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Compuesto con actividad antimicrobiana, procedimiento
para su obtencién y aplicaciones.

El compuesto con actividad antimicrobiana presenta una
estructura que contiene restos de aminoacidos y de car-
bohidratos, un peso molecular medio, determinado por
cromatografia de permeacion en gel superior a 30 kDa,
precipita en etanol, es insoluble en tolueno, éter, acetona,
cloroformo, y en mezclas n-butanol: acido acético: agua
(4:1:1 en volumen), es de naturaleza mayoritariamente hi-
droéfila, resistente a la accién de las enzimas hidroliticas
proteinasa K, neuraminidasa, N-glicosidasa F y N-glico-
sidasa H, y tiene carga neta negativa sobre la molécula
a pH neutro. Este compuesto puede ser utilizado en sa-
nidad humana o animal, en el tratamiento de superficies
y en aplicaciones biotecnolégicas. Dicho compuesto pue-
de obtenerse por fermentacion de un medio de cultivo con
un microorganismo del genero Marinomonas productor de
dicho compuesto y recuperacién de dicho compuesto del
medio de cultivo.
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DESCRIPCION

Compuesto con actividad antimicrobiana, procedimiento para su obtencion y aplicaciones.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo compuesto con actividad antimicrobiana, a un procedimiento para su
obtencidn, y a sus aplicaciones.

Antecedentes de la invencion

La administracién incontrolada de compuestos con actividad antimicrobiana esta produciendo la aparicién de ce-
pas de microorganismos resistentes a los compuestos antimicrobianos tradicionales, por lo que sigue existiendo la
necesidad de buscar nuevos compuestos con actividad antimicrobiana con el fin de incrementar el arsenal terapéu-
tico para prevenir y combatir las infecciones causadas por dichos microorganismos. Los microorganismos pueden
adherirse y colonizar superficies como, por ejemplo, implantes médicos y lentes de contacto, generando biofilms. En
estas condiciones son mds resistentes a los antibidticos tradicionales, por lo que son necesarios nuevos medios para su
eliminacién.

Ahora se ha encontrado un compuesto con actividad antimicrobiana, denominado “Marinocina” por los inventores,
producido por un microorganismo del género Marinomonas, en particular, Marinomonas mediterranea, una bacteria
marina que puede ser aislada del agua de mar.

El género Marinomonas muestra similitudes fenotipicas con el género Alteromonas y, de hecho, Marinomonas
communis 'y Marinomonas vaga, las otras dos especies del género Marinomonas, se denominaban anteriormente Alte-
romonas communis 'y Alteromonas vaga. Se ha descrito la produccién de sustancias de interés terapéutico en algunas
especies de Alteromonas. La patente europea EP 0 084 334 describe la produccién de un polisacarido con actividad
antitumoral en cultivos de una cepa de A. vaga, mientras que la patente norteamericana US 5.405.762 describe la
produccion de un compuesto antibacteriano mediante el cultivo de un microorganismo del género Alteromonas.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona un compuesto con actividad antimicrobiana, denominado “Marinocina” por los invento-
res, que presenta las siguientes propiedades fisico-quimicas:

a) su estructura quimica contiene restos de aminodcidos y de carbohidratos;

b) tiene un peso molecular medio, determinado por cromatografia de permeacién en gel a través de PDX G.F.50,
superior a 30 kDa;

¢) precipita en etanol;
d) es insoluble en tolueno, éter, acetona, cloroformo, y en mezclas n-butanol:4cido acético:agua (4:1:1 en volumen);
e) es de naturaleza mayoritariamente hidroéfila;

f) es resistente a la accién de las enzimas hidroliticas proteinasa K, neuraminidasa, N-glicosidasa F y N-glicosidasa
H;

g) su espectro de absorcion ultravioleta (UV) presenta (i) un hombro-méximo relativo aproximadamente a 270 nm,
(ii) un valle a aproximadamente 257 nm, y (iii) la absorcién aumenta por debajo de 230 nm; y

h) tiene carga neta negativa sobre la molécula a pH neutro.

La existencia de restos de aminodcidos y de carbohidratos en la estructura quimica de la Marinocina se ha puesto
de manifiesto respectivamente mediante (i) la hidrdlisis con HCI concentrado en caliente, liofilizacion y estimacién de
aminodcidos libres en autoanalizador con detecciéon mediante oftadialdehido, y (ii) el ensayo de determinacion espec-
trofotométrica por el método del fenol-dcido sulfirico [Ejemplo 1, apartado 1.4.1]. El maximo del color desarrollado
en el ensayo de determinacidn espectrofotométrica por el método del fenol-acido sulfiirico se sitda en torno a 484
nm, es decir, en el medio entre los 489 nm propios de las hexosas y los 480 nm propios de las pentosas y los dcidos
urénicos, lo que podria indicar la existencia de un oligosacarido complejo con mezcla de unidades monosacaridas
distintas. La estimacién de los aminodcidos libres produjo un cromatograma rico en aminodcidos con presencia de
practicamente todos los aminodcidos proteicos (con las limitaciones propias de la técnica), indicando los resultados
obtenidos, en su conjunto, una naturaleza peptidica.

