucho mds compacte. El rango total de
tejido muestra el comienzo de un fenémeno de desintegracién;.
igualmente, el tejido intersticial de conexién se desintegre
sustancialmente. Después de coloiacién por LDH, NADH-C-R,
SIH y €0, las particulas de tinte se aglomeren dando una
mase homogénee y el nlcleo no se encuentra mucho més clera-
mente demarcado. Ia actividad de G6PDH se reduce sustancial=~
mente. Ias UE han desaparecido completamente. Las AP se
encuentran todavia parcialmente-presentes con una fuerte
activided, pero solamente en la forma de borfones aglomera-
dos. Iag SP tienen una colorecidén homogénee con una activi-
dad fuertemente reducida. | |

Las estructuras nucleares se encuentran casi to-
das ellas bien conservadas ain después de 24 horas bajo la
acoién de KTI. Bs exmcto que‘los primeros sintomes de prin-
cipio de autolisis comienzan a evidenciarse, pero el tejido

posee una apariencia compacta y el intersticlo se encuentre
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enzimas coloreadas es generalmente mds wniforme. La mctivi
dad es sustancialmente mejor conservéda. Sin émbargo, pue-
de reconocerse ya une tendencia ée disminuéién.de la G6PIM
¥ las UE no pueden detectarse mds. Ia diferencia en compa~
racién con el control gin KTI es particularmente evidenciz
ble en el caso de laé SP cuya actividad y estructura se en
cuentran todavia bilen conservadas.

La descomposicién completa se verifica sin XKTX
después de 5 dias. Ia preparaoién es casl incolore con HE

y solamente son evidenciables atin niicleos aislados. Ios con

tornos ya no pueden reconocerse. f[a coloracién pare LIH y

NATH-C~R resulta éolamente en masas homogéneas. Ya no rreden
detectarse CO y AP, Ias SP muest;an todavia une actividad,
pero sin estructuracibn.

Después de almacenar durente 5 dias con KTI, son
todavie reconocidas estructures claras del tejidb de corte-
zas las tubulas hen mantenido sustancialmente su forma. ILa
coloracién para IDH y NADH~C-R muestra todavia una granula-
cién clara, En el caso de la coloracién de LIH, las glomu—
relaes se encuentren aun demarcadas por su negatividad. la
CO es todavia claramente detectable. La actividad de las SP
es mas fuerte y mejor distribuida que la de los controles.

EJEMPLO 2 '

Un tejido de higado de retas senas se corta en cu-
bos de 5 mm de longitud de lado y se almacena como en el
ejemplo 1 en una solucién de sal comin con y gin la adicilén
de KT'I. El procesamiento y exﬁmen ulteriores se lleven &
cabo como se ha descrito en el ejemplo 1.

Ias reducclones de actividad desiguales se encon-
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traron después de 6 horas con LIH, NATH-C~R y SIiH. En la
mayoria de las células la G6PIH estd sustancialmente redu-
cida; sin embargo, la estructurecién y negatividad de los
niicleos sge encﬁentran ain conservadas. En el caso de las UBE
se verifican unos precipltados llenos de manchas. En el ca-
80 de las SP la demarcacién de los capllares es confusa y
la actividad aparece estar heterogeneamente distribuida. .
Después de almacenar durante 6 horas en una solucién que

contiene KTI, no exhiben todavia ningin cambio las I.])H;

. NAIH-C-R, SIH y G6PDH. las UE han precipitado menos. Las SP

estén mds profundamente demarcadas y més uniformemente dis-
tribuidas que las de los controles. '

La descomposicién de la estructura tiene lugar
después de 24 horas sin KTI. Ios 1l6ébulos no se encuentran
ye tan distintamente demarceados; el seno tiene una demar-
cacién irregular y exhibe profundas indentaciones. La ‘acti-~
vidad de LIH, NATH-C-R, SIH y eapecialmente G6PTH se ka re-
ducido. En la colorecién pare SP, comlenza & ser evidente
un principio de descomposicién del sistema cenalicular,
junto con una fuerte reduccién en actividad. Después de un
almacenemiento de 24 horas en une solucién de KTI, la de-
marcacién de los 16bulos y seno es mis regular. Ie activi-
dad de LIH, NADK-C-R, SIH y G6PIH es, en general, compart-—
tivemente fuerte todevie, Tembién después de la coloracién
pare SP, la actividad es alin sustancialmenfe més fuerte y '
el sigtema canallcular aparece estar mejor conservedo.

Después de 5 dias, sin KTI, se encuentra en el
caso de _LIH, NATH-C-R y SIH una actividad de minima homo-
geneidad o apariencie llena de manchas. Solamente las SP

exhiben todevia una carga moderada de tinte. Una cierta deg
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composicién de esbructura se ha moébvudo ithorn on Ing mlo-
mes, ilncluso cuando sé almacens en una solucién de KPI. No
obstante, las LDH, NAIH-C-R yVSDH'muestfan todavia una may
cada actividad. Ia actividad cie SP es sustanclalmente més
fuerte que la de los controles.

EJEMPLO 3

Se extraen del esternon humeno 2 & 4 ml de médula

por medio de una cénula de puncidn. Ia médula se suspende

‘en el doble de su volimen de uﬁa solueién tirédica a la

cual, por ml, se han afiadido 15 mg de inhibidor de calicrei
ne/tripsine. La suspensién se almacena & ~2000 apm:m&édaf:-
mente. Cuando transeurrido un ago la suspensién se compéza
con una suspensién correspondienté‘de células de médula. -
las cuales fueron preparsdas sir la adiecién de un inhibi-
dor, pero por otra parte en idéntice forma, se encontrd en
esta suspensién, después de coloracién con agzul tripano o
cosina, mAs celulas muertas que en aquella correspondisnte
a la invenoién. | .

