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TRATAMIENTO ENZIMATICO
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con una composicidn que comprende
erzimas y con ia metodologia para utilizar dichas enzimas como agentes
antiinfecciosos, en el contexto del tratamiento o la disminucién del riesgo de infecciones
en el tracto digestivo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En su Revisién del afio 1998, del Estimado y Proyscciones de Foblacion
Mundial, la Divisién del Departamento de Asuntos Econémicos y Sociales de
Pablacién, pertenecientes a las Naciones Unidas, estimaron que la poblacién mundial
alcanzaria ios 6 billones para el afio 1999. El informe también sefiaic que Ilevé solo 12
afios para que la poblacion aumentase de 5 a 6 billones, comparado a los 123 afios que
llevé ol ir de 1 millon a 2 millones de habitantes. Para mediados del siglo XXI, la
estimacién serfa de entre 7.3 billones y 10.7 billones. El notable aumento de la
poblacién de la Ultima década se debe en parte a las eficientes ganancias en la
produccion de alimentos resultantes de la aplicacién de tecnologia y de précticas de
mansjo agropecuarias intensivas en la produccion de alimentcs. Para el desamolio
futuro, serd necesario una mayor ganancia eficiente en la produccién animal para
mantener el ritmo apropiado.

Un enfoque, que ha hecho que la produccién animal sea més eficiente, implica el
empleo extendido de productos quimicos antimicrobianos y antibiéticos en el alimento
para animales. En establecimientos de produccién a gran escala, la propagacion de
infeccionas as muy répida bajo condiciones de produccién intensiva. Las enfermedades
comunes son entonces controladas a iravés de la profilaxis y del empieo de sustancias
terapelticas. Por sjemplo, es de prictica diaria incorporar productos quimicos a los
alimentos de los animales para controlar las infecciones coccidiostdticas (ej:
salinomicina, monensina, roxarsocne {3-nitro), halquinola, carbadox..y olaquindox) asf
* como antibitticos antimicrobianos (ej: bacitracina, virginiamicina, tilosil, tetracicling,
clortetraciclina, penicilina, oleandomicina, novobiocina, lincomicina, bamberomicina,
apramicina, espiramicina, eritromicina, neomicina y otros). Esta préctica es de bien
conocida para aumentar el crecimiento y mejorar la conversién de alimentos.

El aumento de resistencia a ios antibifticos en patégenos humanos, tales como
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Staphyiococcus aureus, Streptococcus pneumonias, Haemophilus influenza, Neisseria
gonorrhosae y Mycobacterium fuberculosis, ha creado el temor de que la resistencia a
antibiéticos desarrollada en microbios asociados con animales de granja podrian migrar
a los patégenos humanos a través factores transferibles de resistancia de droga. No
existen evidencias que indiquen que los animales alimentados con antibiéticos son
fuente de bacteria con factores transferibles de resistencia. Ver Hooge, Feedstuffs 71
(20):59, 1999. Aunque el empleo de antibiéticos en animales y en humanos es en
general diferente, existen similitudes en mecanismos que podrian resultar en resistencia
cruzada.

Las fluoroquinolonas aprobadas para el control de infecciones de E.coli
(collibacilosis) en algunos animales, son también empleados en medicina humana.
Hooge, supra. Recientemente la FDA/CVM ha propuesto retirar ia aprobacién para el
empleo de fluoroquinolona enrofioxacina en aves, dado el desanTolio de la resistencia
de campilobacter fluoroquinolona y su trasmision a humanos. Ver Murheed,S.
Feedsstuffs 72 (45):1-4. 2000

Existe también cierta preocupacién entre las industrias productoras de came,
respecto de posibles pérdidas en la produccion y el posible resurgimiento de
enfermedades animales, si existiese una prohibicion del emplec de agentes antibidticos
y antimicrobianos en alimentos. En 1888, por ejempio, Suecia prohibié el empleoc de
antibidticos en la alimentacién y la enfermedad animal aument. Esto se acompafid
por un aumento del empleo de antibiGticos terapéuticos que dieron como resultado un
aumento general en el empleo de antibiéticos asi como un aumento en (o8 costos de la
produccién de came bovina. Ver Smith, Feedstuffs 71 (13):1, 1999. En diciembre
1998, el Consejo de Ministros de la Unién Europes, decidié suspender el empleo de
seis agentes antimicrobianos que hablan sido anteriormente aprobados como de uso
sin receta en alimentos promotores de crecimiento (Official Journal of the European
Communities 29, 12.98, Regulacién del Consejo N° 2821/88 relacioneda con la
Directiva 70/524). Dos aditivos basados en la quinoxalina fueron también prohibidos en
agosto de 1989 dada la preocupacion existente referente a los residuos en came. Loe
resultados do estas acciones es un aumento del predominio de condiciones que habian
desaparecido, por ejempio; enteritis necrética en polios, enteritis causada por
Clostridium perfringens en cerdos deststados.; disenteria en cerdos y diamea



espiroquetal; y diarrea causada por E.Coli . Ver Miller, United States Animal Health
Association, 1999 Proceedings "Antibiotic Usages in In Food Animal Production and
Resistance —European Perspective®.

Ocurren 30.000 muertes anuales causadas por infecciones intrahospitalarias por
patégenos resistentes, pero muchas menos muertes causadas por patdgenos de los
alimentos. Ninguna de las muertes por patigencs de los alimentos han sido
relacionados con la resistencia a antibiéticos (ver Smith, supra). Por consiguiente, no
es claro si el empleo de antibitticos en la industria de produccién de alimentos ha
contribuido al problema de resistencia de los patdgenos a las drogas en las
infecciones humanas. Otro motivo de preocupacion es la falta de nuevos antibidticos
para el tratamiento de infecciones resistentes a patégenos. Ver Henry, C.M., Chemical
and Engineering News, marzo 6, 2000, pp 41-568. Esto indicarfa que cuando se
desarrolian patGgenos resistentes a antibitticos significativos podria no haber nuevos
antibiticos disponibles para tratar la infeccién. La dificultad en desamrollar antibiéticos,
el tamafio de mercado y temas regulatorios parecen haber motivado a las grandes
compafiias farmacéuticas a disminuir los esfuerzos de Investigacién y Desamolio de
antibiéticos, especiaimente para uso animal. Las nuevas reglamentaciones propuestas
para el registro de una droga de uso animal son tan restrictivas que se estd detenisndo
el desarrolio de las mismas. Ver Smith, supra. Existen, sin embargo, varias pequefias
compafilas involucradas en el desarrollo de nuevos antibiéticos. (Henry, supra).

En ciertas poblaciones de animales, la infeccién es ya pandémica. Por ejemplo,
coccidiosis en aves es una enfermedad manejable, pero no realmente bajo control.
Précticamente todas las bandadas astén infectadas y se utiliza la rotacién de productos
quimicos anti-coccidiostéaticos en el alimento para controlar el daflo y limitar el desarrolio
de cepas resistentes. La coccidiosis causa a los productores de aves de corral $350
millones en pérdidas anuaies y en gastos de drogas artibiéticas tal como salinomicina.
Ver Suszkiw, USDA; Agriculfural Research Service News, octubre 28, 1997. Para 1998,
gse ha estimado que aproximadamente $114 miliones serian gastados anuaimente en
coccidiostatos en los Estados Unidos de Norteamérica.  Ver Frost y Sullivan,
U.S.Pharmaceutical Products for Food Animals., infforme 5245-54, 1985,

Existe una clara necesidad de encontrar nuevos y més eficientas métodos para
controlar Ias infecciones en el tracto digestivo de los animales que son criados en



précticas de manejo de agropecuario intensivos. Esia necesided estd basada en el
requisito de obtener mayor eficiencia en la produccién para seguir el paso del répido
crecimiento de la poblacion mundial. El control mejorado de infecciones intestinales
garantiza un tasa de crecimiento més répida y una mejorada eficiencia en alimentacién.
Hay también necesidad de altemnativas a los antibiéticos empleados en la produccién
animal para enfrentar la preocupacién por el probable desarrolio de resistencia a
antibiéticos en patégenos humanos.

No existe el riesgo de estimular la evolucién de microorganismos patogénicos
resistentes que representen un problema para la salud humana cuando se emplea un
fratamiento basado en enzimas que opera de una manera diferente a todos los
antibidticos. Ya que las enzimas son proteinas, no existe la posibilidad de que se
incorporen residuos quimicos peligrosos en los productos camicos, como sucede con
algunos antibiéticos y productos anti-coccidiostéticos. Ver American Feed Control
Officlals, Inc. Official Publication, 1999, *Drugs and Feed Additives., Section 30-0
Enzymes,” pp 208-217, ISBN 1-878341-10-3.

RESUMEN DE LA INVENCION

Por ello, uno de los objetivos de la presente invencién consiste en proveer un
tratamiento enzimético para reducir el impacto de las infecciones del tracto digestivo.

Otro objetivo de ia presente invencién consiste en proveer un mecanismo para
reducir el impacto de las infecciones del tracto digestivo por interferencia con la unién
de los patdgenos a tas células del tracto digestivo.

Aln otro objetivo de la invencién consiste en proveer un enfoque para el
aumento en la ganancia de peso y conversitn del alimento con respecto a los animaies
que son infectados por patégenos causantes de infecciones o enteritis necrética.

Un objetivo adicional de la presente invencién consiste en proveer una forma de
dosificacién adecuada para una administracién por via oral que sea efectiva para
mejorar el estado de salud de un sujeto infectado o con riesgo de infeccién por un
patégeno microbiano.

Para lograr estos y ofros objetivos también se provee, de acuerdo con un
aspecto de la presente invencién, una composicién que comprende (i) una enzima
capaz de clivar un enlace responsable de la liberacién de una proteina o un
carbohidrato de la superficie celular, donde la enzima es distinta de una endo-1,4-8-D-



mananasa, y (ii) un vehiculo fisiolégicamente aceptable para ia enzima, donde dicha
composicién se encuentra en una forma adecuada para su administracién por via oral y
no contiene otro agents antiinfeccioso que la enzima. En una realizacion, la enzima en
cuestién cliva el enlace responsable de la liberacién de una proteina de la superficie
celular.

En una realizacién preferida, la enzima incluida en la composicién es una
esfingomielinasa o una fosfolipasa, en especial una fosfolipasa de tipo C o de tipo D.
En otra realizacién preferida, la enzima se selecciona del grupo formado por
estearasas, cerebrosidasas y carbohidrasas que clivan un enlace responsable de la
liberacién de una proteina o un carbohidrato de la superficie celular. En otra
realizacion, la enzima se prepara a partir de una cepa de Bacilus cereus,
preferentemente ATCC 7004 o ATCC 6464. Como alternativa, la enzima se obtiene por
expresion del ADN recombinante que codifica la enzima en Bacillus megaterium. En
otra realizacién, la enzima esté contenida en una cédpsula de gelatina y estéd presente en
la composicién a razén de 200 UIKg — 4000 UI/Kg alimento.

De acuerdo con ofro aspecto de ia presente invencién, se provee una
composlicién, que contiene los constituyentes mencionados anteriormente (i) y (ii),
donde el vehiculo fisiolégicamente aceptable es una sustancia alimenticia en la cual se
incorpora la enzima. Por consiguiente, la composicién puede ser un alimento para
animales que no contiene otro agente antiinfeccioso que la enzima. La composicién de
alimento para animales de la presente invencidn comprende ademss granos, tal como
malz, sorgo, trigo, cebada o centeno, una fuente de proteinas, tal como habas o
arvejas, y vitaminas, aminoécidos y minerales.

De acuerdo con aln otro de los aspectos, la presente invencién provee una
composicion, descripta anteriormente, que se encuentra en una forma de dosificacién
sélida o liquida.

Se provee ademés un método para tratar o allviar el riesgo de una infeccién en el
tracto digestivo, que comprende la administracién por via oral, a un sujeto que padece o
tiene riesgo de padecer la infaccién, de una cantidad efectiva de una enzima capaz de
clivar un enlace responsable de la liberacién de una proteina o un carbohidrato de la
superficie celular, donde la enzima es distinta de una endo-1,4-8-D-mananasa.
Ademés, el método no incluye la administracion de un agente antiinfeccioso distinto de



la propia enzima. La infeccién puede ser por un protozoo, tal como Emeria y
Cryptosporidium, una bacteria, tal como Clostridium, un hongo o una levadura.

Se provee ademds una composicién que comprende (i) una enzima capaz de

clivar un enlace responsable de la liberacién de una proteina o un carbohidrato de la
superficle celular y (ii) un vehiculo fisiolégicamente aceptable para la enzima, donde la
composicién se encuentra en una forma adecuada para una administracion por via oral
y no contiane otro agente antiinfeccioso que la enzima.
También se provee un método para tratar o aliviar el riesgo de una infeccién en el tracto
digestivo, que comprende la administracién por via oral, a un sujeto que padece o que
tien® riesgo de padecer |a infeccién, de una cantidad efectiva de la enzima capaz de
clivar un enlace responsabie de la liberacién de una proteina o un carbohidrato de la
superficie celular, donde dicho método no incluye la administracién, con la enzima, de
una cantidad antimicrobiana efectiva de otro agente antiinfeccioso.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion serén
evidentes a partir de la siguiente descripcién detaliada. L.a descripcion detallada y los
ejemploe espaecificos, si bien son indicativos de las realizaciones preferidas, solamente
se ofracen a modo ilustrativo dado que es posible efectuar diversos cambios y
modificaciones dentro del aspiritu y el aicance de la invencién que serdn evidentes para
los especialistas en el arte a partir de dicha descripcién detallada. Ademds, los
ejemplos demuesiran el principio de la invencidn y no cabe esperar que ilustren
especificamente la aplicacion de esta invencién a todos los sjempios de infecciones en
las cuales seré obvia su utilidad para los especialistas del arte anterior.

En la Figura 1 se muestra la actividad anticriptosporidia de la enzima PIPLC
recombinante producida por una cepa de Bacillus megaterium.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se ha descubierto que enzimas de una clase especifica, caracterizadas por su
habilidad para clivar un nexo de unién que afecta I|a liberacién de una proteina o
carbohidrato de la pared celular, despliegan una significativa actividad antibiGtica,
cuando son administrados oralmente, que son efectivos, por ejemplo, en e tratamiento
de infecciones del tracto digestivo. Las clases de enzimas incluyen por ejemplo
espingomielinasas y fosfolipasas del tipo C y D, y enzimas con similar especificidad de



clivado. Ejemplos de esta clase, por lo tanto, son enzimas que clivan y liberan
glicoprotelnas o carbohidratos que estédn fijados a las membranas a través de un nexo
de unién a fosfatodilinositol. Por consigulente, la enzima fosfolipasa C especifica de
fosfatodilinositol (E.C.3.1.4.10) también conocida por la abreviatura PI-PLC o como 1-
fosfatitidilinositol fosfodiasterasa, es un miembro de esta clase. Oftro ejemplo es
fosfolipasa D especifica de glicosil-fosfatidilinositol, 0 GPI.PLD. Low y Prasad, Proc.
Natl. Acad. Sci. 85:980-984, 1988.