El peso molecular medio de la Marinocina se determind por cromatografia de permeacion en gel a través de PDX
G.F. 50 con rango de separacién entre 1,5 y 30 kDa [Ejemplo 1, apartado 1.4.2].
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Las caracteristicas de solubilidad e hidrofilia de la Marinocina pueden utilizarse para su aislamiento y purificacién
[Ejemplo 1, apartado 1.4.3].

Los ensayos de resistencia a la accién de las enzimas hidroliticas proteinasa K, neuraminidasa, N-glicosidasa F y
N-glicosidasa H, se describen en el Ejemplo 1, apartado 1.4.4, mientras que los resultados de la absorcién en la regién
UV-visible se comentan en el Ejemplo 1, apartado 1.4.5.

La existencia de carga negativa neta sobre la molécula de Marinocina puede ser utilizada para el aislamiento y
purificacién de dicho compuesto [Ejemplo 1, apartado 1.4.6].

Ensayos adicionales realizados por los inventores pusieron de manifiesto que la Marinocina es estable en distintas
condiciones de temperatura y pH [Ejemplo 1, apartado 1.4.7].

La Marinocina estd presente en el caldo de cultivo de microorganismos pertenecientes al género Marinomonas,
en particular, Marinomonas mediterranea, de donde puede ser obtenida por extracciéon. En determinadas condiciones
de cultivo, dicho microorganismo sintetiza y excreta un compuesto con actividad antimicrobiana, efectivo frente a un
amplio rango de bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas, asi como frente a una variedad de cepas de E.
coli que contienen plasmidos de resistencia a varios antibidticos comunes incluyendo S-lactdmicos, aminoglicésidos
y cloranfenicol [Ejemplo 2], lo que indica una estructura diferente a la de dichos antibidticos, y, por ello, ha sido
denominado “Marinocina” por los inventores. A partir de sus propiedades fisico-quimicas, dicho compuesto parece
tener naturaleza aniénica macromolecular y contener en su estructura quimica tanto restos de aminodcidos como de
carbohidratos, lo que parece sugerir que constituye un antibidtico distinto de los conocidos hasta ahora.

Por tanto, la Marinocina puede ser obtenida mediante un procedimiento que comprende cultivar un microorganismo
perteneciente al género Marinomonas capaz de producir Marinocina, y aislar dicho compuesto del medio de cultivo.

De forma mads concreta, un microorganismo perteneciente al género Marinomonas, con la capacidad de producir
Marinocina, se cultiva en un medio de cultivo apropiado, bajo condiciones que permiten la produccién de dicho
compuesto y su excrecion al medio de cultivo.

El microorganismo productor de Marinocina puede ser cualquier microorganismo perteneciente al género Marino-
monas, que posea la capacidad de producir Marinocina, por ejemplo, microorganismos de la especie M. mediterranea.
Estos microorganismos son bacterias marinas que pueden ser aisladas del agua de mar e identificadas por métodos
convencionales conocidos por los expertos en la materia. En una realizacion particular, el microorganismo utilizado
es la cepa MMB-1 de M. mediterranea (CECT 4803, ATCC 700492), una cepa aislada del agua de mar de la costa
murciana del Mar Mediterraneo [Solano F., Garcia E., Pérez de Egea E., y Sanchez-Amat A. (1997) Isolation and
characterization of strain MMB-1 a novel melanogenic marine bacterium. Appl. Environ. Microbiol. 63, 3499-3506].

El medio de cultivo comprende una o mds fuentes de carbono, una o mas fuentes de nitrégeno, una o més sales
inorgdanicas asimilables por el microorganismo, y, si es necesario, uno o mas nutrientes organicos, tales como vitaminas
y aminodcidos, disueltos en un medio acuoso, por ejemplo, agua de mar, tanto natural como artificial. Como fuente
de carbono puede utilizarse cualquier fuente de carbono apropiada, por ejemplo, glucosa, manosa, citrato, malato
o glicerol, en una cantidad comprendida entre 0,02% y 2% en peso respecto al medio de cultivo. Como fuente de
nitrégeno pueden utilizarse tanto compuestos organicos, tales como aminodcidos, por ejemplo, glutamato o extracto
de levadura, como compuestos inorganicos, tales como cloruro aménico, en una cantidad comprendida entre 0,01 y 1
g/1. Por su caracter marino, a los medios de cultivo se les debe afiadir cloruro sédico, tipicamente entre 1 y 10% en
peso respecto al total; en medios inorgédnicos se pueden adicionar otras sales, por ejemplo, fosfatos, sulfato de hierro,
sulfato de cobre, etc. En general, puede utilizarse cualquier medio de cultivo que contenga los ingredientes esenciales
para el crecimiento del microorganismo.