EJEMPLO 4

Un higado humeno destinado & utilizarse como
trensplante es rociado a través ﬁe Ja vena porta y arterie
hepédtice con una solucién tiréddica a la cual, por ml, se
habiaen afiadido 10 mg de inhibidor de patata. El tejido de
higado permenecidé en mejor estado qﬁe aquél de otro higade
que no fué tratado. Los cambios autoliticos histologica-
mente visibles se mantienen claramente otra vez.

| EJEMPLO

COnservaciénkde carne con iﬁhibidor de patata (XI)

1500 g de carne de vaca se mezclan después de mol

turar con la méquina de pleer carne con 30 co de cultivo de
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caldo de una cepa psicrofila de Pseudomonas putrefuciens
que contiens 2 x 106 gérmenes/oc. En cada caso 30 & do es-
te homogeneizado se mezclan con 70 g de agua esterilizada
(como control) o bien con una solucién del inhibidor de pa
tata (al 2 %) y bajo condiciones estériles se homogeniza
con el Ultra-Turrax. Los preparados se almacenaron & 32 du
rante periodos de tiempo diferentes y a continuacidén se
comprobé el erecimiento de los gérmenes.

Se comprobaron tanto los gérmenes aerébicos como
también anserébicos ya que la came como flore original
contiene bacterias de distintas aspecies.

Ios resultados reflejados en la tabla muestran
como el crecimiento de las bacterias anaéfébioas como
aerébicas se inhiben claremente por la influencia del in-

hibidor de patata.

Gérmenes / cc x 106

Comienzo del

ensayo 10 dins

2 dfas |8 dias

aerébicos

gérmenes

20.000
540

0,0 % KI
2,0 % KI

5,0
5,0

3,000
4,0

20,0
4,5

anserébicos

gérmenes

0,0 % KI
2,0 % KI

0,18
0,02

34,6
0, 0

158,0
0,3

20,

Pttt gt d

Descrita suficientemente 1a naturaleza del in-
vento, asi como 12 menere de realizarse en la préctica, de- °
be hacerse constar que las disposioclones anteriomente indi
cadas son susceptibles de modificaciones de detalle en cuan

to no alferen su principio fundemental., También se hace cong
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tar que el.invento corresponde a una solicitud de patente
presentada en Alamania con el n2 P 19 09 965.1 de 27 de f¢
brero de 1969, acogléndose por lo taﬁto a los beneficios
que con¢eden los Convenios Interﬁacioﬁgles en vigor, sien-
do lo que conatituye la esencia del referido invento por lo
que se solicite Patente de Invencidén por 20 aﬁbs en Espaiia,
gobre: PROCEDIMIENTO PARA IA PRODUCCiQN DE PRODUCTOS PROTEL
NICOS CON MEJORADAS ?ROPIEDADES DE CONSERVACION; caracteri-
zéndose por lo sigulente: '

1.~ Procedimiento para la produceién de productos
proteinicos con mejoradas propiedédes de conservaeién, cé—
racterizado porque en una primera etepa, se ponen en csﬁﬁgg
to, bajo condiciones estériles, dichos productos profé?qi-

cos con un inhibidor bilolégico de proteasas; y en una segun

. de etapa, se hacen reaccionar las enzimas existentes en di-

chos productos proteinicos con el citado inhibidor bicligi-
co, bajo condiciones normales de¢ temperetura y pH, pars lle
var 2 cabo la descomposicién de dichas enzimas.

2.~ Procedimiento segﬁnhla reivindicacién 1, ca-
racterizado porque el inhibidor biolégico de proteasas se
encuentre en une solucién acuosa.

3+~ Procedimiento segﬁn las reivindicaciones 1 y
2, caracterizado porque la solueidn acuose del inhibidor
biolégico de proteasas se inyecta en los citados érganos.

4 .- Procedimiento segin las reivindicaciones 1 y
2, caracterizado porque la ciiada solucién acuocsa del inhi-
bidor bioldgico de proteasas se hace fluir a través de los
6rganos.b .

5.=~ Procedimiento megun l& reivindicacién 1, ca-
recterizado porque dichos érganos se fratan con los citados

I/

\,/,
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inhibidores en forma sélida y, si se desen, con St b—
cias vehiculo. »
6.~ Procedimiento segin lag reivindicaciones 1 a
5, caracterizado porque como inhibidor bioldgico de protea-
ses se hace reaccionar un inhibidor de calicreina~tripsina,
7.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1 a
5, caracterizado porque como inhibidor biolégico de protea-
sas se hace reaccilonar un inhibidor de patata.
8.~ Procedimiento segin las reivindicaciones an-
teriores, caracterizado porque cdmo producto proteinico se
hace reaccionar higado humano.
9.~ Procedimiento para la produccidén de productos
proteinicos con mejoradas propiedades de conservaclén, tal
¥ como queda sustancialmente degerito en la presente Memo-
ria. ' .
Esta Memoria congta de 11 hojas escritas o mdqui-
ne por una sola card,

Medrid, 7 A60, 1972
FAREENFABRIKEN BAYER AKTIENGESELISCHAFT.
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