Les enzimas GPI-PLD y PHPLC han sido descriptas de fuentes eucarifticas,.
Ver Low, ‘"Degradation of glycosil.phosphatidylinositol anchors by specific
phospholipases”, Chapter 2, pp 35-63 en Mollecular And Cell Biology Of Membrane
Proteins,, Glycolipid Anchors Of Cell-Surface Proteins, A.J. Tumer (ed.), Ellis Horwood,
New York, 1990, Low y Prasad, Proc.Netl.Acad. Sci. 85:980-884, 1988; Essen ef &/,
Nature 380. 595-802, 1996; y Essen et a/, Biochemestry 36:2753-2762, 1897. Pl -PLC
ha sido descripta de fuente procaridtica, incluyendo produccién exiracelular por
bacterias. Entre las fuentes conocidas de PI-PLC estén Bacillus cereus (Steiny Logan,
J. Bacteriol. 85: 368-381, 1963; Stein y Logan, J.Bacteriol. 80:69-81, 1965; lkezawa et
al, Biochimica et Biophysica Acta 450:154-164, 1967, Griffith ef al, Methods in
Enzymology 197:493-502, 1991; Volwerk et al,, J. Cell, Biochem. 39:315-325, 1989; y
Kuppe ef al, J.Bacteriol 171:6077-6083, 1969), Bacillus thuringiensis (lkezawa y
Taguchi, Methods in Enzymology, (71:731-741, 1881; Documento de Patente Japonesa
JP 55034039), Staphylococcus aureus (Low y Fincan, Biochem. J.162:23335-240,
1977) y Clostridium novyi (Taguchi e lkezawa, Arch.Biochem. Biophys. 188:196-201,
1978).

Se han disefiado técnicas mejoradas de ensayo de enzimas para las enzimas
PI-PLC en base a susiratos fluorescentes. Ver Hendrickson ef a/,Biochemistry
31,12169- 12172, 1982, Hendrickson, Anal.Biochem. 219, 1-8, 1994; Hendrickson et a/.,
Bioorg. Med. Chem. Letfers, 1.616-622, 1891.

Sin adscribir definitivaments a ninguna teoria, los inventores enfatizan que la
enzima PI-PLC tiene la habilidad de clivar el enclgje de fosfatidilinositol-glicollpidos de
las proteinas de ias paredes ceiulares y de otros glicosil fosfatidilinositoles.. Ver Low ,
supra. Low y Saltiel, Science 239:268-275, 1888. Por ejempio, las glicoproteinas y
otras proteinas de superficie y carbohidratos de distintos parésitos protozoarios son
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estabilizados por Iipidos de glicosil fosfatidilinositol (enclajees de GP1) y son sensibles
a la digestion y liberacién de PI-PLC. Especies ilustrativas pertenecientes al género
Schistosoma, Taxoplasma, Plasmodium, Trypanosoma y Leishmania (Los_, supra), asf
como Eimeria, Babesia, Theileria, Giardia, Leptoman, y Entamoeba . Ver McConville y
Ferguson, Bichemical J. 204: 305-324, 1993; Pearce y Sher, J./Immunol. 142:978-884;
Sauma et al, Mol.Med.Biochem. Parasit. 46:73-80, 1991; Hawn y Strand, Mol. Med.
Biochem. Parasitol. §9:73-82, 1983.

Este mecanismo de anclaje de los componentes de ia pared celular parece ser
univesal para células eucaridticas que van desde la levadura a mamiferos.. La
presencia de anclajes en Giardia /amblia, considerada una eucariota muy primitiva,
suglere que este tipo de anclaje se desarrollé primitivamente en los eucariotes. En
concordancia con este descubrimienio, en la arcasbacteria, de un nuevo
fosfoglicerolipidc GleNa1-6-mio-inosito.P-dialkigliceron (Nishihara ef a/, J.Biol. Chem,
28T. 12432-12435, 1982), que es la base para Ia estructura de anclaje de GPI
eucariftica més compleja que ha evolucionado. En los protozoos, el sistema de
anclaje de GPl es usado més intensamente que en otros eucariotes, y no hay
evidencias que las estructuras de anclaje de GPl sean més importantes para la
supervivencia de los pardsitos en hudspedes y mamiferos (McConville y Ferguson,
supra ) Por ejemplo, la frecuente pérdida de varias glicoproteinas de superficie puede
Ser un mecanismo para evitar ataques al sistema inmunolégico.

El protozoario Eimeria fenella contiene estructuras de anclaje de fosfatidilinositol
similares a las glicoproteinas/glicolipidos de Trypanosoma brucei. Se piensa que estos
son importantes para la unién a membranas y subsiguientes infecciones. Ver Gumett et
al, Mol. Med. Biochem. Parasitol. 41: 177-186, 1890. Las estructuras de Eimeria son
clivadas por una lipasa de tripanosoma y por Bacillus thuringiensis PI-PLC (Gumett,
supra). El tratamiento in-vivo de parésitos con PI-PLC. Si viaimente probado, ayudarfa
al sistema inmunolégico del huesped e interferiria con la adhesién e infeccién por
patégenecs en el tracto digestivo. Las especies de Eimeila son un problema comtn y
costoso para la industria avicola. Otro parésito protozoario, Cryplosporidium pervum,
es también comuin y produce diarreas agudas en humanos y en muchos animales. The
sporozoite protein, GP15/45/60, is predicted to be a GP! linked protein based on DNA
sequence, and monocional antibodias reactive to this sporozoite protein inhibit infection
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La proteina esporozoita GPI115/45/60, se cree que es una proteina ligada a GPI
basada en una secuencia de ADN, y cuerpos monocionales reactivos a esta proteina
esporozoita inhiben la infeccion (Strong, W.B. ef &/, Infection and immunity 88: 4117-
4134, 2000; Cevallos,AM. ef al, Infection and Immunily 68: 4108-4116, 2000). Por
consiguiente C.parvum es otro patégenc potenciaimente tratado con PI-PLC.

La bacteria procariética no contiene glicoproteinas y carbohidratos estabilizados
en la superficle por fosfatidilinositoles (McConville y Ferguson, supra), pero la PI-PLC
podria reducir las infecciones bacterianas al interferir con el proceso de unién. El
patogeno E. Coli y un nimero de patdgenos bien conocidos Enferobacteriacesece
axpresan {a Adhesin FimH bacteriana, una lectina de 29 kD de unién a manncsa
presente en la parte distal de las fimbrias. Abraham ef a/, Nafure, 338: 682-684, 1988,
Esta adhesina ha demostrado unirse a CD48 de las céiulas mastoidales, una molécula
de anclaje de GP1. Ver Malaviya et &/, Proc. Nall. Acad. Sci. USA 98:8110-8115, 1989,
La digastién in vitro con PI-PLC reduce la unién de una taxina de difteria unida a GPI
(de Corynebacterium diphteria) receptores de células NIH3T3 de murino. Ver Lanzrein
ot al, EMBO J. 15:725-734, 1996. Ademds , Clostridium septicum alpha toxin y
Aeronomas hydrophila aerolisina se unen ambas a las paredes de las células por medio
de anclajes C terminales de GPl y pueden ser separadas de las paredes de las células
por medio de un tratamiento con PI-PLC. Ver Gordon et al, J.Biol. Chem. 274:27274-
27280, 1999.

Se ha descripto el mecanismo de PI-PLC para la reduccién del efecto de una
infeccién bacteriana relacionado con la liberacién del sitio de union CD48 de los
mastocitos del huésped. Ademés, la unién FimH en los mastocitos dispara una
respuesta inflamatoria. Entonces, de acuerdo con la presente invencién la reduccion de
los sitios de unién también deberia reducir la inflamacién, que se volveria excesiva y
nociva para la propia salud del intestino ya que la respuésta inflamatoria comprende la
liberacion del factor de necrosis tumoral a (Malaviya, supra). Por consiguiente, por
medio de este mecanismo de disminucién de la inflamacién y la subyacente secrecion
del factor de necrosis tumoral, el tratamiento con fosfolipasa, acorde con ia presente
invencién, deberia aliviar ios sintomas que caracterizan estados tales como colon
irritable, colitis y enfermedad de Crohn. Véase van Deventer. S.J., Ann. Rheum. Dis.
88(1): 1114-1120 (Noviembre, 1999).

|2
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La presente invencién también serd efectiva contra las infecciones virales, por su
ruptura de la unién entre las particulas virales y las céluias que el virus podria infectar in
vivo. A la luz del descubrimiento de los presentes inventores sobre la eficacia de la
administracion oral aqul descripta, s interesante ver que el pre-tratamiento del virus de
influanza con fosfolipasa C, que causa una liberacién de apraximadamente un 50 % del
fosfolipido del virus, resulté en una disminucién significativa en la infectividad de los
embriones de pollo. Ver Mizutani y colaboradores., Nature 204:781-782, 1964. Por ef
contrario, el tratamiento de fibroblastos de embrién de polio cultivados con fosfolipasa
C, aislada de clostridium perfringens, inhibié en forma marcada la infeccion subsiguiente
de las células de Semliki Forest Virus. Ver Friedman and Pastan, Proc. Nafi. Acad. Sdl.
USA 59:1371-1378, 1968.

Mientras que el arte no comprende una significancia terapéutica de estos
fenémenos, en retrospectiva, éstos son consistentes con un mecanismo que se piensa
subyace en la presente invencion, es dacir, la ruptura de un ligando patégeno-superficie
yio su receptor afin sobra la membrana de la célula, perturbando la interaccién que es
necesaria para la infeccién.

Otro modo donde la presente invencién puede ser efectiva en la prevencién de
las infecciones virales, es por la supresién de la unién de las protelnas virales de
ancl 's-GPl a las células susceptibles. Un ejemplo de una proteina viral de anclaje-GPI,
que es sensible a la digestion PI-PLC es el Virus Dengue NS1 (proteina no estructural
1). Ver Jacobs y colaboradores., FASEB J 14:1603-1610, 2000. Existen varios ejemplos
de proteinas de anclaje-GPl de célula huésped que se encuentran en los sitios de union
de los virus. Estos ejemplos incluyen al Echovirus humano 6, 7, 12 y 21 y el Enterovirus
70 que liga con la GPl-anclada CD55 (factor acelerante del decaimiento, DAF). Ver
Clarkson y colaboradores., J. Virology 9. 5487-5501, 1995; Bergeison, y
colaboradores., Proc. Nefl. Acad. Sci. USA 91: 6245-6248, 1994; y Kamauchow, y
colaboradores., J. Virology T0: 5143-5152, 1986.

Las infecciones por Parvovirus Canino (CPV) se pueden bloquear /n vitro por el
pre-tratamiento de células de felino con PI-PLC. Ver Barbis and Parrish, Braziian J.
Med. Biol. Res. 2T: 401-407, 1994,

Algunos receptores de superficie celular, de importancia putativa en la iniciacién
de las infecciones, estdn unidos a las membranas por mecanismos diferentes de los
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anclajes-GPl. Estos incluyen estructuras tales como ésteres de colesterol (Rostand and
Esko, J. Biol. Chem. 288:24053-24058, 1983), los glicoesfingolipidos no fosforilados
(Karisson, Ann Rev. Biochem 88: 309-350, 1888) y ofros fosfolipidos tales como la
fosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina. Ver Sylvester, Infect. immun. 64:4060-4066,
1986.

Por lo tanto, por las razones establecidas arriba, apuntar a tales estructuras con
esterasas, cerebrosidasas, carbohidrasas, y fosfolipasas apropiadas, activas en la
liberacion de estas estructuras de la superficie de la célula, debe tener efectos
benéficos cuando se administra oraimente de acuerdo con la presente invencion, para
tratar infecciones del tracto digestivo.

Por virtud de la naturaleza universal de las proteinas de superficie ligadas a
fosfatidilinositol y los hidratos de carbono en eukariotes, la metodologla terapéutica de
la presente invencién, que implica la administracién de enzima en forma aguda o
profiléctica para romper una unién de anclaje de tales proteinas de superficie de la
célula y/o hidratos de carbono, encontraré una amplia aplicacion en el tratamiento de
infecciones del tracto digestivo con protozoos, bacterias, hongos, o virales. Hasta aqul,
un aspecito clave de la presente invencién es la demostracién de que una enzima, ia
cual no solo es activa en la ruptura de los componentes de superficie celular, se puede
administrar oralmente como un agente antiinfeccién siendo efectivo in vivo. En forma
notable, mientras una enzima representativa apropiada, PI-PLC, ha estado disponible
desde 1960, esta aplicacidn no ha sido sugerida hasta el presente.

Otro aspecto de la presente invencién es el uso de una enzima, como se
deecriblé arriba, como un agente antiinfeccién efectivo en preparaciones de
alimentacion animal, las cuales tratan o aminoran el riesgo de infecciones del tracto
digestivo en animales que consumen dicho alimento. Las preparaciones alimenticias
que contienen una endo-1,4-&-D)-mananasa son conocidas y algunos informes han
propuesto una actividad antifingica para la mananasa. Ver WO 00/21381
(PCT/EPS9/07835) y Kudo y colaboradores., Experentia 48:227-281, 1992. En estas
circunstancias, la mananasa esté combinada con un antibiético reconocido, aunque la
posibilidad de usar la enzima en alimentaciones libres de antibiético ha sido tratada en
forma general. Adams, Feed Mix (Special 2000), pdginas 16 — 18.

Por lo tanto, en uno de sus aspectos, la presente invencion esté relacionada con
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composicionas, incluyando composiciones alimenticias, que contienen una enzima
caracterizada por la actividad de particién arriba mencionada, que es diferente de la
mananasa, 0, en forma més especifica, distinta de una endo-1,4-4-D-mananasa, como
se distingue, por ejemplo, de una enzima dirigida al manano con una especificidad de
ruptura diferente, como se describe en ENzZYME NOMENCLATURE 1992 (Academic Press)
(ver éntradas 3.2.1.77, 3.2.1.78, 3.2.1.101, 3.2.1.106, 3.2.1.130, and 3.2.1.137).

Ademéds, la presente invencién contempia una composicion que contiene
tal enzima, incluyendo una mananasa, pero que no contiene otro agente antiinfeccion.

Asl, de acuerdo con la presente invencién, una preparacién de enzima
exiracelular obtenida a partir de Bacilius cereus y con un contenido estdndar de PI-PLC,
$e puede usar para obtener una mejora muy significativa en la ganancia de peso y la
conversién del alimento en la presencia de una infeccién. Esto resulta inesperado
porque el B. Cersus es un patdégenc oportunista que causa cominmente gastroenteritis
por alimentos y endoftalmitis por B. Cersus.