La sintesis de Marinocina estd favorecida, en general, en medios marinos quimicamente definidos y pobres en
nutrientes, tal como el medio minimo marino (MMM). La adicién de L-tirosina al medio no afecta significativamente la
sintesis de Marinocina, mientras que la adicién de sustratos complejos, tales como extractos de levadura o hidrolizados
de proteinas, inhiben su formacién. En una realizacién particular, dicho medio de cultivo es el medio minimo marino
(MMM) [véase el Ejemplo 1, apartado 1.1].

El cultivo del microorganismo se puede realizar bajo aireacion con agitacion. La temperatura del cultivo se selec-
ciona dentro del intervalo de temperatura que permite un buen crecimiento del microorganismo productor de Mari-
nocina y producir dicho compuesto. En una realizacién particular, la temperatura del cultivo estd comprendida entre
8°C y 30°C. El cultivo se mantiene, ventajosamente, hasta que se acumula una cantidad suficiente de Marinocina en
el medio de cultivo. En una realizacién particular, el cultivo se mantiene durante un periodo de tiempo comprendido
entre 16 y 60 horas.

El cultivo del microorganismo se puede realizar en dos etapas, en una primera etapa se siembra el microorganismo
para hacer crecer la masa celular, para lo cual se cultiva el microorganismo en el medio de cultivo en las condiciones
apropiadas, y, a continuacion, en una segunda etapa, inéculos de la masa celular procedente de la etapa de siembra se
llevan a un fermentador que contiene un medio de cultivo que comprende los nutrientes apropiados para el crecimiento
del microorganismo y la produccién de Marinocina.
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En una realizacién particular, la fermentacion del medio de cultivo con M. mediterranea se realiza en condicio-
nes de aireacion, con agitacién, a una temperatura comprendida entre 8°C y 30°C, durante un periodo de tiempo
comprendido entre 16 y 60 horas aproximadamente. En estas condiciones, M. mediterranea produce Marinocina y lo
excreta al medio de cultivo. Aunque la Marinocina aparece mayoritariamente en el sobrenadante del cultivo, también
se encuentra actividad antimicrobiana en la fraccién soluble de los extractos celulares y no sedimenta en la fraccién
membranosa.

Diversos ensayos realizados por los inventores han puesto de manifiesto que la Marinocina se forma durante la
fase estacionaria del crecimiento bacteriano, cuando los cultivos sufren un fuerte descenso en el nimero de unidades
tomadoras de colonias por mililitro (ufc/ml), lo que podria estar relacionado con el hecho de que es autotéxica para la
propia M. mediterranea.

Los cultivos liquidos se realizan a temperaturas comprendidas entre 8°C y 30°C y en condiciones aerobias.

La Marinocina presente en el medio de cultivo puede aislarse por métodos convencionales. En una realizacién
particular, el cultivo celular se centrifuga a 4.000 g durante 30 minutos para separar el sobrenadante y el extracto
celular. El sobrenadante se utiliza para aislar y, si se desea, purificar la Marinocina.

El estudio de las caracteristicas fisico-quimicas de la Marinocina ha permitido disefiar un procedimiento para su
purificacion a partir del sobrenadante de un cultivo celular productor de dicho antibiético [Ejemplo 1, apartado 1.3],
que comprende las etapas de:

- precipitacion de la Marinocina con etanol,

- redisolucion de la Marinocina en tampén fosfato 0,1 M, pH 5-7, en un volumen 15 veces menor al volumen
original del sobrenadante,

- eliminacion de las sales precipitadas por centrifugacion,
- cromatografia en DEAE-Sephadex y elucién con NaCl, con deteccién de las fracciones activas,
- concentracion en filtros de tamafio de poro controlado (10-30 kDa);

- cromatografia en PDX G.F. 50 con tampdn fosfato 0,1 M, pH 5-7 como fase mévil, con deteccion de las fracciones
activas; y

- concentracion de la fracciones activas en tubos con membranas de tamafio de poro comprendido entre 10 y 50
kDa.

La deteccidn de las fases activas puede llevarse a cabo realizando un antibiograma segun el protocolo descrito en
el Ejemplo 1, apartado 1.2.