Los estudios previos informan que la inyeccién de enzima de B. anthracis o B.
coreus en conejos causa fosfasemia y hasta puede causar la muerte. Por ejemplo, ver
Stein and Logan, J. Bacteriol. 88:368-381, 1963. Por lo tanto resulta sorprendente que
una enzima extracelular de un patégeno que causa gastroenteritis tenga un efecto
curativo, de acuerdo a |a presente invencién, en relacién a una enfermedad causada
por una infeccién bacteriana.

El Bacillus cereus elabora diferentes enzimas extracelulares activas sobre la
membrana, y toxinas citoliticas, incluyendo la PI-PLC y la Cereolisina AB, compuesta de
fosfolipasa C y esfingomielinasa. Ver Gilmore, J. Bacteniol. 171:744-753, 1689.

En la preparacién de enzima anterior, se piensa que el ingrediente activo es una
fosfolipasa C extracelular especifica para el fosfatidilinositol [E.C. 3.1.4.10], producida
el B. Cereus. El tratamiento con enzima de la presente invencién actué en forma
efectiva como coccidiostatico y antibidtico. Por lo tanto, es efectivo y comerciaimente
viable para el tratamiento de las infecciones del tracto digestivo, particularmente cuando
las sustancies usadas en forma corrientes estédn prohibidas.

Si no estdn recubiertas, las enzimas son capaces de una desactivacién
ireversible por los fluidos géastricos del estémago. La Patente de los Estados Unidos
No. 4.079.125 describe composiciones que contienen enzimas entéricas recubiertas
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para su Ingestién por mamiferos con deficiencias de enzimas. En forma sorprendente,
la adicibn de PI-PLC sin recubrimiento a la alimentacién anima! resulta en un
tratamiento efectivo a ias infecciones patogenas.

Las composiciones de enzima de acuerdo con la presente invencién estdn
preferiblemente formuladas como composiciones orales sélidas secas o liquidas. Tales
composiciones incluyen substanciaimente estabilizantes, tales como un regulador de
pH, un hidrato de carbono, y/o un glicol. Las composiciones de enzima secas, estables
en almacenaje, que son apropiadas para el uso en la presente invencién, para su
incorporacién, por ejemplo en tabletas o cdpsulas, 8 pueden preparar por liofilizacion,
secado por spray, o secado en lecho fluidizado, con un portador inerte o de hidrato de
carbono, o usando técnicas evaporativas en conjunto con estabilizantes formadores de
cristales. Ver Franks y colaboradores., Biopharm. 4:38-55, 1981. Otro enfoque involucra
la precipitacion por medio de una sal, por ejemplo, la precipitacién por sulfato de amonio
0 precipitacién por solvente, tal como por acetona, para la formacién de un poivo
seguido de un secado y la mezcla con un portador.

Ciertos hidratos de carbono, particularmente los monosacéridos, disacéridos, y
oligosacéridos menores, son hidratos de carbono formadores de cristal importantes. Los
hidratos de carbono ejemplo para usar como poriadores son, entre otros, la xilosa,
fructosa, glucosa, sorbitol y maltotriosa, como lo describe Frank, supra. La eleccién de
un hidrato de carbono como portador se basa en la compatibilidad con la enzima, una
baja tendencia higroscdpica, y una curva de transicién vitrea favorable. La trehalosa es
particularmente apropiada como estabilizante para producir compuestos biolégicos
estables a temperatura ambiente. Ver Patente de los Estados Unidos No. 4,891,319;
Roser, Biopharm. 4 (8):47-53, 1981; Colaco y colaboradores., Bio/Technology 10:1007-
1011, 1992; Aldridge, Genetic Engineering News, March 15, 1995, pp 10-11.

Las enzimas de la presente invencion, se pueden formuiar como liquidos, por
ejemplo como jarabes con sorbitol o glicerot para bajar la actividad del agua y estabilizar
la proteina. Tales soluciones son tipicamente filtradas para esterilizarlas antes de su
uso farmacéutico.

Como se dijo previamente, la presente invencion esté relacionada, en un
aspecto, con la liberacién de la enzima como un componente del alimento. Los
alimentos estédn compuestos principalmente por un material granuiar, una fuente de

6
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proteinas, vitaminas, aminoécidos y minerales. El material granular incluye tipicamente
malz, sorgo, trigo, cebada o avena. La fuente de proteinas pueden ser, por ejempio,
alublas o guisantes. Como ejempio de minerales, aminoécidos y vitaminas se incluyen
la B12, A, écido pantoténico, niacina, riboflavina, K, DL-metionina, L-lisina, cloruro de
colina, écido félico, fosfato dicdicico, sulfonato de magnesio, sulfatc de potasio,
carbonato de calcio, cloruro de sodio, selenito de sodio, éxido manganoso, yodato de
calcio, dxido de cobre, éxido de cinc, y esterol animal D-activado.

Para usar en alimentos, una formulacién de enzima liquida se puede
preparar con agua salada, (e.g., NaCl, 15-18% p/p), o un jarabe, para bajar la actividad
del agua y prevenir el crecimiento microbiano en el preducto concentrado. También se
pueden usar, para prevenir el daflo potencial en el producto por el crecimiento
microbiano, otros conservantes de uso en alimentos tales como benzoato de sodio,
propilparabeno, sorbato de sodio o potasio, y palmitato de ascorbilo, los cuales son
ejemplos de preservantes quimicos. Ver Association of American Feed Control Officlals,
inc., Official Publication 2000, Part 18, "Chemical Preservatives" pp 215-217, ISBN 1-
878341-11-1. Estos conservantes se pueden aplicar a los alimentos luego del pastillado
con una tecnologfa de rociado por spray con una gran dilucién. Ver Fodge y
colaboradores., Feedstuils, September 26, 1997. Tales preparaciones liquidas pueden
contensr hidratos de carbono, estabilizantes tales como sorbitot o glicerol, si fueran
compatibles. Los materiales que son componentes deseados de los alimentos, tales
como otras enzimas u otras vitaminas que son lébiles al calor, pueden incluirse para
mejorar la eficiencia.

En circunstancias donde el alimento se usa en forma de puré no pastiliado (es
decir sin tratamiento térmico), las enzimas para la presente invencién se pusden aportar
como un concentrado saeco por adicion al mezclador del alimento. Tales concentrados
de enzima seca se preparan primero concentrando la preparacién liquida de fa enzima
usando un 10Kd.NMWC u otro ultrafiltro apropiado pera aicanzar un alto contenido
porcentual de enzima, y luego mezciando con un portador muy seco, tal como polvos de
malz o de soja o con un material inerts o una sal insoluble aprobada para usar en
alimentos. Ver Official Publication, American Feed Control Officials, supra, Part 582,
"Substances generally regarded as safe in animal feeds”.

Existe un numero de técnicas disponibles para generar enzimas suficientemerte

o
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estables para tolerar el proceso de formacién de pastillas en algunas fébricas de
alimentos, reteniendo una actividad suficiente a bajas temperaturas para funcionar en el
tracto digestivo. Es bien conocido que modificando la estructura de la protefna,
primariamente a partir del cambio de la secuencia del cddigo de ADN, o, en forma
secundaria, a fravés de la modificacién quimica, se pueden obtener enzimas més
estables contra la desactivacién. Una ilustracion al respecto es el uso del
entrecruzamiento quimico de los cristales de enzima. Ver Collins y colaboradores.,
Organic Process Research and Development 2(6):400-408, 1898. Otro enfoque para
aumentar la estabilidad de la enzima para la presente invencién es cambiar los
aminodcidos por mutagenesis del gen que codifica la enzima de interés, o la obtencion
de genes o partes de genes por bargjado. Ver Crameri y colaboradores., Nafure
391:288-261, 1998, Amold, Nafure Biofechnol. 18.617-618, 1888b; Zhao y
colaboradores,, Nature Biotechnol. 18:258-235, 1988; Zhao and Amold, Profein Eng.
12:47-53, 1998. También es posible la mutacitn y seleccién por "evolucién dirigida”™ de
enzimas con las propiedades deseadas. Por ejempio, ver Giver y colaboradores., Proc.
Natl Acad. Sci. USA 95:12809-12813,1898; Liao y colaboradores., Proc. Nat'l Acad. Sdi,
USA 83:576-580, 1966; Cherry y colaboradores., Nature Biotechnol. 17:378-384, 1989.

Ciertas modificaciones de proteinas, incluyendo la gliicosllacién, PEGacién, y
succinilacién, fambién pueden mejorar la estabilidad y alterar el pH &ptimo,
caracteristicas que pueden ser 6ptimas para la enzima a ser usada en la presents
invencion. Asf, se pueden usar protocolos conocidos en este aspecto para hacer
enzimas modificadas, para ensayar de acuerdo a los ejemplos, para medir cudén
apropiadas son an la metodologla de tratamiento de la invencién.

Un método efectivo para la produccién de PI-PLC proviene de la clonacién del
gen de B. cereus a B. megaterium. El sistema de expresién (Rygus and Hillen, Appl.
Microbiol. Bacteriol. 35:594-599, 1981) hace uso de elementos del regulon xilosa del
Bacillus megaterium (Rygus y colaboradores., Arch. Microbiol. 165:535-542, 1991), y
estuvo disponible comerciaimente en BIO101 Corp. (Vista, California). Se realizé una
fusion entre la secuencia de codificacién del gen conductor y los primeros tres
aminodcidos del gen xy/A de B. megaterium en un pldsmido estabilizado con resistencia
tetraciclina y regulado por un represor de respuesta de xilosa. Las cepas de este tipo,
con expresién amplificada, proporcionan medios posibles para producir en forma

&
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comercial cantidades Utiles de PI-PLC para incorporar a la alimentacién animal de
acuerdo con la presente invencion,

Algunos aislados de B. cereus producen antibiéticos tales como la tunicamicina.
Ver Kamogashira y colaboradores., Agric. Biol. Chem. §2:858-861, 1988. Otro aislado
de Bacillus cereus (ATCC 53522), estéd descripto en las Patentes de los Estados Unidos
Nos. 4,877,738 y. 5,049,378 como agente de control biolégico para prevenir la
podredumbre de la pléntula y de la ralz en los vegetales. Se cree que este efecto
resulta de la accién de dos antibidticos, denominados “Zwittarmicina®, un aminopoliol
lineal de 396 Dalton, y el "Antibiético B®, un amino glicésido. En ios ejempios descriptos
en detalle abajo se elimind la posibilidad de involucrar estos dos antibidticos
exciuyendo, en la preparacion de enzima, a los antibiéticos de bajo peso molecular
posibles.

En particular, un caldo de fermentacién libre de células se concentr por medio
de una membrana con un corte de pesc molecular de 10 Kd. El concentrado, que
contiene proteinas mayores de 10 Kd fue usado para un proceso posterior. Los
antibiéticos de bajo peso molecular, tales como aquellos deacriptos por Handelsman,
supra, pasarian a través de este filtro. Ademas, se empleé la precipitacién con sulfato
de amonio para 'precipitar las proteinas de alto peso molecular dejando en solucién los
materiaies de bajo peso molecular. Luego de redisolver el precipitado con sulfato de
amonio, la solucion de enzima resultante se dializé contra un buffer, otro tratamiento
que separa los antibiéticos de bajo peso molecular. Finalmente, la proteina se precipitd
una segunda vez, nuevamente con sulfato de amonio, para dejar atrés en la solucién
cualquier compuesto de bajo peso molecular remanents.

El uso combinado de estos cuatro tratamientos aciia fuertemente contra
la posibilidad de que el efecto de antibitico observado se deba a un antibiético de bajo
peso molecular, producido por ATCC 6464 o ATCC 7004.

El caido de fermentacién tamblién se ensayé con una cepa de E. Cofi para
comprobar la presencia de antibiéticos, pero no se detectd actividad de antibidtico.

Ademés, la presente invencién se describe abajo por referencia a los siguientes
ojemplos ilustrativos..

EJEMPLO 1 Preparacién de cultivos madre congelados de Baclllus cereus, ATCC
8484 y ATCC 7004

=
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Se abrieron e inocularon viales con células liofilizadas de la cepa ATCC en un medio de
siembra compuesto por Amberferm 4015 (Red Star) 10 g//, Amberex 685 (Red Star) 5
g/t y cloruro de sodio 5 g/l, pH 7,0 y se cultivaron a 30 °C. El cultivo inicial se plaquea
sobre placas de agar con calde LB y una sola de las colonias resultantes se volvi6 a
inocular en 20 mi de medio de siembra en un frasco con deflectores de 250 mi (Belico) y
se cultivé bajo agitacion a 30° C. Cuando la densidad del cultivo alcanzs una lectura de
DOesx de 1,5, se agregd glicerol estéril hasta aproximadamente un 10 % viv y se
congelaron los viales que contenfan 1,8 mi de cultivo a -80 °C.

EJEMPLO 2 Cuitivo de formas alsladas de ATCC 8484 y ATCC 7004 de Bacilius
cereus para la produccion de foafolipasa C especifica de fosfatidilinositol

En dos fermentadores Biostat C, de 30 litros cada uno, se introdujeron lotes de
medio con la siguiente composicion, en agua de canilla: Caldo Nutritivo N°® 2 {Oxoid) 25
g/, Triptona (Difco) a 10 g/, extraclo de levadura (Difco) 10 g, y un agente
antiespumants Mazu DP10P Mod11 (BASF) 0,1 ml por litro. El volumen inicial del lote
era de 9,5 | y el caldo se esterilizé a 121 °C durante 40 minutos. El pH inicial se ajustd
en 7,0 con amonlaco gaseoso después de la esterilizacion.

Se prepararon cultivos de siembra en 500 mi de! mismo medio en frasco con
deflectores y agitador de 4 litros equipados con un aspirador (Belico) y tubos de silicona
con conectores para ia inoculacion. Los frascos se esterilizaron en autoclave a 121 °C
durante 50 minutos antes de la inoculacién con 1,8 ml del cultivo madre congelado
preparado a partir del envio de ATTC (EJEMPLO 1). Los cuitivos de los frascos de
siembra se cultivaron a 30 °C durante 5,5 horas con agitacién a 200 RPM en un
incubador con agitacion de ambiente controlado (NBS modelo G-25). Antes de la
inoculacién, el cultivo de ATCC 7004 presentaba una DOexp de 1,53 y pH 6,58. El
cultivo de ATCC 8464 tenia una DOgode 1,28 y pH 6,79.

Los 500 mi de cultivo de siembra se inocularon en ios fermentadores de 30 | y se
hicieron funcionar bajo las siguientes condiciones: temperatura 30 °C, mezclado 600
RPM, fiujo de aire 10 litros por minuto y presién 0,5 Bar. La DOy del cultivo Inicial fue
de 0,81. A las seis horas, se detuvo la fermentacién con una DOuy final de 22,1 (ATCC
7004) y una DOep de 24,2 (ATCC 6464). Las fermentaciones se cormrieron sin un
control de pH y el pH final era de 8,17 (ATCC 7004) y pH 8,13 (ATCC 6484). Se retird

| caldo de los fermentadores y se enfri6 a 8 °C antes de su posterior procesamiento.



18

Los fermentadores se corrieron una segunda vez utilizando un procedimiento
virtuaimente idéntico con ambas formas aisladas de ATCC de Bacillus cereus. En este
caso, los cultivos de siembra se usaron durante seis horas con una DOy de 2,66
(ATCC 7004) y una DOexo de 1,98 (ATCC 6464), y un valor de pH de 6,69 (ATCC 7004)
y pH 6,65 (ATCC 6464). Las fermentaciones principales se corrieron durante 6,5 horas
con una DOex final de 35,8 (ATCC 7004) y una DOano de 33,6 (ATCC 6464). El pH final
fue de 8,38 (ATCC 7004) y pH 8,47 {ATCC 6464) en el momento del enfriamiento.
EJEMPLO 3 Separacion de células por filtracién y concentracién de la enzima Pi-
PLC

Se separaron y lavron las células de cada uno de los cuatro lotes de
fermentacion que se describieron en el EJEMPLO 2 usando dos filtros de fibra hueca de
3 mm, con un corte de peso molecular de 500.000 (500 Kd NMWC) A/G Technology
(UFP-500-K-6A) unidos en el extremo. El caldo enfriado se bombed a través de los
fitros con una bomba peristéltica a razdn de 2 litros por minuto aproximadamente, con
reciclaje hacia el reservorio de retencién. El permeato que contenia la enzima se
recogié en un reservorio enfriado sobre hielo. El volumen del caido inicial que contenia
células de aproximadamenie 9 litros se concentrd hasta un volumen de
aproximadamente 2 litros, en cuyo momento se comenz4 una filtracién con didlisis con
Tris-HCI 10 mM, pH 8,5. Después de recoger un volumen total de aproximadamente 14
litros de permeato, se termind el iavado de ias células.

El permeato 500 Kd (aproximadamente 14 litros de cada fermentador) se
concentrd con dos filtros de fibra hueca de 0,5 mm con un corte de peso molecular de
10.000 {10 Kd) A/G Technology (UFP-10-C-4XTCA) unidos en el extremo. Se utilizd el
mismo método de bombeo con reciclaje del concentrado, excepto que se descart6 el
permeato. El concentrado final con un volumen de 500 mi aproximadamente de cada
fermentador se guard6 para el siguiente paso de procesamiento.

EIEMPLO 4 Purificacldn y concentracién adiclonal de la enzima PI-PLC

El concentrado ultrafiltrado 10 Kd (EJEMPLO 3) derivado de cada una de las
fermentaciones de Baciius ceraus se ajusté en un 80% de saturacién con sulfato de
amoni y se mezci6 sobre hielo durante 60 minutos. La solucién se centrifugd durante
15 minutos a 8000 RPM en un rotor Sorvall GGA. Se descarté | sobrenadante y el
precipitado se disolvié en un volumen minimo de Tris-HC! 10 mM, EDTA 0,2 mM (pH
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7.5) y luego fue sometido a didlisis en frio contra el mismo buffer.

Las proteinas presentes en cada concentrado se midieron usando un ensayo de
unién con colorante BioRad y se midié el nivel de PI-PLC (Hendrickson ef a/., Bioorg.
Med. Chem. Letters 1: 619-622, 1891) usando un método de deteccién basado en
HPLC y un sustrato fluorescente (Molecular Probes, Inc., P-3764, mio-inositol-1-fosfato
de 1-pirenbutilo, sal de litio). En la siguiente Tabla 1 se resumen los datos del ensayo y
8o predice la pureza y enzima total aproximada, sobre una base de pureza, obtenida
para cada una de las cuairo preparaciones. Las preparaciones de enzima se guardaron
congelados a —-20 °C hasta su procesamiento posterior.

Tabla 1. Resumen del andlisis de las preparaciones de enzima cruda PLPLC

Preparacién | N® cepa ATCC | Proteina | Actividad |Protefna IMII[% estimado| PHPLC total
de enzima Mg lespecifical enla | de pureza® | enmg, en
UWmg' |preparacion, base puro
: mg

1 TOO4 1,88 1,78 a25 2082 048

2 6464 1,44 0,52 48 0,867 289

3 7004 1,35 4 42 208 7.38 153

4 8484 208 | 172 250 1,95 5,00

U = unidad = 1 micromol/minuto.
2Basado en la suposicién que la proteina 100% pura tiene una actividad especifica de
60 U/mg (Hendrickson, supra).
EJEMPLO § Agrupacién y concentracién de preparaciones de enzima antes de
Incorporarias al alimento para animales
Las preparaciones de enzima 1, 2, 3 y 4 se agruparon, con un volumen total de
875 ml. Se agregd lentamente sulfato de amonio (492 g) y la solucién se mezclé sobre
hielo durante varios minutos. La solucién se centrifugd para recoger el precipitado. La
fraccién del pellet se disolvié en una cantidad minima de buffer fosfato 20 mM (pH 7,0).
El volumen de la solucion resultante era de 70,8 mi, con una densidad de 1.057
gramos/cc. La concentracién de proteina medida era de aproximadamente 25,5 mg/ml.
Se midi6 la actividad PI-PLC y era de aproximadamente 1,13 U/mg con una pureza
estimada de PIPLC en 1,88%. La solucién se congslé a —20 °C en su totalidad y se
descongelé y utilizd en un tratamiento uniforme con 200 libras de alimento para polios.
EJEMPLO 6 Cionacién y expresién del gen de PI-PLC de Bacllius cereus en

Bacillus megaterium



El gen que codifica la fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol (PI-PLC) ha
sido secuenciado. Véase Kuppe ef al., J. Bacteriol. 171: 6077-6083, 1989. El gen PI-
PLC se ciond de ADN cromosdmico de Bacillus cereus (ATCC 6464) mediante
tecnologia de PCR. Se emple un vector de expresion, pMEGA (BIO 101, Vista, CA),
para Badillus megaterium. Se disefiaron dos cebadores para PCR, a saber, 5'-
GACTAGTAATAAGAAGTTAATTTTG-3' (cebador 1) y 5-
CGGGATCCATATTGTTGGTTATTGG-3' (cebador 2) con un sitio Spel en el cebador 1
y un sitio BamHI en el cebador 2.

£ gen PI-PLC amplificado por PCR se ligh en el sitio Spel-BamH| del pMEGA y
so obtuvo el plasmidos pCG682. La proteina PI-PLC se fusioné con los primeros tres
aminoécidos del producto genético xylA en el sitio Spel en el vector de expresién. La
aexpresién del gen PI-PLC estaba bajo la regulacién del promotor xy/A. Se utilizd la
fermentacion del frasco con agitacién para evaluar la produccién de fosfolipasa C
especifica de fosfatidilinositol en Bacillus megalerium. Se inoculé caldo LB con
tetraciclina 10 pg/mt (20 mi) con 0,2 ml de cultivo de siembra y se incubd en un agitador
a 37 °C a 250 r.p.m. A una DOgno de apraximadamente 0,5, se agregé D-(+)-xilosa 5 g/l
para inducir al promotor xy/A. Después de tres horas, se cosaché el sobrenadante por
centrifugacién. La actividad fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol se midi6
mediants un método con sustrato fluorescente (Hendrickson, ef al., Biochemistry 31:
12169-12172, 1992; Hendrickson, Anal. Biochem. 219: 1-8, 1994), usando el sustrato 1-
pirenbutil-mio-inositol-1-fosfato (Molecular Probes, Eugens, O) y mediante deteccién
con HPLC.

Tabla 2. Medicidn de ia expresién PI-PLC

Material de prusba Adicién de xilosa | Actividad especifica
(unidad/mg proteina)

Fracciones de lisado celular

B. megaferium/pCG682 - 0

B. megaterium/pCG682 + 0,436

B. megaterium/pCGE82 - 0
B. megaterium/ipCGB82 + 0,385
Fracciones del caldo de fermentacién

B. megaterium/pCG682 - 0




21

I;_ megateriumipCG682 + 4,087
B. megateriumipCGE82 - 0
B. megateriumipCGBB2 + 4,56

Estos datos muestran que la mayor parte de PIPLC es extracelular y que la
expresion solamente tiene lugar después de la adicién de D(+)dlosa (Tabla 2). Se
estimé que esta cepa recombinante tiene por lo menos 15 veces la productividad
(mg//DO) del promedio de la cepa salvaje, cultivada como en el EJEMPLO 2.
EJENMPLO 7 Fermentacion de B. megaterium para ia produccién de PI-PLC

El material B. megaterium/pCG682 descripto en el Ejemplo 6 se utilizd pera la
produccién de PIPLC por fermentacién. El medio (PM) pera las etapas de siembra y
fermentacién contenia iniciaimente Amberferm 4015 (Universal Flavors Bionutrients,
Indianapolis, IN) 20 g/l, exiracto de levadura Amberex 685 10 g/l (Universal Flavors
Bionutrients, Indianapolis, IN), NZ Case Plus (Quest Intemational, Hoffman Estates, IL)
10 gN, K2HPO, 2,0 g/l, MgS04 0,1 g/, "H20 y glucosa 2,0 g/l y tetraciclina 12,5 mg/l. El
pH se ajusté en 7,5.

La etapa de siembra (500 ml en un frasco con deflectores de 2,8 1) e inicié por
inoculacién con un vial de siembra congelacic y agitacién a 250 RPM a 30 °C. Los
viales de siembra se prepararon por adicién de una sola colonia cultivada sobre una
placa de agar LB en 20 mi de PM en un frasco con agitacién de 250 ml. Después de
dejario crecer hasta una DOesx de aproximadamente 1,0 a 30 °C, se agregaron 5 ml de
glicerol estéril 50%, se mezcld y la solucidn se distribuyd en viales de plastico estériies
de 2 mi y se congelé a -80 °C.

Los frascos de 500 mi con la siembra se usaron después del crecimiento hasta
una DOex de 1,2 a 1,8 aproximadamente después de 9 horas de agitacién. Se usaron
dos frascos pera sembrar un fermentador de 60 | lleno con 50 | del mismo medio
esterilizado por vapor. La tetraciclina se filtré estéril (filtro de 0,2 micrones) como una
solucién 1% en etanol 40% y se agregd después de esterilizacién y enfriamiento a 30
°C. En los fermentadores, también se agregd el antiespumante Mazu DF10PMDO11
(BASF, Gumee, IL) 0,1 miil. en el lote inicial y se agregd segin necesidad pera
confrolar la formacién de espuma durante las fermentaciones. Las condiciones de
funcionamiento para la primera siembra del fermentador fueron como sigue: presién 0,5
a 2,5 psig; temperatura 30 °C + 0,5 °C; agitacién 200 a 450 RPM; inyeccion de aire de



25 a 50 SLPM; oxigeno disuelto > 25%. El pH se controlé en valores de 6,9 a 8,1
usando HiPO4 21,25% o NaOH 5N. cuando la DOgn alcanzd un valor de 8-10, los
contenidos se usaron para sembrar un fermentador de 600 | que contenia 425 | del
mismo medio.

Las condiciones de funcionamiento para el fermentador de produccion de 600 |
fueron como sigue: presién 0,5 a 2,5 psig; temperatura 30 °C + 0,5 °C; agitacién 100
300 RPM; inyeccién de aire de 250 a 500 SLPM; oxigeno disuelto > 25%. El pH se
controlé en valores de §,9 a 8,1 usando HsPO4 21,25% o NaOH 5N. Cuando se habla
acabado la glucosa inicial a las 5 horas y con una DOgn de 17 aproximadaments, se
inicié una alimentacion de xilosa (pre-esterilizada por autoclave a 121 °C durante 20
minutos y compuesto de 10 kg de D-(+)>dlosa y 10 litros de agua). La D-xilosa se
obtuvo de Varsal Instruments, New Jersey. La alimentacién se comenzé inicialmente
razén de 25 ml/minuto y se mantuvo asl durante 1,5 horas, luego se increment a 43
mi/minuto. La segunda velocidad se mantuvo hasta que los 22,5 litros de la
alimentacién de xiloesa se hablan consumido. El oxfgeno disuelto se mantuvo
incrementando la inyeccién de aire en incrementos de 50 SLPM hasta 500 SLPM.
Cuardio el valor del flujo de aire era de 500 SLPM, se incrementaron las RPM. La
fermentacién terminé una vez transcurridas 20 horas. A las 17 horas, se habfan
acumulado 7440 U/L (unidades segtn se definieron en el Ejempio 4).

El caldo de farmantacion se coseché usando un equipo Pall Filtron C10 y cuatro
médulos CellFlo Microgon (0,2 um de poro de membrana, fibras de 1 mm de didémetro
con 3,3 m?). El permeato de la membrana de 0,2 um se concentrd usando un equipo
LT100 Pall Filtron con una membrana para ultrafiltracion 10K, tamafio 85 de
AG/Technologies. El concentrado final era de 10 litros en volumen y se congel6 a -20
°C.

EJENPLO 8 El caldo de fermentacion de Bacliius cereus no contenia actividad
antibiética

La fermentacién con Bacillus cereus (ATCC 7004) se llevé a cabo de acuerdo
con el método descripto en el EJEMPLO 2, excepto que el volumen inicial se
incrementd hasta 20 litros. Se efectué una prueba para comprobar la presencia de
antibiéticos con MG1655 de E. coli como cepa de prusba, donde el caldo de
fermentacion final o PI-PLC parcialmente purificado se prepard de acuerdo con el
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método descripto en ios EJEMPLOS 3-5. La prusba se realizé como un ensayo en
placa cilindrica. Véase Braniner, Pharmaze 52(1). 3440, 1997. No se observd
ninguna zona clara indicadora de actividad antibiética airededor de los cilindros que
contenian ias muestras de enzima.

EJEMPLO 9 Prueba de PI-PLC en un ensayo de fluorescencia con placas para
microtitulacién

Se desamrolié una prueba bioquimica para ia PI-PLC mejorada con respecto al
método de Hendrickson ef &/ (supra) usado en el Ejemploc 4. E! sustrato 4-
metilumbeliferil-mio-inositol-1-fosfato, sal N-metil-morfolina, se obtuvo de Biosynth
(Naperville, lllinois). Las reacciones fueron monitoreadas con un lector de fluorescencia
de placas para microtitulacién Flouroscan Il obtenido de MTX Lab Systems (Vienna,
Virginia). Para los ensayos con el caldo de fermentacion o los concentrados de enzima,
se empiearon reaccionas de 200 u! en placas para microtitulacién de pldstico negro
compuestas de Tris-Cl, 10 mM 0,16% deoxicolato, 4-metilumbeliferil-mio-inositol-1-
fosfato 0,8 mM, sal N-metil-morfolina, y enzima diluida a pH 8,0. Si fuera necesario, se
pueden efectuar diluciones de la enzima en solucién BSA 0,1 % en agua. Se efectud
un saguimiento de la reaccion a 37 °C durante 30 minutos, con lecturas a intervalos de
2 minutos para observar la liberacion de metilumbeliferona del sustrato con axcitacién a
350 nm y emision a 450 nm.