La Marinocina tiene actividad antimicrobiana, en particular, antibidtica, y puede ser utilizada en sanidad humana
y/o animal para la prevencidn y/o el tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por microorganismos, en par-
ticular, bacterias. La Marinocina también puede ser utilizada en el tratamiento de superficies para evitar o tratar su
posible contaminacién asi como en aplicaciones biotecnoldgicas. La Marinocina ha demostrado su actividad frente a
diferentes microorganismos, en particular, bacterias, tanto Gram positivas, por ejemplo, Staphylococcus sp. (incluyen-
do cepas resistentes a meticilina), Bacillus sp., Streptomyces, etc., como Gram negativas, por ejemplo, Pseudomonas
(aislados hospitalarios resistentes a ceftazidima e imipenem), Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harve-
vi'y M. mediterranea, asi como frente a cepas de E. coli que contienen plasmidos de resistencia a antibidticos comunes
incluyendo B-lactdmicos, aminoglicésidos y cloranfenicol [Ejemplo 2].

La invencion proporciona, por consiguiente, una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuti-
camente eficaz de Marinocina junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dicha composicién farmacéutica es
adecuada para la prevencién y/o el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos, especialmente bacterias.

La Marinocina puede ser administrada por cualquier via de administracién apropiada. En cada caso, los vehiculos
farmacéuticamente aceptables se elegirdn en funcidn de los excipientes y aditivos adecuados para la forma farmacéuti-
ca de administracién de Marinocina seleccionada. Una revision de las distintas formas farmacéuticas de administracién
de farmacos y de su preparacién puede encontrarse en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Fauli i Trillo, 1*
Edicion, 1993, Luzan 5, S.A. de Ediciones.

En otro aspecto, la invencién se refiere al empleo de Marinocina en la elaboracién de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos, en particular, bacterias.

La Marinocina también puede utilizarse en el tratamiento de superficies, con excepcion de las superficies del
cuerpo humano o animal (cuyo tratamiento estd contemplado mediante el empleo de las composiciones farmacéuticas
proporcionadas por esta invencién), con el fin de prevenir o evitar la contaminacién causada por microorganismos

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2214929 Al

sensibles a Marinocina y/o de desinfectar dichas superficies. A modo ilustrativo, dichas superficies incluyen tanto
superficies total o mayoritariamente inorganicas, por ejemplo, metdlicas, como total o mayoritariamente orgénicas,
por ejemplo, poliméricas. Ejemplos particulares de superficies que pueden ser tratadas incluyen equipos, instrumentos,
aparatos, objetos, conducciones, etc.

Por tanto, la invencién proporciona, ademads, una composicion para el tratamiento de dichas superficies que com-
prende Marinocina, en una cantidad eficaz para la realizacion de dicho tratamiento, junto con un vehiculo aceptable.
Dicha composicién para el tratamiento de superficies puede ser utilizada en la higiene y/o desinfeccién de dichas
superficies. Los vehiculos que pueden utilizarse en la formulacién de dicha composicién incluyen el agua y demds
excipientes o aditivos habitualmente utilizados en la formulacién de composiciones para el tratamiento (higiene y/o
desinfeccion) de superficies.

La invencién también proporciona un método para el tratamiento, incluyendo la higiene y/o desinfeccién, de su-
perficies, con excepcion de las superficies del cuerpo humano o animal, que comprende el empleo de Marinocina o
de una composicién que la contiene. De forma mds concreta, dicho método comprende la aplicacién de Marinocina
o de una composicién que la comprende, en una cantidad adecuada, sobre la superficie a tratar. En una realizacién
particular, la Marinocina puede ser aplicada sobre dicha superficie en forma de solucién acuosa, por cualquier medio
convencional, por ejemplo, mediante pulverizacién, inyeccién o impregnacién, con ayuda de un aplicador adecuado,
o bien mediante inmersion de la superficie a tratar en un bafio que contiene la solucién de Marinocina.

En otro aspecto, debido a la capacidad de la Marinocina de inhibir el crecimiento de microorganismos, dicho
compuesto puede ser utilizado en aplicaciones biotecnoldgicas, por ejemplo, como marcador a nivel molecular.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencién y no deben ser considerados como limitativos del alcance
de la misma.

Ejemplo 1
Produccion y caracterizacion de Marinocina
1.1 Produccion de Marinocina

La cepa MMB-1 de M. mediterranea (CECT 4803) se mantuvo usualmente en el medio 2216 (Difco). Para la
produccién de Marinocina, un cultivo de dicha cepa se cultivé a 25°C, con agitacién (130 rpm), en un medio minimo
marino MMM [MMM contiene (por litro) : 20 g de NaCl, 7 g de MgSO,- 7H,0, 5,3 g de MgCl,- 5H,0, 0,7 g de KCl,
1,25 g de CaCl,, 25 mg de FeSO,- 7TH,0, 5 mg de CuSO,4- 5SH,0, 75 mg de K,HPO,, 2 g de glutamato sédico y 6,1
g de Tris-base; el pH se ajust6 a 7,4], y de ahi se inocul6 a una densidad dptica inicial de 0,05 en el mismo medio,
manteniéndose a la misma temperatura y agitacién orbital durante aproximadamente 48 h.