Se utilizd la correlacion de unidades de fluorescencia a micromoles de
metilumbeiiferona para caicular las unidades (micromoles por minuto) formadas por
cantided de solucion de enzima agregada. La reaccién a pH 8,0 es un compromiso
entre el pH Optimo para la enzima y el pH para la fluorescencia méxima de
metilumbeliferona (pH 10). Ademds, & pH 9,0 y mayor, la velocidad de liberacién no
enzimética de metilumbeliferona se vuelve significativa. Bajo esta condicién de ensayo,
la actividad especifica (unidades/mg) es aproximadamente 39,3 veces mayor que
cuando se utiliza el método de Hendrickson ef &/. (supra). A los fines de evaluar la
eficacia en experimentos con alimento para animales, las unidades medidas usando
oste ensayo se convirtieron en las unidades Hendrickson equivalentes con el fin de
facilitar la comparacion con las primeras pruebas efectuadas antes de utilizar este
ensayo.

EJENMPLO 10 Ensayo de PI-PLC agregado a dosls efectivas en alimento para



animales
Se disefio una variacion més sensibie del ensayo basado en 4-metilumbeliferil-mio-
inositol-1-fosfato, sal N-metil-morfolina, de PIHPLC (Ejemplo 8) con el fin de medir ia
enzima después de su adicion a un alimento para animales, comprendiendo un yalor de
pH para el ensayo y otro valor de pH para medir la fluorescencia. La enzima se extrajo
de ios materiales de prueba de alimento pesando 4 g de alimento y agregéndolo a 20
mi de Tris-Ct 10 mM (pH 7,5) con deaxicolato 0,1 % para elaborar un alimento con 20
g/l. La lachada se agitd en un agitador NBS G-25 (New Brunswick Scientific) durante 1
hora a temperatura ambiente y a 250 RPM. La lechada se centrifugé a 13.000 RPM en
una microcentrifuga IEC Micromax con tubos para microcentrifuga de 1,5 ml. Se
efectuaron las diluciones apropiadas de los axtractos en BSA 0,1% (alblimina de suero
bovino). No se diluyeron las muestras de los alimentos con aplicaciones de 10 U/libra.
Primer paso de reaccién—Los tubos se dispusieron de la sigulente manera. También
s6 deben incluir esténdares con una dilucién 1:100 o 1:200 de 0,12 U/ml PI-PLC
(unidad definida como en et Ejemplo 4) y un blanco. Las reacciones de prueba se
deben cubrir con papel de aluminio con el fin de proteger al sustrato de la luz.

20 i de Tris-HCI, 0,10 M, pH 6,0

40 pl de deoxicolato (0,8%)

40 pl de sustrato PHPLC (4 mM)

100 ul dp enzima

200 pi fubo Reaccién total a 25 °C

Se tomaron muestras en dos momentos (30 min y 60 min) con la separacién de
0,10 ml de cada reaccion. Las alfcuotas se calentaron a 65 °C durante 15 minutos para
detener la reaccién enzimética y se enfriaron sobre hielo. Finaimente, ias muestras se
centrifugaron a 12.000 RPM en una microcentrifuga durante 5 minutos.
Lectura del fluorémetro— Se agregaron 120 i de buffer Tris 0,10 M (pH 8,0). El
buffer Tris se agregd a las cavidades de microtitulacién de una placa de pléstico negro,
luego se agregaron 80 ul de muestra de reaccién antes de efectuar la lectura como se
describid en el Ejemplo 7. Se substrajeron ios niveles de control basal. Se calculé la
velocidad de produccién de unidades de fluorescencia por minuto. Las unidades de
flucrescencia se convirtieron en micromoles de producto de reaccién y se calcularon las
unidades de enzima axtraldos por libra original de alimento.
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EJEMPLO 11 Pruebas de Alimentacién de Poliocs
con Ataques de Patégencs

L Prueba | de Alimentacién de Polios Pantilieros

Se lievd a cabo una primera prueba de alimentacién comenzando con pollos
parrilleros de un dia de edad. Se preparé una dieta tipica uniforme para polios de
*alimento inicial® disefiada para satisfacer 0 exceder los Requerimientos de Nutrientes
para Aves de Corral dol Consejo Nacional de investigacién (9* edicién, 1h94), ysela
administrd en forma de mezcla de granos. Se dividieron los polios en jaulas (con un
espacio de piso de 12 puigadas x 24 pulgadas) en cuatro grupos de tratamiento,
estando cada grupo de tratamiento repetido cuatro veces y con una réplica de seis aves
por jaula (TABLA 3). Se proveyeron agua y alimento ad libitum a lo iargo del perfodo de
prueba de 21 dias. Se usé un diseflo de bloques al azar para localizar los polios en las
jaulas y las jaulas en los grupos de fratamiento. Todas las jaulas y los suministradores
de alimento y de agua se esterilizaron antes de! comienzo de la prueba. La iluminaecién
fue constante (24 horas por dia) con lémparas incandescentes. Se determinaron los
pesos corporales en 6l dia uno y en el dia 21. Se midié el consumo de aiimento en el
dia 21.

El dia 5, se infectaron todos los pollos con 200000 oocistos por ave de Eimeria
acervuiina mediante suministro oral. El dia 7, se infectaron adicionaimente todas ias
aves con 500000 Clostridium periringens a través del suministro de agua. En el control
negativo (T1), no existié tratamiento para la infeccion. En el control positivo (T2), se
agregaron un coccidiostdtico y un antibiético al alimento. Este fue un tratamiento anti —
coccidiosis Sacox (salinomicina a 60 ghtonelada) y con el antibiético BMD-50 (50
ghonelada). Para los grupos de tratamiento T3 y T4, se usé el alimento tratado con la
enzima PI-PLC tipo salvaje (alrededor de 0,34 gramos de PIPLC sobre una base pura)
al comienzo del dia cinco, en el momento del suministro oral de Eimeria acervuiina.
Todo el alimento se preparé an un lote uniforme y luego se lo dividié para el agregado
de antibiético (Grupo de Prueba T2) o de enzima (Grupos de Prueba T3 y T4). Los
resuitados del andlisis de peso de las aves se presentan en la Tabla 4 y se presentan
los célculos de alimento/ganancia en la Tabla 5.

Tabla 3. Tratamiento Experimental de Pollos parrilleros para la Prueba | de
Alilmentacién de Pollos Parrilleros
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Grupo de | Descripcién | Material de Prueba | Réplicas | Pollos por
Prusba |de ia réplica
# Prueba
™ Control Ninguno
negativo 4 6
T2 Control Tratamiento  con
Positivo coccidiostdtico vy (4 6
salinomicina
T3 PI-PLC 0,34 g de enzima
Tipo salvaje | tonelada 4 6
_(base pura)
T4 PIPLC 0,34 g
Tipo salvaje | enzimafionelada 4 6
(base pura)
Tabla 4. Peso corporal promedio (g) a los 21 Dias
Tratamiento
Réplica | T1 T2 T3 T4
1 323,00 341,67 377,83 366,67
2 326,67 321,33 383,83 361,17
3 299,33 337,33 378,83 361,33
4 211,67 254 00 374,33 403,40
Media | 280,17 313,58 378,71 373,14
STAT b b a a
SD 48,52 3522 3,40 17,61
cv 16,03 11,23 0.80 472

|
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Tabla 6. Conversién de Allmento Promedio (0-21 dias) Corregida por el Peso
de ia Mortalidad de las Aves

Tratamiento
Réplica | T1 T2 3 T4
1 1,488 1,560 1,407 1,445
2 1,562 1,532 1,423 1,421
3 1,524 1,562 1,432 1,408
4 1,760 1,462 1,438 1,404
Media 1,583 1,531 1,425 1,418
STAT b b a a
SD 0,11 0,04 0,01 0,02
cv 6,68 2,78 0,82 1,17

En ambas tablas precedentes, las medias en una fila sin una letra en comun
son significativaments diferentes (P<0,05) para la prueba de significacion de
Duncan.

I. Prusba § de Allmentacién de Polios Parriliercs

Se llevd a cabo una segunda prusba ds alimentaciéon comenzando con polios

parrilleros macho de un dia de edad. Las dietas de base se diseflaron para exceder

los Requerimientos de Nutrientes para Aves de Corral del Consejo Nacional de
Investigacién (9* edicién, 1964) y se prepararon como mezcla de granos para
asegurar su uniformidad. El estudio se hizo en jaulas en bateria al azar, sobre una
base clega, pama evaluar el efecto de ia PI-PLC hecha a partir de ia fuente natural,
Badlllus cereus (PI-PLC tipo salvaje), o de un Badclius megaferium recombinante
sobre el desempeiio de los pollos parrilleros macho a los 21 dias de edad. La fuente
natural contiene también otras enzimae exiracelulares, pero la PI-PLC preparada a
partir de Baciius megatenum estA aitaments purificada y se [a purifics
adicionaiments por ultrafiltracién usando una membrana 30-Kd NMWC. Las aves 88
atacaron a los 8 dias do edad con coccidios de aves (200000 cocisipa de E
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acervuling por ave via el agua de la bebida) y a los 10 dias de edad con Clostridium
periringens (100000 por awo via el agua de la bebida). Cada uno de los nusve
fratamientos (Tabia 6) tuvo 10 réplicas o jaulas. Cada jaula contsnia 6 pollos
pariliercs Cobb x Cobb macho vacunados (Newcastie-Bronchitis, Mareks) con un
espacio de 0,40 pies’/ave. Las aves muertas, si se Ias hallaba, no se reemplazaban
hasta el 8° dia. El alimenio se administrd como mezdia de granos o0 sobre una base
ad libitum a lo largo del perfodo completo de prueba (del dia O al dia 21).

Se administrd una dieta basal comin y sin fratar, que no contenia
antibiéticos, a todas las aves en los dias 0 a 7. A partir de alll, se adminiatraron
nueve dietas tratadas, bajo a forma de mezcias de granos, desdae jos 8 a los 21 dias
de edad. El alimento basal fue un alimento inicial tipico para pollos parrilieros que
contenia 22% de proteina enuda con un ME (contenido de energia metabolizable) de
1400 kcalib.

2



Tablia 6. Tratamiento Experimental pars la Prueba H de Alimentacién de Polios

Parmifieros

Tratamiento | Asticulo de prusba Atague infeccloso’

T1 NINGUNO +

T2 Disalicilato de Bacitracin metileno | +
{BMD, 50g/tonelada) y
Salinomicina (Sacox, 60
ghonelada)

T3 PI-PLC recombinante (3 UAb)|+
producida por Bacillus
megaterium

T4 PI-PLC recombinante (10 UfAb)|+
producida por Bacilus
megaterium

5 PI-PLC recombinanta (30 UAb)|+
producida por Baciilus
megaterium

T6 PI-PLC recombinante (80 UADb)|+
producida por Bacillus
megaterium

T7 PI-PLC (10 UAb) y otras enzimas | +
axtraceiulares de Bacllius cereus

T8 NINGUNO NINGUNO

T8 PI-PLC recombinante (90 U/b) | NINGUNO
producida por Bacilus
megaterium

£Z.
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1200000 oocistos de E acervuiine, los cuales fueron administrados via el agua
de la bebida a los 7 dias y a los 10 dias de edad con 100000 bacterias de
Clostridium periringens por ave via el agua de la babida.

Tabla 7. Prusba H de Alimentacién de Pollos Parmilieros

Ttamientolt B B b b b b b b
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'PI-PLC recombinante producide por Bacillus megalerium.
%p|-PLC tipo saivaje de Bacillus cereus.
*El nivel de agregado de PI-PLC fue demasiado bajo como para ser exiraida en
forma efectiva y mediada en este experimento, apareciendo como nivel basal.

En ia primera prusba, cuando se administré la infeccién bacteriana a través
del agua de |la bebida, (Ejemplo 11-l), de acuerdo con todos los criterios, la PI-PLC
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tipo salvaje producida por Bacilus cersus funcioné tan bien o mejor que el
tratamiento con Salinomicina + BMD (Tablas 4-5). En una prueba posterior indicada
previamente, con una PI-PLC recombinante (Ejempio 11-ll, Tabla 7), la PI-PLC
agregada a concentracicnes variables mosird un efecto dependients de la dosis de
disminulr la puntuacién de la lesion intestinal y la conversion de alimento (T3-T8), y
de aumentar la ganancla de peso. Ademds, el tratamiento con PIPLC
recombinante, a 80 U/b, en ausencia de tratamiento con Salinomicina + BMD,
disminuyé la puntuacion de la lesién intestinal y tuvo un efecto positivo sobre la
conversidn de alimento y la ganancia de peso. La PI-PLC fipo salvaje de Baclius
cereus no funclond tan sfectivamente como su contraparte recombinante a la misma
concentracién (10UAb) en ests prusba.

M. Prusba il de Alimentacion de Pollos Parrilleros con las enzimas Pi-
PLC y endo -1,4- p -~ D - mananasa

Se llevd a cabo un estudio en jaulas en baterfa Petersime al azar para
evaluar el efecto de la PI-PLC y la endo -1,4- p - D ~ mananasa (Patents de los
EEUU N° 5429828) sobre el desempeiic de los pollos panilleros macho criados
hasta los 21 dias de edad. Las aves se atacaron a los 8 dias de edad con coccidios
de aves (75000 oocistos de E acervuiina y 1250 oocistos de E maxima por ave
mediants administracién oral) y a los 11, 12 y 13 dias de edad con Clostridium
perfringens (administracion oral cada dia con 1 mL de liquido de un cullivo freeco
que contenia 10° cfu/mL). Cada tratamiento (Tabla 8) consisti6 en 8 réplicas de
jaulas y cada jeula aibergé 14 polioe parrillsros macho Cobb x Cobb vacunados con
Mareks (reducidos a 10 el Dia 14, ya que se retiraron 4 aves de cada jaula y se
evaluaron en ellas las iesiones) con un espado de 0,38 ples’/ave. Se retiraron las
aves muertas de las jaulas cuando se las detect, y no se las reemplazd. El
alimento se suministrd bajo Ia forma de una mezcla de granos sobre una base ad
libitum a lo largo del periodo de prueba completo (dia O al dia 21).
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Las diatas 86 suministraron como mezcla de granos en los dias 0-21 de
edad. E! alimento basal fue un alimento iniclal tipico para polios pamnillerce que
contania 22% de proteinas crudas, con una ME de 1400 kealAb.