Los cultivos celulares fueron centrifugados en tubos Sorvall a 4.000 g durante 30 minutos con el fin de obtener los
sobrenadantes y los extractos celulares. Los sobrenadantes se emplearon para la obtencidon de Marinocina.

1.2 Antibiograma y valoracion de la concentracion de antibidtico

Los antibiogramas se realizaron de forma convencional en placas de Mueller-Hinton con el 1% de NaCl utilizando
como microorganismo test la cepa E. coli DH5«@. Brevemente, un volumen de 20 ul de la muestra cuya actividad
antimicrobiana se desea ensayar se afladié a discos de antibiograma de 6,35 mm (3 de pulgada) de didmetro y, tras
unos minutos para una impregnacién uniforme y semisecado, se deposité sobre una placa de agar sembrada con un
césped de la cepa test. La placa se incub6 a 25°C y después de 24 h se midi6 la actividad antibiética por el didmetro del
halo de inhibicién del crecimiento bacteriano alrededor del disco impregnado de la solucién de antibiético. Ensayos
realizados por los inventores han puesto de manifiesto que existe una correlacion entre el didmetro del halo y la
cantidad de compuesto en un intervalo de diluciéon de la preparaciéon de, al menos, 75 veces. En ese intervalo, la
representacion semilogaritmica entre cantidad de antibiético y didmetro del halo de inhibicién es lineal.

1.3 Purificacion de Marinocina

La Marinocina se purific6 mediante un protocolo, disefiado a la vista de sus propiedades fisico-quimicas, que
comprende:

a) separacion del sobrenadante de un cultivo celular de M. mediterranea en medio MMM por centrifugacion a
4.000 g durante 30 minutos;

b) adicion de etanol al 70% a los sobrenadantes y redisolucion en tampén fosfato 0,1 M, pH 7, en un volumen 15
veces menor al volumen original del sobrenadante, seguido de centrifugacién para eliminar el precipitado de sales;

¢) cromatografia en DEAE-Sephadex y elucién con NaCl, con deteccién de las fracciones activas, seguido de
concentracion en filtros Millipore de tamafio de poro controlado (10-50 kDa);



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2214929 Al

d) cromatografia en PDX G.E. 50 empleando tamp6n fosfato 0,1 M, pH 7, como fase mévil, con deteccion de las
fracciones activas; y

e) concentracion de las fracciones activas en tubos Centricon (Millipore) con membranas de tamaifio de poro com-
prendido entre 10 y 50 kDa.

1.4 Propiedades fisico-quimicas

La Marinocina resultante, obtenida mediante el procedimiento descrito en los apartados 1.1 6 1.3, presenta las pro-
piedades fisico quimicas que se mencionan a continuacién, Los métodos seguidos para determinar dichas caracteristi-
cas son convencionales y conocidos por los técnicos en la materia. Una revision de tales métodos puede encontrarse,
por ejemplo, en Short Protocols in Molecular Biology, 4™ edition, edited by EM. Ausuble et al., J. Wiley & Sons, New
York, 1999; Gel-filtration chromatography, section 10-6; Ion-exchange chromatography, section 10-7.

1.4.1 Grupos funcionales

1.

El ensayo de determinacién espectrofotométrica mediante el método del fenol-4cido sulfirico [Dubois, B, Gi-
lles, K.A., Hamilton, J.K., Rebers, P.A., Smith, F. (1956) Anal. Chem., 28, 350] es positivo, lo que indica la
presencia de carbohidratos en su molécula. El mdximo del color desarrollado estd en 484 nm, es decir, en el
medio entre los 489 nm propios de las hexosas y los 480 nm propios de las pentosas y los dcidos urénicos [deter-
minacién de glicopéptidos (Methods Enzymol., Hirs, Vol. 11, pp 411-413)], lo que podria indicar la existencia
de un oligosacarido complejo con mezcla de unidades monosacéridas distintas.