Tabla 8. Tratamientos Experimentaies en la Prusba H de Alimentacién de

Polios Parrflleros
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Tratamien | Medicaclé

de

PI-PLC

ﬁh“ﬂ-‘a
+

PI-PLC

tipo salvaje (10
UAb) producida por
Badlius cereus

PI-PLC
recombinants

(30 UAD) producida
por Bacilus
megeterium

PI-PLC
recombinants

(10 UNb) producida
por Bacllus
megelerium

100 MU/T

PI-PLC
recombinants

(30 UAb) producida
por Bacillus

megeferium

100 MUIT
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10 + + PI-PLC -
recombinante

(30 UAb) producida
por Bacillus

megaterium

'La dieta contenia disalicilalo de bacitracin metileno (BMD, 50 gionelada) y
Salinomicina (Sacax, 60 ghonelada).

2100 MUIT es igual a 100 x 10° unidades de actividad por tonelada de alimento.
Las aves fueron atacadas & los 8 con 75000 oocistos de E acenvudina y con 1,250
oqcistos de E maxima por ave, mediante administracién oral, a los 11, 12 y 13 dias
de edad con Closiridium perfringens por suministro oral cada dia con un liquido de
cultivo fresco que contenia 10° chwmi.

Las conversiones de allmento se ajustaron por las diferencias en ios pesos
promedio de las aves con el propdsito de comparar los tratamientos. La infeccion
empeord el AF/G (peso ajustado por conversién de alimento) en alrededor de un
23%. (0,147 unidades de AF/G). El uso de Sallnomicina y BMD restaurd por
compieto ol AFAS a nivelss normales, pero aestos dos agentes quimicos no fueron
mejores que [a combinadén de § - mananasa y PI-PLC para reducir las lesiones
Intestinales causadas por la infeccién. Cien millones (100 MU) de unidades de P -
mananasa por tonelada, ya sea soias 0 en combinacién con PI-PLC, superaron
parciaimente las consacuencias perjudiciales de Ia infeccién, tal como lo evidencia
la mejora del 85% al 70% en la reduccién de AF/AG presente en el control infectado
(véase T3 versus T1). La p - mananasa parecid disminuir la puntuacion de la lesién
intestinal causada por E acervuiina més que la de E maxma. Se logrd la
restauracién parcial del AFAS en las aves infectadas tratadas con PI-PLC en el
alimento, pero solamente ae superd entre un 33 y un 41% del smpeoramiento. Sin
embargo, ambas clases de PI-PLC disminuyeron la puntuacion de |a lesi6n intestinal
causada por cualquiera de las especies de Eimena. En ol caso de E maxima, la



reduccion en la lesion fue estadisticaments significativa. Los resultados se indican
en [a Tabla 9.

T
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Tabla 9. Prusba Bl de Allmentacién de Polios Parrilleros con PHPLC y Endo -
1/4- B - D - Mananasa Suministrada a los Polios infectados con E aceyvulina, E

de alimento

’ﬁﬁm —

Tratamiento

|afimento

delde peso

Peso

Valores de
vivo |lesion

't

p

L.

Dia
0-21

ﬁDIa
8-21

Dia
|0-21

Dia
8-21

Dia
21

|E.
aCceT.

Si |No JNo

:WJ;GB

1,43
qd

1,44 10,85 |0,54
¢ 9° |oa

L0.70
1

0,00°

1,433

SI [100

Uio

11,23 Ia.u
for  |oe

1,40
2

1,42 10,87 [0,54
£ o s

|0.72
o*

[0,00°

1,418

ISi |No

[No

10,48 8,15
5b

1,68
r

1,70 |0,53
4 |8

0,42

1,38"

1,578

No {100
MU/to
nelad

rNo

10,78 [8,43

1,50

1% 16‘

153 ’0.31

9°
0,49
™ o

1.16°

1,465

Si

1X
IRec
10
s

10,45
6=

8,22
gee

1.56
o™

1,50 {0,50 |0,47
1° 4 [

1,34*

1,19"

1,512

%3



: e

0,63 |1,168°1,13°
gt b r

No [3X [10,26(7,98 |1,57 [1,62 lo.se |o,4a
[Rec j8* [2° [2* [1* [ [

R

1,526
30
juib
7 |Sf [No[100 [1X [10,538,22 |1,51 |1,53 (0,50 0,48 |0.63 1,09°|1,25°
MUfo|Rec [3%° (7% [4* (e [g° [2* |[o° e
1,469
n 10
uAb

8 [Sf |[No [100 [3X 110,49 (8,15 (1,51 (1,58 (0,60
MU/Mo |Rec [8°9 (g™ Hs‘* 2 |1¢

0.47 10,64 [1,25%1,38"

1,474
nelad [30
a Ub
ﬂl SI LSI ,;o Lo 11,06 |8,65 |1,42 |1,44 10,85 |0,52 (0,60 1.03'b.8f

1,416

o g 3 77 o0 [ |
10 ﬁSl fsr INo [ax |10.68(8,35 [1,43 [1,44 [0,84 [0,52 [o.es 1,03°}1,13°
Rec j6* [o* lo* a¢ [7® |&* [ 5
30
o

1,420

Y=Infeccion.
[2M=Medicacién (Salinomicina (80 gionelada) y BMD (50 g/oneladay)).
AFIG= peso ajustado por conversién de elimento (Tratamiento 1 Ibéus n-Tratamiento
X Ibsa 24/3) + (alimento consumido/ganancia de peso oy ).
Las unidades de PI-PLC son unidades basadas en el Ejemplo 4.
Hemicell MU = millén de unidades de ChemGen.

V. Prusba IV de Alimentacién de Poflos Panilieros

El estudio fue hecho en jaulas en baterfa Petersime al azar para evaluar los
efectos de las enzimas PI-PLC, mananasa (Patente de los EEUU N°® 5429828) y
mananasa fingica socbre el dasempeiio de polios parrilieros macho criados hasta los
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21 dias de edad. Las aves fueron stacadas a los 8 dias de edad con coccidios
(75000 oocistos de E acervulina y 1250 oocistos de E maxima por ave, mediante
suministro oral, y a los 11, 12 y 13 dias de edad con Clostridium perfringens
(suministro oral cada dla con un liquido de cultivo fresco que tenla 10° cfu/mi). Cada
uno de los tratamientos fuvo 8 réplicas o jauias. Cada jaula albergé 14 pollos
parriileros macho Cobb x Cobb vacunados con Mareks (reducidos a 10 el Dia 14, ya
que se refiraron 4 aves de cada jaula y se evaluaron en allas las lesiones) con un
espacio de 0,38 ples’/ave. No se repusieron las aves. El alimento y el agua se
suministraron ad libitum a lo largo del perfodo de prueba completo (dia O al dia 21).
Las dietas se administraron como mezclas de granos en los dias 0-21 de edad. El
alimento basal para los tratamientos 1 & 16 fue un alimento inicial tipico para polios
parrilleros de ma(z/soja que contenla un 22% de proteinas crudas, con una ME de
1400 kcallb.

Los resuitados que se resumen en ia Tabla 10 a continuacion demuestran el
beneficio reproducible de agregar PI-PLC o mananasa en los alimentos de polios
pamilleros infectados con dos especies de coccidios de aves y con Clostridium
perfringenes, causando mejoras on la ganancia de peso y en la conversiéon de
alimento. Se destaca que este estudio muestra que cuando se combina P-PLC o
mananasa con Salinomicina, pero sin el antibi¢ico BMD (Pruebas 6 y 5), se
restaura el desempefio hasta bdsicaments el nivel de las pruebas no infectadas (N°
1 y 2). Esto brinda evidencia de una funcién antibacteriana. En este caso, la Pl-
PLC/Salinomicina se desempefié algo mejor que la mananasa, y superd el
desempefio aun actuaimente en prictica en los EEUU de agregar una combinacién
de BMD y Salinomicina para las aves infoectadas (Prueba 4).

Tabla 10. Prusba IV de Allmentacién de Poliocs Parrlleros

e o
o ey °




el e
Medio 1 lo21 1
4 . L boo boo hes2 lhees bszz bazr bses
2 | L poo0 000 he12 hese 546 D437 D583
3 b} . P44 P31 h813 {1000 p3s4 D298 432
1o b | p25 ho4 h7o7 h770 D453 p3s2  [p4eo
7 & | 5 00 408 h7o0 {1719 D458 h3es Da4se
L s | B pse hes {1585 41671 psoe pa3er p547
Pl

6 + Pc | 5 1,50 (1,701 1778 0451 D347 Db4es
N th B o3 34 760 1844 paas basz pas2

-

B PLC 108 1128 1584 1613 D526 p4i8 564

12 ¢+ Man. | 184 (134 1803 (1849 pP433 0,338 79'433

an

H3 » tl - 213 200 (1740 1813 pP437 D33P 471
u Lﬂm. B 09 N34 (707 (1,772 D448 D348 D466
E i han. S p87 08 852 1688 p500 387 D538
i1 |+ an. bvs b7 hs hezr less bsoz baso |s4o
Yi=infeccion: atacados a los 8 dias de edad con 75000 oocistos de E acervuiina y
1250 oocistos de E. maxima por ave, mediants suministro oral, ya los 11, 12y 13
dias de edad con Clostridium perfringens medianta administracion oral con 1 mL de
un liquido fresco de cultivo que tenia 10° cfu/ml.
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2 E = Enzimas: PIPLC = PI-PLC recombinante producida por B. megaterium
agregada a 30 UAb, unidades definidas como en el Ejemplo 4; Man = endo -1,4- B -
D - manenasa de B jentus (Patente de los EEUU N° 5429828) agregada a 121
MUAonelada (miliones de unidades ChemGenitonelada), o 5x a 506 MU/on.
M=Medicacion (B=BMD a 50g/onelada); S= Salinomicina (a 60 gfonelada).
EJEMPLO 12 Determinacién del efecto de las enzimas sobre la viabilidad y la
Invasién celudar por esporozoitos de Eimeria acervulina y de Eimeria teneiia In
vitro

Las células de ios esporozoitos de Eimeria acervuiina o de Eimeria fenelia, y
del rifion cultivado de cachorro de hamester (BHI) se prepararon mediante métodos
publicados. Véase Augustine, Avian and Poultry Blology Reviews 11: 113-122, 2000.
Para el pretratamiento de las células, se sobrecargaron culivos celulares con
diluciones de enzimas como las que se describen en la Tabla 11 y se los examind
en busca de cambios morfolégicos 5 a 45 minutoe después de la sobrecarga.
Después de 45 minutos, se lavaron dos vecas los cultivos en monocapa y luego se
los inoculé con esporozoitos de E acerwuiina o de E feneffa gin tratar. Para la
aplicacion durante la infeccion, se suspendieron los esporozoitos en fa dilucidn
apropiada de la enzima y se los inoculé de inmediato en los cultivos celulares.
Después de una incubacién de 45 minutos, se fijaron los cultivos, se los tifi6 y se
cuantifict la invasion.

Se hicleron observaciones buscando cambios en la morfologla gruesa de los
esporozoitos o de |as células debidas al tratamiento con enzimas. A los niveles de
enzimas utilizados en estos experimentos, no ae notd cambio morfoiégico alguno.
La invasidn de esporozoitos en las células cultivadas se midi6 después de dos
métodos de tratamiento con enzimas, asé como sin tratamiento con enzimas,
mediante tinciones histolégicas y procedimientos de microscopla. Véase Augustine,
supra.

Los datos en la Tabla 11 muestran reduccionss significativas en la invasién
de esporozoitos con invasiones de esporozoitos de E acervuiina o de E tenelia.



Tanto |a preparacion de enzimas PI-PLC de liquido extracelular de B cersus como la
PIPLC recombinante aitamente pura producida en el cultivo de B megaferium
recombinants resulté en una reduccién estadisticamente significativa de la invasion
en la mayor parte de ios axperimentos. AlGn a dosis de aproximadaments la mitad
de la preparacion de P-PLC tipo salvaje de B cereus, la preparacién de PI-PLC
recombinante fue aln activa. Asl, el pretratamiento de las células con la enzima y el
lavado de la enzima fue tan efectivo como el agregado concurrente de la enzima
durante la infeccién. Sin embargo, sobre la base de la experiencia con la extraccién
de la enzima del alimento, probablemente los dos pasos de lavado no hayan
retirado toda la enzima.

Una preparacién enzimdtica con endo -1,4- - D — mananasa causd también
una reduccion estadisticamente significativa de la invasién en los dos experimentos
on los que ias células fueron pretratadas con Ia enzima antes de la infeccién. Estos
resultados posifivos Incluyeron un experimento con cada tipo de patbgeno.
Entonces, la mananasa también se desempefi6 tan blen como la preparecién de Pi-
PLC de B cereus para reducir la invasién de esporozoitos in vitro.

4>
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Tabla 11. invasién in vitro de células BHK por esporoxoltos de Eimeria
acervufina de Eimeria teneila con y sin tratamientos con snzimas.
Enzimas y | Pretratamionto de | Apiicacion de Ia
concentraciones células con enzima | enzima durante Is
seguido por lavado | infeccién

Esporozoitos de E.|Prueba | Prueba2 |Prueba1 | Prueba2
acervulins 1
Control 22+1* (3314" 50+4" |35+7°

PI-PLC de B cereus’ 15+1° [286+1® [33+3® |2512%

0,0403 WmL
PI-PLC de B Megaterium

recombinante 14+1° |2+1* [18:2° [18+1™
0,261 L/mL

PI-PLC de B Megaterium

recombinante ? 18+1® |26+1"* ([3613® |@+2°
0,0261 W/mL

Endo -14- p - D ~|16:1° |20+2® |[ND* ND
mananase’

5100 UL

Esporoxoitos de E|Prueba | Prueba2 | Prusba 1 | Prueba 2
tenelia 1

Control 44 +2" |28+ 4" 83+5" |42+4"

PI-PLC de B cereus’ 3812 |21+2° |52+13%|37+2%
0,0403 U/ml

PI-PLC de B Megalerium
recombinants 30+£1° |15+0* |28+2" |39+4%
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0,261 WmL
PI-PLC de B Megaterium
recombinants 2 ND 171" 18+1° |2011°
0,0261 UWmlL
Endo 14 B - D ~{35+1® [19+5" {4816 |ND
mananasa’
5100 W/mL
Los conteos de Invasién se indican como media < efror estdndar de la media
medido a partir de 1-3 cubreobjetos/aberracién (las células BHK se cultivaron en
cubreobjetos insertados en placas de culivo). Las medias dentro de los grupos de
prusba con distintos superindices difieren significativaments (P < o = 0,05).
‘Enzima exiracelular de B cereus dializada en solucién salina con buffer fosfato,
unidades estandarizadas con el método del Elempio 4.
2 Enzima extracelular de B megaterium dislizada en solucién sallna con buffer
fosfato, unidades estandarizadas con el método del Ejemplo 4.
*Mananasa obtenida de Bacillus lentus como s describe en la Patente de los EEUU
N°* 5420028 y dislizada en solucién salina con buffer fosfato, unidades definidas
como en el ensayo de reduccidn de axicares de ChemGen Corp.
“ND= no determinado,
EJEMPLO 43 Evaluacién in vitro de la PI-PLC para infeccién con Cryptosporidium
Se evalué la enzima PI-PLC por su actividad anti - criptosporidial y su toxicidad a
concentraciones que fueron de 0,001-30 U/mi usando céiulas de rifién canino de 4 dias
de edad Madin-Darby (MDCK). Las unidades enzimdticas se definleron como en el
método del Ejemplo 4 pero se midieron como en el Ejemplo 8. La preparacién de la
enzima usada fue a partir de Bacdlus megaterium recombinante. El tratamiento se inicié
3 horas después de la infeccion y continud por 48 horas.
inmunoensayo de quimioluminiscencla. Antes de la infeccién, se lavaron
oacistos y se los resuspendié en base DMEM con 0,75% de taurocolato de sodio, y se

T
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los incubdé por 10 minutos a 37°C (You et al, FEMS Microbiol Letters 1368: 251-258,
1688; You et al, J Antimicrobial Chemother 41: 263-288, 1988). La mezcla de
separacion se diluyd con medio Ultraculture dispersado réapidamente en ias placas que
contenian las células MDCK, con una confluencia de 100%, y se la mantuvo en el
medio Ultraculture por 4 dias. Se incubé el indculo con las células por 3 horas antes de
lavar con PBS y reemplazar con medio Ultraculture fresco con o &in enzima de prusba.
Las placas se incubaron a 37°C en una atmdsfora de 5% de CO; en aire por 48 horas.
Los cuitivos se lavaron con PBS y se los fijé con solucién de Bouin.