La hidrdlisis con HCI concentrado en caliente (2 h, 100°C, HC1 5,7 M) seguida de liofilizacién y estimacion de
aminodcidos libres en autoanalizador con deteccién mediante o-ftadialdehido produjo un cromatograma rico en
aminodcidos con presencia de practicamente todos los aminodcidos proteicos. No se pudo determinar Pro, Cis
y Trp por la imposibilidad en estas condiciones técnicas. Los pares Asp+Asn y Glu+Gln se valoraron de forma
conjunta en la forma dcida por las condiciones de hidrélisis. Los resultados obtenidos, en conjunto, indican
una naturaleza peptidica. Entre los aminoacidos mas abundantes se encuentran Asp, Ser, Thr y Leu. Cuando
se hidrolizan fracciones cercanas al mdximo, existe un paralelismo entre actividad antibidtica y cantidad de
aminodcidos en el hidrolizado.

1.4.2 Tamaiio

El elevado tamafio molecular de la Marinocina determinado por los ensayos realizados indica la naturaleza macro-
molecular de dicho compuesto, ya que:

S no es dializable en membranas de nitrocelulosa Spectrator de tamafio de poro comprendido entre 8 y 12 kDa;

S no es ultrafiltrable por centrifugacién en tubos Centricén Millipore con membranas de tamafio de poro compren-

dido entre 10 y 50 kDa [la actividad antimicrobiana queda totalmente retenida en el concentrado no filtrable; la
retencién no parece ser debida a posibles adsorciones sobre la membrana ya que se produce tanto en condicio-
nes de alta concentracién salina (NaCl 1 M) como en presencia de detergentes no fénicos (Igepal CA-630 1%)
que minimizan las interacciones electrostaticas e hidr6fobas, respectivamente]; y

la cromatografia de permeacién en gel a través de Sephadex-PDX G.F. 50 con rango de separacion entre 1,5 y
30 kDa, muestra que el antibiético se excluye en este sistema lo que indica un peso molecular medio superior a
30 kDa.

1.4.3 Solubilidad e hidrofilia

Los ensayos de solubilidad e hidrofilia pusieron de manifiesto la naturaleza mayoritariamente hidréfila de la Mari-
nocina ya que:

S precipita de forma practicamente cuantitativa en etanol al 66%, tras afiadir etanol absoluto a extractos en tampén

fosfato 0,1 M, pH 5-7 (relacién de volimenes 2:1) [el sedimento se obtiene por centrifugacién a 14.000 g durante
20 minutos y tiene un aspecto entre grisiceo y blanquecino, dicho sedimento se redisuelve bien en el mismo
tampdn acuoso, en volimenes 15 veces menores del original, lo que puede utilizarse para purificar y concentrar
el antibidtico a partir de extractos crudos];

es insoluble en disolventes orgdnicos tales como el tolueno, éter, acetona y cloroformo [en algunos casos, el
intento de extraccién con estos disolventes produjo una merma parcial de la actividad remanente en la fase
acuosa]; se produjo una cierta solubilizacién en fase fendlica al intentar este tipo de extraccion;

no es soluble en mezclas n-butanol:acido acético:agua (4:1:1 en volumen), utilizadas para una cromatografia en
capa fina sobre acetato de celulosa, mostrando un R; igual a cero; y

S no se une a soportes inmovilizados hidréfobos, tales como fenil-Sepharosa.
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1.4.4 Resistencia frente a enzimas hidroliticos

Los ensayos de resistencia frente a diversos enzimas hidroliticos pusieron de manifiesto que la Marinocina:

S

es resistente a la accién de proteinasa K (5 mg/mi) a 37°C durante 24 h en tamp6n fosfato, pH 7,0 [esta resis-
tencia indica que, en caso de tener naturaleza peptidica, su estructura no es convencional];

mantiene la actividad antimicrobiana estable en presencia de neuraminidasa (1 U) a 37°C durante 2 h en tampdn
acetato 0,1 M, pH 5,0; y

es estable frente a N-glicosidasas (tanto F como H) en condiciones no desnaturalizantes, siguiendo el protocolo
de ensayo descrito por el suministrador de las glicosidasas (Boehringer Mannheim).

1.4.5 Espectro UV-Visible

La Marinocina apenas absorbe en el visible. Por el contrario, presenta un hombro-méximo relativo aproximada-
mente a 270 nm y un valle sobre los 257 nm, para rdpidamente dispararse la absorcion en el UV méds lejano, por debajo
de los 230 nm.