Se lavaron las placas filadas con buffer TBST (Tris — HCl 20 mM (pH 7.5),
NaCl150 mM, 0,05% de Tween-20) y se las bloqued con 1% de BSA - TBST (un buffer
TBST qus contenla 1% de albumina de suero bovino) por 30 minutos a 25°C con una
agitacién suave. Se aplicd suero de conejo anti — Cryplosporidium parvum (dilucion de
1: 200) a las placas y se las incubd por 1 hora. Después de lavar con TBST, se incubd
secuenciaimente las muestras con IgG de cabra anti — conejo marcada con biotina y
con estreptavidina marcada con peroxidasa de rébano picante (dilucién de operacién, 1:
1000, KPL Inc, Gaithersburg, MD). Se usé Luminol mejorado (4- lodofenol y perdxido de
hidrégeno, Aldrich Chemical Co Inc, Milwaukes, WI)} como sustrato. Se leyeron las
placas con un ML3000 Luminometer (Dynatech Lab, Chantilly, VA) y se determinaron
las unidades relativas de luz (RLU). Las medias de RLU se calcularon a partir de 4
cavidades replicadas y se repitieron al menos dos veces todos los experimentos.

Ensayo de toxicldad. Se evalué la enzima usando un ensayo comercial de
reduccién de colorante de tstrazolio (CeliTiter 88; Promega Corp, Madison, WI,
EEUU). Brevemente, cada concentracién de enzima Indicada a continuacién se
introdujo en placas de 96 cavidades que contenian monocapas confiuentes de
células MDCK. Se evalué cada dilucién por friplicado. La enzima se incubé en
monocapas a 37°C y con un 5% de COz_ A las 48 horas, se reveiaron las piacas por
1 hera y se las leyS en el lector de placas de ELISA a 460 nm. Los resultados se
registraron y analizaron. Se calcud el porcentsje de toxicidad sustrayendo la OD
media control del medio sin la enzima y luego dividiendo por la OD del medio con la
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enzima y multiplicando por 100. Se asignaron los valores de cltotoxicidad como se
Indica an la siguiente tabla.

% de Toxicidad Valor
0-5% 0
6-25% 1
26-50% 2
51-75% 3

76-100% 4

Se observd una toxdcidad significativa con una concentracién de 3U/mL o mayor

de la enzima. No se observd una toxicidad significativa con esta enzima en el rango de

5 0,11 UmlL (Tabla 12). Entonces, se realizd una serie de experimentos en este rango

de concentracién (1,0 U/mL o menor) para determinar la actividad de la enzima y la

especificidad de la enzima. En el primer experimento, se Infectaron células MDCK con

los esporozoitos separados. Después de un periodo de incubacién de 3 horas, se lavd

la monocapa de células y se agregé la enzima a varias concentraciones por un perfodo

10 de 48 horas. Como se muestra en la Tabla 13, la enzima demostré actividad anti -

criptosporidial en el rango de 0,01-1 U/mL in vitro. Se logré una inhibicion de
aproximadaments el 50% a una concentracion de 0,1 U/mL (Figura 1).

Tabla 12. Toxicidad de PHPLC recombinante preparada en B. Megaterium para

cuitivos en monocapa de células MDCK

Concentracién |% de Toxicidad (LC de|Valor de toxickiad
36%)

10 U/ mL
83

3 57

1 13

03 11 1

0,1 10 1




10

a7

Tabla 13. Actividad de la enzima PIPLC recombinante con cuitivos de células

MDCK Infectados por C parvum
Tratamiento Illnldldl Porcentaje |clnllhd MedialLC de 85%
mi de Inhibiclén |de
Cryptosporidiu
m por cavidad
de placa
microtitulacién
Post Irl!eedmv 77,38 285,28 0,01
r3h
(0,3 77,26 288,5 [0,04
|0.1 52,74 585,53 EMB
lo. 27,62 912,15 [0.22
0,01 7,33 1167,78 I0.0B
Infectado - (1) 1260,18 IOJJQ
{No Infectado - 100 10 |0.02

Se reallz6 un segundo conjunto de experimenios para evaluar la
especificidad de la enzima. Se irataron los esporozolios con la enzime a varias
concentraciones por 45 minutos y se los lavd brevements. Los esporozoiios tratados
infectaron células hospedadoras sin tratar, se desarrollaron y se reprodujeron por 48
horas. En un experimento separado, se incubaron las células hospedadoras con la
enzima a varias concentraciones, se las lav) y se las infecté con esporozoitos sin
tratar. Como se muestra a continuacién (Tabla 14), e tratamiento de ios
esporozoitos o de las células hospedadoras con la enzima resulta en una inhibicién
parcial. No se observé una inhibicién dependiente de la dosis en este rango de
concentracidn. Esto puede deberse al breve periodo de incubacion de la enzima con
las células hospedadoras o parédsitas (45 minutos), 0 a una separacién parcial o
incompleta de los receptores hospedador/parésito. Adicionalments, es probable que
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ofros receptores hospedador/pardsito estén involucrados en la infeccién y den

cuenta del crecimiento observado en las céiulas hospedadoras.



Tabla 14. Tratamiento pre - Infeccién de esporozoltos o de células MDCK

y efecto sobre la infectividad de C pervum.

Trstamlanto  [PLPLC [Porcentaje [Cantidad medialLC de 85%
Unidad/ |de Inhibicién |de
mi Cryptosporidium
por cavidad de
placa de
microtihdaicén
Esporozoito |1 l67.27 412,40 (0,02
tratado antes de|
la infeccién
los  leses 433,04 lo,08
o1 ls740 |538,80 loos
oos 5813 527,59 lo,gs
oot [see r542.15 lo.o1
Céiulas 1 jea.7e 393,64 jo.12
hospedadoras
tratadas antes de|
la infeccién
los |s007 629,24 lo.2e
o1 [s3g2 455,88 lo,18
loos  [sess 522,66 lo,12
001 |58.84 543,85 l0.10

5%



infectado IO 1260,18 L.OO

|No Infectado l100 ] |0.02
EJEMPLO 14 Evaluacién in vivo de la PHPLC por Infeccién de
Cryptosporidium

Se evalud la eficacia de la enzima como agents anti — criptosporidial usando
un modelo de ratén inmunodeficlente SCID. Brevemente, se prepararon indculos
de oocisios lavando oocistos purificados (aimacenados por menos de 6 meses)
con 0,1% de BSA, PBS (pH 7,2) para retirar el dicromato de potasio. Se infectaron
ratones SCID (4-5 semanas de edad) con 10° oocistos (cepa IOWA) y ee los trath
como ee indica a continuacién. Se colectaron muestras fecales de los ratones, se
las purificd a través de sacarosa discontinua y se evalud su carga de parésitos por
citometria de filujo como se describid previamente. Véase Arrowwood et al, J
Parasitol 81: 404-409, 1985,

Tabla 15. Régimen de Tratamiento para Experimentos Terapéuticos

Grupo de ratones A B C

Cantidad de ratones | 10 10 10

Dosis de inéculo 10° 10° 10°

Compuesto PI-PLC Pl-PLC Placsbo

Dosis (mg/Kg) 90 U/mi 30 Ui PBS

Ruta Brindada con | Brindada con | Brindada con el
el alimento el alimento alimento

Frecuencia Ad lib Ad lib Ad lib

Se cubrid la comida granulada para ratones con 30 6 80 UAb de PI-PLC
en PBS o PBS. Todos los ratones se alilmentaron ad libitum. Los ratones
recibieron su alimento inmediataments después de la infeccion. Se colectaron
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muestras fecales y se regisiraron los pesos dos veces por semana. Se midio el
consumo de alimento diariamente. Se sacrificaron los ratones inyectando a
cada uno de eflos 0,2 cc de Ketamina 100 mg/mi, Xylazina 100 mg/ml y 0,9%
de NaCl.

El alimento promedio consumido por dia por ratén y los peso promedio
pro raton se indican en la Tabla 16. No se observaron diferencias significativas
en el consumo de alimento o en el peso para 6l perfodo de 3 semanas.

Tabla 16. Consumo de alimento y ganancia de peso por ratén.

lonpos  de|Amento (0)|Peso (o)
Tratamiento consumido/retén/dia
Dia 3 PROM PROM
A (90UAD) 7,58 18,67
B(30W/b) 8,13 17,085
C(PBS control) | 5.48 18,88
Dia 7 PROM IPROM
A 8,31 16,95
B 8,51 1691
c 727 16,89
Dia 10 PROM PROM
A 8,55 17,20
B 7,03 17,08
c 7.41 18,97
Dia 14 PROM IPROM
A 7.78 17,43
B 8,08 17,62
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c 7,55 17,38
Dia 17 PROM PROM
A 8,52 17,84
B 8,53 17,84
c 7,79 17,59
Dia 21 PROM PROM
A 7,89 18,25
B 822 18,62
c 8,51 18,14
Dia 24 PROM PROM
9,79 18,2
B 83 18,63
c 822 18,33

Eficacia 3 semanas después de la Infeccion. Se colectaron muesiras de
las hecas 3, 4 y 4.5 semanas después de la Infeccién, y se midié la cantidad de
Cryplosporidium en muestras de 100 microfitros de ratones SCID divididos en
grupos tratados y control, como se indica en la Tabla 17. Como se muesira, los
ratones tratados con ia enzima demostraron una reduccion en su carga de
parésitos. Se observaron las cargas de parésitos (34-54%) en los grupos tratados.
Algunas de estas reducciones fueron estadieticamente significativas cuando se las
evalué usando un andlisis estadistico de ANOVA (Indicado a continuacion y
marcado con un simbolo). La enzima demuestra potencial como agente
terapéutico anti — criptosporidial. Las dosis mayores de la enzima o una mejor
administracion de la enzima al sitio de la infeccién podrfan aumentar su eficacia y
pueden ser analizadas por fuluros experimentos.

A
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Tabla 17. Eficacia de Ia PI-PLC In vivo para reducir Crypfosporidium en las

heces
Grupo Carga de Carga de|Porcent |Carga de
de Parisitos Parisitos |aje de|Parisitos de
Tratami oocistos/10 [nhibiclé [oociatos/1 |inhibicl | (cocistos/ Inhibicié
ento (UAb) opd) 1} (8D)|6n oow) (SD)

(SD) Dia 21 28 Dia 31
PI-PLC {80 22,7(114) 440 2863(14) |489 87,5(52,9) 134,0
PI-PLC |30 16,2 (4.7) 520 234 (11) |54.6 74,3(89.7)" {40,0
PBS - 335(16,2) |- 504 (26) |- 132,1(89.) |-
(control)

*“los valores de P fueron significativos a 0,05 o menoas.
+el valor de P fue de 0,08 o menos.
EJENMPLO 15 Verificacién de la enzima en alimentos usados en pruebas

de crecimiento

Se llevd a cabo una evaluacién de la PI-PLC exiralda de las semilias
usadas en las pruebae anteriores en animales como se describe en el Ejemplo
10. Los resultados se resumen en las Tablas 18-16.

Tabla 18. Estudio de Cryptosporiiium, alimanto para ratén

Destino D 30 LO
po de P Recombinante |Recombinante de|
PLC de B megetenum t megaterium




t:.n.cud hssesF  psasF

b extraidasD
ensayo 22.8 B8,1

de destino-
ido {76,0 73,4

La eficiencia de la extraccién del alimento varié significativamente con el
tipo de semilla. La extraccion de alimento para ratones mostré una eficlencia
del 73,4 al 768 (Tabla 18). Se cargaron tres preparaciones diferentes de
alimento para pollos hechas en tres sitios diferentes cuidadosamente con 45 6
180 U/b de PI-PLC recombinants, iuego se las extrajo inmediatamente y se las
evalud usando el procedimiento de ensayo del Ejemplo 8, ya que ei nivel de
carga estd en ef rango del método de ensayo continuo det Elemplo 8 (Tabla
19).

Tabla 19
Evaluacién de la Eficlencia do ia Extraccién de Distintas Fusntes de
Allmentos para Animales y de Alimento de Malz

L‘l.llh de Alimento para polio

lFuonte 1 Fuente 2 IFuuﬂ.J dﬂ

Nivel dmsolqswostostoLs

carga
Unidadea/Lb




l-ll'ldldﬂllb 128 FB.S k?.z 3,66 k2,7 L.46 134,4

% def711 P07 Pos B 59 s a7 (133

Puede verse que la eficiencia de la exiraccion del alimento de maiz es
similar que la de la exiraccién del alimento para ratones. Sin embargo, la
exiraccion de algunas muestras de alimento para polios fue pobre en este
experimento, al igual que en otros.

En la prueba que se muesira en la Tabla 20, la enzima axiraida fue
aproximadamente un 30 & un 45% de ia PI-PLC tedrica, mientras que la B -
mananasa fue faciiments extraible y el rendimiento fue de aproximadamente
100%. Alrededor de 45% de la extraccién fue el mejor nivel de exiraccién
observado con este alimento con ia prueba de exiraccién indicada
anteriorments. Asl, los resultados del ensayo de UAb exiraidas de los alimentos
de la Tabla 20 estén en el rango esperado, excepto por la carga usada.