1.4.6 Carga

Los ensayos realizados ponen de manifiesto que la Marinocina:

S

presenta una fuerte unién a DEAE-Sephadex tanto a pH 5 como a pH 7, indicativa de la existencia de una carga
negativa neta sobre la molécula; a pH 7 la elacién se realiza con concentraciones salinas altas, por ejemplo, NaCl
entre 0,7 y 0,8 M [esta propiedad puede utilizarse para purificar la Marinocina por cromatografia de intercambio
i0nico];

no se une a CM-Sephadex ni a pH 5 ni a pH 7, lo que indica la ausencia de zonas cargadas con carga positiva
capaces de interactuar con el soporte; y

no tiene afinidad por lectinas, tales como, por ejemplo, Concanavalina A de Canavalia ensisformis (judia) y
aglutinina HPA de Helix pomatia (caracol comestible), inmovilizadas en agarosa [las afinidades de estas lectinas
sobre residuos terminales @-mandsido y N-acetil-galactosamina indican que tales residuos no se encuentran en
los extremos terminales de la posible fraccién glicidica existente en la Marinocina si se tienen en cuenta los
resultados obtenidos en otros ensayos (véase, por ejemplo, el ensayo del fenol-4cido sulftrico)].

1.4.7 Estabilidad frente al pH y la temperatura

Los ensayos de estabilidad frente a pH y temperatura pusieron de manifiesto que la Marinocina:

S
S

S
S

es estable, al menos, durante 6 meses, cuando se mantiene congelada a -20°C o refrigerada (4°C);

mantenida a 37°C durante 24 6 48 h, no solo es estable y conserva la actividad antimicrobiana sino que incluso
la aumenta en valores de, aproximadamente, el 25%;

la estabilidad a temperaturas superiores a 37°C depende del pH en el que se encuentre;

a valores de pH 4cidos, desde pH 2 hasta pH 5, es estable durante, al menos, 2 dias a 37°C y durante, al menos,
2ha70°C;

a valores de pH mayores de 9 se inactiva en menos de 2 h a 70°C; y

a valores de pH mayores de 12 pierde su actividad incluso a temperatura ambiente.

Ejemplo 2

Espectro de actividad bioldgica

2.1 Rango de actividad

Para determinar el rango de actividad se sigui6 el protocolo descrito en el Ejemplo 1, apartado 1.2, debidamente
adaptado para cada microrganismo ensayado.

La Marinocina muestra una fuerte accion sobre diferentes microorganismos procariotas, tanto Gram positivos co-
mo Gram negativos (Tabla 1). La tinica cepa procariota resistente entre las ensayadas fue una cepa de Pseudomonas
aeruginosa que también muestra resistencia a diversos antibidticos tales como la ampicilina o la tetraciclina, mediante
mecanismos que no han sido caracterizados. Sin embargo, la Marinocina tiene efecto contra una serie de cepas de Es-
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cherichia coli con plasmidos de resistencia a ampicilina (Amp), estreptomicina (Sm), cloranfenicol (Cm), kanamicina
(Km), gentamicina (Gm) y tetraciclina (Tc), lo que indica que su estructura es diferente a la de todos estos tipos de
antibidticos. No se ha observado un efecto apreciable sobre los hongos, tanto mohos como levaduras, ensayados.

TABLA 1

Rango de actividad de Marinocina

Cepa ensayada Sensibilidad
E. coli DH5« Gram (-) +
E. coli DHS5« con pldsmidos de resistencia a Amp, Km, Gm, Sm, Cm y Tc | Gram (-) +
Staphylococcus aureus MRSA Gram (+) +
Staphylococcus sp. Gram (+) +
Bacillus sp. Gram (+) +
Vibrio cholerae Gram (-) +
Marinomonas mediterranea Gram (-) +
Vibrio parahaemolyticus Gram (-) +
Vibrio harveyi Gram (-) +
Pseudomonas sp. Ceftazidima® Gram (-) +
Pseudomonas sp. Imipenem® Gram (-) +
Pseudomonas aeruginosa Gram (-) -
Streptomyces Gram (+) +
Schizosaccharomyces pombe Levadura -
Saccharomyces cerevisiae Levadura -
Penicillium Hongo -

2.2 Mecanismo de accion

La Marinocina muestra actividad bactericida, tal como se ha observado mediante seguimiento de los recuentos de
viables de E. coli K-12 en medio liquido suplementado con el antibiético. Asimismo, utilizando el mismo microorga-
nismo, los métodos de dilucién seriada en tubos con medio LB a 35°C y posterior siembra en placa han mostrado que
la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) coincide con la Concentracion Minima Bactericida (CMB). Valorando el
contenido en aminodcidos, mediante el empleo de un autoanalizador de aminodcidos, de las muestras con antibiético,
la CMI corresponde a aproximadamente 500 ng/ml de proteina [L. Martinez Martinez, 1999 “Métodos de estudio
y valoracién de los antimicrobianos”, en “Antimicrobianos en medicina”, J.E. Garcia-Sanchez, R. Lépez y J. Prieto
(eds). Sociedad Espafiola de Quimioterapia, pp 99-107]. Por otra parte, al cargar discos de antibiograma con 200 ng
de proteina se obtienen halos de 15 mm.

La accién de la Marinocina parece provocar un fuerte aumento de la respiracién bacteriana, medida como consumo
de oxigeno, antes de la muerte celular. Este hecho y su tamafio molecular sugieren que actda a nivel de la membrana
celular. No se activa por Ca** ni por EDTA, aunque parece favorecerse un poco por la presencia de Na*. La adicién de
catalasa tiene un efecto protector, lo que sugiere una accién bactericida dependiente del metabolismo aerobio.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto con actividad antimicrobiana, denominado “Marinocina”, caracterizado porque presenta las
siguientes propiedades fisico-quimicas:

a) su estructura quimica contiene restos de aminodcidos y de carbohidratos;

b) tiene un peso molecular medio, determinado por cromatografia de permeacion en gel a través de PDX G.F.50,
superior a 30 kDa;

¢) precipita en etanol;
d) es insoluble en tolueno, éter, acetona, cloroformo, y en mezclas n-butanol:acido acético:agua (4:1:1 en volumen);
e) es de naturaleza mayoritariamente hidroéfila;

f) es resistente a la accion de las enzimas hidroliticas proteinasa K, neuraminidasa, N-glicosidasa F y N-glicosidasa
H;

g) su espectro de absorcidn ultravioleta (UV) presenta (i) un hombro-maximo relativo aproximadamente a 270 nm,
(i1) un valle a aproximadamente 257 nm, y (iii) la absorcién aumenta por debajo de 230 nm; y

h) tiene carga neta negativa sobre la molécula a pH neutro.

2. Un procedimiento para la obtencién de un compuesto con actividad antimicrobiana, denominado ‘“Marinocina”,
segun la reivindicacion 1, que comprende cultivar un microorganismo perteneciente al género Marinomonas capaz de
producir Marinocina, y aislar dicho compuesto del medio de cultivo.

3. Procedimiento segtin la reivindicacién 2, en el que dicho microorganismo perteneciente al género Marinomonas
capaz de producir Marinocina, se cultiva en un medio de cultivo que comprende una o mds fuentes de carbono, una o
mads fuentes de nitrégeno, una o mds sales inorgédnicas asimilables. por el microorganismo productor de Marinocina,
y, si es necesario, uno o mas nutrientes orgdnicos, disueltos en un medio acuoso que comprende agua de mar, natural
o artificial, bajo condiciones de aireacién con agitacion, a una temperatura que permite el crecimiento de dicho micro-
organismo productor de Marinocina y la produccién de dicho compuesto, y la Marinocina producida y acumulada en
el medio de cultivo se aisla.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 3, en el que dicho microorganismo perteneciente al género Marinomonas
capaz de producir Marinocina se cultiva a una temperatura comprendida entre 8°C y 30°C.

5. Procedimiento segtin la reivindicacién 2, en el que dicha Marinocina se recupera del medio de cultivo mediante
centrifugacion; precipitacién con etanol; redisolucién en tampdn fosfato; separacion por cromatografia en DEAE-Sep-
hadex y elucion con NaCl; concentracién en filtros de tamafio de poro comprendido entre 10 y 50 kDa; cromatografia
en PDX G.F. 50 con tamp6n fosfato como fase mévil; y concentracién en tubos con membrana de tamafio de poro
comprendido entre 10 y 50 kDa.

6. Procedimiento segtin la reivindicacién 2, en el que dicho microorganismo perteneciente al género Marinomonas
capaz de producir Marinocina es M. mediterranea.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que dicho microorganismo perteneciente al género Marinomonas
capaz de producir Marinocina es M. mediterranea cepa MMB-1 (CECT 4803).

8. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto con acti-
vidad antimicrobiana, denominado “Marinocina”, segtin la reivindicacion 1, junto con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

9. Empleo de un compuesto con actividad antimicrobiana, denominado “Marinocina”, segun la reivindicacién 1,
en la elaboracién de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de infecciones causadas por bacterias.

10. Una composicion para el tratamiento de superficies, con excepcion de las superficies del cuerpo humano o ani-
mal, que comprende un compuesto con actividad antimicrobiana, denominado “Marinocina”, segin la reivindicacién
1, en una cantidad eficaz para la realizacién de dicho tratamiento, junto con un vehiculo aceptable.

11. Un método para el tratamiento de superficies, con excepcion de las superficies del cuerpo humano o animal, que
comprende aplicar un compuesto con actividad antimicrobiana, denominado “Marinocina”, segun la reivindicacién 1,
0 una composicién segtn la reivindicacién 10, en una cantidad adecuada, sobre la superficie a tratar.
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12. Un marcador a nivel molecular, para aplicaciones biotecnoldgicas, que comprende un compuesto con actividad
antimicrobiana, denominado “Marinocina”, segin la reivindicacién 1.
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