Tabla 20. Verificacién de la Carga de Enzima en ia Prusba B de
Alimentacién de Polios Parrilieros

Tratamionto N* | 1 2 3 |4 § |e 7 8 10
infeccién - - + + + |+ + + + +
Medicacién + + - - - - - - + +
Unidad/To 0 0 0 o 10 30 |10 |30 |O )




destino
Tipo de PI-PLC | - - - - WT |Rec | Rec | Rec Rec
Ensayos de Unidad/b de PLPLC
Unidad/b 0941076 |0,79}0,7 |30 |11,4 |458 |10 9,49
promedio 8 8 8
Porcentaje de |- - - - 30, | 38,2 |455 | 33,9 318
destino 75 |7 7 3 4
MUftonelada - 100 |- 100 |- - 100 | 100 -
destino
Mananasa - + - + - - + + -
Hemicell
Ensayos de MURtonelada de Mananasa
MUZtonelada - 124, |- 1355 - - 153, | 172, -

9 5 0
Porcentaje de |- 124, | - 1355 |- - 153, | 172, -
destino ] 5 0

Si bien se han mostrado aigunas realizaciones y detalles representativos
con el propésito de ilustrar la invencién, resultard evidents para aquelios
entrenados en la técnica que pueden hacerse varios cambios y modificaciones

a a misma sin apartarse del alcance de ia invencién.
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RENINDICACIONES:

1. Una composicién, CARACTERIZADA PORQUE comprends (I) una
enzima capaz de clivar un enlace responsable de la liberacién de una proteina
0 un carbohidrato de la superficie celular, donde dicha enzima es distinta de
una endo-1,4-B-D-mananasa, y (ii) un vehiculo fisiologicamente aceptable para
dicha enzima, donde dicha composicion se encuentra en una forma adecuada
para la administracién por via oral.

2.  La composicién acorde con ia cldusula 1, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima cliva un enlace responsable de !a llberacién de una proteina de ia
superficie celular.

3. La composicién acorde con la cldusula 1, CARACTERIZADA PORQUE
dicha compoeidén no contiene otro agente antilnfeccioso distinto de dicha
enzima.

4. La composicién acorde con la cldusula 1, CARACTERIZADA PORQUE
dicha composicién es un alimento.

5. La composicién acorde con la cldusula 4, CARACTERIZADA PORQUE
dicha composicién de alimento no contiene otro agents antiinfeccioso que dicha
enzima.

6. La composicion acorde con la clausula 1, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima se selecciona del grupo formado por esfingomielinasas y
fosfolipasas. -

7.  La compoeicién acorde con la cldusula 6, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima es una foefolipasa de tipo C o de tipo D.

8. La composicion acorde con la cldusula 7, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima es fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol.




9.  La composicién acorde con la clédusula 1, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima se selecciona del grupo formado por estearasas, cerebrosidasas,
y carbohidrasas que clivan un enlace responsable de la liberacion de una
proteina o un carbohidrato de ia superficie celular.

10. La composicién acorde con cuaiquiera de las déusulas 1-9,
CARACTERIZADA PORQUE dicho vehiculo ss una sustancia alimenticia en la
cual se incorpora dicha enzima.

11. La composicién acorde con la cldusula 10, CARACTERIZADA PORQUE
dicha sustancia alimenticia as un alimento para animales compuesta de granos,
una fuente de proteina, vitaminas, aminodcidos y minerales.

12. La composicién acorde con la cldusula 11, CARACTERIZADA PORQUE
dichos granose son malz, sorgo, trigo, cabada o canteno.

13. La composicién acorde con la cldusula 11, CARACTERIZADA PORQUE
la fuents de proteinas es habas o arvelas.

14. La composicibn acorde con cualquiera de las cdausulas 1-9,
CARACTERIZADA PORQUE dicha composicién es una formulacién sélida o
liquida.

15. La composicidn acorde con cualquiera de las cldusulas 1-9,
CARACTERIZADA PORQUE dicha enzima estd contenida en una cubierta de
cédpsula de gelatina.

16. La composicion acorde con la déusula 1, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima se prepara a partir de una cepa de Bacliius cereus.

17. La composicién acorde con la cldusula 16, CARACTERIZADA PORQUE
dicha cepa de Bacilus cereus es ATCC 7004 o ATCC 6464.

18. La compoasicion acorde con la cldusula 1, CARACTERIZADA PORQUE

I



dicha enzima se obtiene por expresion de un ADN recombinante en un
organismo huésped.

19. La composicién acorde con ia déusuia 18, CARACTERIZADA PORQUE
dicho organismo huésped es de una capa de Baclius megaterium.

20. La composicitn acorde con la cdédusula 1, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima esta presente a razén de 200 UI/Kg — 4000 Ui/Kg de alimento.

21. Unnﬂlndoparahtargaﬁvlarolﬁugodounainhcddndelnm '

digestivo, CARACTERIZADO PORQUE comprende la administracion por via
oral, a un syjeto que padece o que tiene rlesgo de padecer dicha Infeccién, una
cantidad efectiva de enzima capar de clivar un eniace responsabie de la
liberacién de una protsina o un carbohidrato de la superficie celular, donde
dicha enzima es distinta de una endo-1,4-f-D-mananasa.

22. El método acorde con la cdéusula 21, CARACTERIZADO PORQUE
dicha enzima cliva un enlace responsabie de la libaracion de una proteina de la
superficie celular.

23. El método acorde con la cldusula 21, CARACTERIZADO PORQUE
dicho método no incluye la administracion de un agente antiinfeccioso distinto
de dicha enzima.

24. E! método acorde con la céusula 21, CARACTERIZADO PORQUE
dicha infeccion es causada por un patégeno que puede ser un protozoo, una
bactsria, una levadura o un hongo.

25. El método acorde con la dausula 24, CARACTERIZADO PORQUE
dicha infeccién es causada por un protozoo del género Eimerna.

26. E! método acorde con la cldusula 24, CARACTERIZADO PORQUE
dicha infeccién es causada por un protazoo del género Crypltosporidium.



27. El método acorde con la cldusula 24, CARACTERIZADO PORQUE
dicha infeccion es causada por una bacteria del género Closindium.

28. El método acorde con la cldusula 21, CARACTERIZADO PORQUE
comprende la administracion por via oral, a dicho sujeto, de una preparacién de
enzima extracelular de una cepa de Baciius cersus.

20, El método acorde con la cldusula 28, CARACTERIZADO PORQUE
dicha cepa de Baci/us cereus es ATCC 7004 o ATCC 6464.

30. El método acorde con la cldusula 21, CARACTERIZADO PORQUE
dicha enzima se obtiene por expresién de un ADN recombinante en un
organiemo huésped.

31. El método acorde con la cldusula 30, CARACTERIZADO PORQUE
dicho organiamo huésped s de una cepa de Baciius megalerium.

32. Una composicién, CARACTERIZADA PORQUE comprende (i) una
enzima capaz de clivar un enlace responsable de la liberacion de una proteina
o un carbohidrato de ia superficle celular y (li) un vehicuio fisiolégicaments
acepiabie para dicha enzima, donde dicha composicién se encuentra en una
forma adecuada para la administracién por via oral y no contiene un agents
antiinfeccloso distinto de dicha enzima.

33. La composicién acorde con la cdusula 32, CARACTERIZADA PORQUE
dicho vehiculo es una sustancia allmenticla en la cual se incorpora dicha
enzima.

3. La composicién acorde con la cldusula 33, CARACTERIZADA PORQUE
dicha sustancia alimenticia es un alimento para animales compuesto de granocs,
una fuents de proteinas, vitaminas, aminoécidos y mineraies.

35. La composicién acorde con la cdusula 34, CARACTERIZADA PORQUE

®
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dichos granos son de malz, sorgo, frigo, cebada o centano.

36. La composicién acorde con la déusula 34, CARACTERIZADA PORQUE
la fuente de proteinas es habas o arvejas.

37. La composicién acorde con la cdusula 32, CARACTERIZADA PORQUE
dicha composicién es una formulacion solida o liquida.

38. La composicion acorde con la cldusula 32, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima estd contenida en una cépeula de gelatina.

39. La composicitn acorde con la cldusula 32, CARACTERIZADA PORQUE
dicha snzima es una hemicelulasa.

40. La composicién acorde con la clédusula 39, CARACTERIZADA PORQUE
dicha hemicelulasa es una mananasa.

41. La composicién acorde con la cléusula 40, CARACTERIZADA PORQUE
dicha mananasa es la endo-1,4-3-D-mananasa producida por ia cepa de
Baciius lentus denominada ATCC 55045.

42. La composicion acorde con la cldusula 32, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima se selecciona del grupo formado por esfingomielinasas y
fosfolipasas.

43. Lacomposicién acorde con la cidusula 42, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima es una fosfolipasa de tipo C o de tipo D.

44. La composicién acorde con la cldusula 43, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima es fosfolipasa C especifica de fosfatidiinositol.

45. La composicidn acorde con la cldusula 32, CARACTERIZADA PORQUE
dicha enzima se selecciona del grupo formado por estearasas, cerebrosidasas,
y carbohidrasas que clivan un enlace responsable de la liberacién de una
proteina o un carbohidrato de la superficie celular.



48. Un método para tratar o aliviar el fesgo de una infeccién en el tracto
digestivo, CARACTERIZADO PORQUE comprende la administracion por via
oral, & un sujeto que padece o que tiene el riesgo de padecer dicha infeccion,
de una cantidad efectiva de enzima capaz de clivar un enlace responsable de
la liberacién de una proteina o un carbohidrato de la superficie celufar, donde
dicho método no incluye la administracién, con dicha enzima, de una cantidad
antimicrobiana efectiva de otro agente antiinfeccioso.

47. El método acorde con la cléusula 46, CARACTERIZADO PORQUE
dicha infeccién es causada por un patégeno que 8s un protozoo, una bacteria,
una levadura o un hongo.

48. El método acorde con la ddusula 47, CARACTERIZADO PORQUE
dicha infeccién es causada por un protozoo del género Eimeria.

49. El método acorde con la cldusula 47, CARACTERIZADO PORQUE
dicha infeccién es causada por un protozoo del género Cryplosporidium.

50. El método acorde con la cldusula 47, CARACTERIZADO PORQUE
dicha infeccion es causada por una bacieria del género Clostridium.

51. El método acorde con la clédusula 48, CARACTERIZADO PORQUE
comprende ia administracion por via oral, a dicho sujeto, de una preparacion de
enzima exdracelular de una cepa de Bacilus cereus.

52. El método acorde con la cldusula 51, CARACTERIZADO PORQUE
dicha cepa de Bacdilus cereus 6s ATCC 7004 o ATCC 64684.

53. El método acorde con la cddusula 48, CARACTERIZADO PORQUE
dicha enzima se obtiene mediante la expresién de un ADN recombinante en un
organismo huésped.

54. El método acorde con la cldusula 53, CARACTERIZADO PORQUE



dicho organismo huéspad es de una cepa de Bacillus megaferium.

55. El método acorde con la cdéusula 48, CARACTERIZADO PORQUE
dicha enzima es una hemiceiulasa.

56. El método acorde con la cldusula 55, CARACTERIZADO PORQUE
dicha hemicelulasa 68 una mananasa.

57. El método acorde con la cldusula 56, CARACTERIZADO PORQUE
dicha mananasa es la endo-1,4-8-D-mananasa producida por la cepa de
Bacilius lentus denominada ATCC 55045.

58. El uso de una forma de dosificacién oral de una enzima capaz de clivar
un enlace responsable de la libsracién de una proteina o un carbohidrato de ia
superficie celular, donde dicha enzima es distinta de una endo-1,4-p-D-
mananasa, CARACTERIZADO PORQUE es para tratar o aliviar el riesgo de
una infeccién en el tracto digestivo.

59. El uso de una enzima capaz de clivar un eniace responsable de la
liberacidon de una proteina o un carbohidrato de |a superficie celular, donde
dicha enzima es distinta de una endo-1.4-8-D-mananasa, CARACTERIZADO
PORQUE es para aliviar una forma de dosificacién oral de un medicamento,
para fratar o aliviar el riesgo de una infeccion en el tracto digestivo.

60. El uso de una forma de dosiicacion oral de una enzima capaz de divar
un sniace responsabie de la liberacién de una proteina o un carbohidrato de la
superficie celular, donde dicha enzima no se administra con una cantidad
antimicrobiana efectiva de ofro agente antiinfeccicso, CARACTERIZADO
PORQUE es para tratar o aliviar el riesgo de una infeccion en el tracto
digestivo.

61. El uso de una enzima capaz de clivar un enlace responsable de la



liberacién de una protelna o un carbohidrato de la superficie celular, donde
dicha enzima no se administra con una cantidad antimicrobiana efectiva de otro
agents antlinfeccioso, CARACTERIZADO PORQUE es para elaborar una
forma de dosificacion oral de un medicamento para tratar o aliviar &l riesgo de
una infeccién en el tracto digestivo.



TRATAMIENTO ENZIMATICO
RESUMEN

Enzimas de una clase particular, caracterizada por su capacidad para
clivar un enlace responsabie de |a liberacion de una protsina o un carbohidrato
de la superfide celular, que no contlene un agents antiinfeccloso, que
presentan una actividad antiinfeccioga significativa. Cuando se administran por
via oral, estas enzimas son efectivas, por ejempio, en el tratamiento de
infecciones del tracto digestivo en geres humanos y en animaies. En aste
Uiimo caso, hay ventajes de una mayor tasa de crecimiento, eficacia
alimentaria y estado de salud general.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogota, D.C.
Doctora
DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN
Apoderada
REFERENCIA: Radicacién No. 00-83684
Tramite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 0538
Folios 001

Como rasulﬁdo del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién
488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe allegar el poder otorgado al abogado que aparece en la solicitud como apoderado, con el lleno de los
requisitos exigidos en al Cadigo de Procedimiento Civil. Adiclonalments, deberd presentar el certificado de
existencla y represantacién legal de la sociedad solicitants.

- Debe allegar copla del documento en que consta la cesién del derecho a la patents otorgado por el inventar
al solicitante o a su causante (art. 26-k,Dec 486/2000).

- Debe Indicarse el lugar de constitucién de la sociedad solicitante (Art. 27-c, D 488/00).

En cumplimiento del articulo 38 de la Decisién 488 de la Comisidén de la Comunidad Andina, se
le requlere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se consideraré abandonada y perdera su
prelacion.

Notifiquese el presentie i nforme a lo dispuesio en el articulo 8 de la Resolucion
Reglamentaria No. 210 det15 d¢ enero del 2001.

CESPEDES DE VERGEL

igibn de Nuevas Creaciones
a8, o

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

Sa recuerda al Interesado que debe presentar, dantro de los disciséls mesas sigulentes contados a partlr de la fecha de pressntecién
de Ia soliciud cuya prioridad se invoca, copia de la misma certificada por i autoridad que la expidid y. en loa casos en que haya lugar,
la traduccidn simpie del capituio relvindicatoris. El Incumpiimianto de éste plaro, acarreand la pérdida de La priorided Invocada.
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