1945/48.

Pasro Necront E Ipa FISCHER 33

Sobre la accién antibidiica de la
protamina e histona.

por Pablo Negroni e Ida Fischer

Recordaremos que las protaminas e histonas pertenccen a los
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albuminoides cencillos, cuyo punto iso-e 1
lado basico y que por hidrolisis proporcionan tinicamente aminoacidos.

Los testiculos de ciertas especies de peces son particularmente
ricos en protaminas, agrupadas por Thompson (') en: 1) sabmina
extraida de los testiculos maduros del salmon, clupeina de los testicu-
los de arenques; 2) escombrina obtenida del marqueril; 3) esturina
del esturién y cicloptering contenida en el esperma de Cyclopterus
lumpus. Segun Wladschmidt-Leitz la clupeina contiene 15 aminodci-
dos (figurando la arginina con 10 moléculas) y la salmina contisie
14 moléculas de este aminoacido.

Mec Clean (2), que se distinguid por sus estudios sobre el factor
D-R de difusién extraido de los testiculos de mamiferos, ensayd en
1930 la accion difusora en la piel del conejo del sulfato de clupeina,
la esturina e histona de timo, utilizande como indicador el virus
vaccinico v comprobd que la protamina aumenta, en forma compa-
rable al extracto testicular, la permeabilidad dérmica. Pero al mismo
tiempo advirtid, con sorpresa, que a la dosis de 0,04 mg. inhibe
completamente al virus vaccinico sin producir difusion definida en
la piel. La histona de timo no produjo difusidén, pero si una inhibi-
ci6n marcada sobre el desarrollo del virus vaccinico.

El mismo autor (®) demostré al afio siguiente que el sulfato
de clupeina inhibe también “in vitro” el desarrollo del Bacillus ty-
phosus a la dilucién del 1|10.000 y parcialmente al 1]100.000. T.08
subcultivos efectuados 24 hs. después le permitieron comprobar que
este microorganismo estaba aun con vida, pero fueron negativos al
cabo de g6 hs. El extracto testicular adicionado en la proporcidn
del 10 % a los medios de cultivo, permitid, en cambio, el desarrollo
de las bacterias.
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El descubrimiento de Mc Clean permanecid, sin embargo, en
fa oscuridad hasta 1942, cuando Miller y sus colaboradores (*) estu-
diaron ciertas propiedades antibacterianas de las protaminas e histo-
na. Estos investigadores comprobaron que el sulfato de protamina

inhibe manifiestamente la respiracion de Escherichia coli a un pH 7
o algo por encima, pero cuando se lo mezcla con la tirotricina es

poseen cada una de estas substancias aisladamente.

Miller y sus colaboradores observaron que el sulfato de salmina
inhibe el metabolismo anaerobio de numerosas bacterias gram nega-
tivas del grupo colitifo-disentérico; la Neisseria catorrhalis seria
poco sensible e insensible el Proteus vulgaris. Una concentraciéon de
] .ooo a un pH 81 inhibe el desarrollo del Clostridium histoly-
cusm, 1|15.000 el de bacilos esporulados del grupo subtilis y al
Ifg 000 par(:lalmente al Staphylococcm aureis v totalmente al albus
Seglin estos autores la presencia de sangre, suero o caldo reduce las
propiedades antibacterianas de las protaminas e histonas.

T,a histona de timo seria mas activa a un pH acido, pero carece
de accidn bacteriostitica sobre las bacterias gram negativas del grupo
coli-tifo-disentérico.

Relacionadas con la accién antibitica de las substancias que

acabamos de mencionar, recordaremos que Fleming en 192z descu-

brid que la piel, saliva, lagrimas y muchos otros tejldos tanto ani-

males como vegetales, contienen una enzima, la lisosima, capaz de

d1solver a ciertas bacterias. Desde hace tiempo se sabe que la harina

de trigo contiene una proteina toxica para las levaduras y ciertas

bacrer1a< lacticas y de la fraccién albuminosa de la le se obtuvo
5
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s activa contra los estreptococos (Jubo
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1ct1vo a un pH 5,3 v se nota un aumento del poder inhibidor que
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La similitud de la estructura quimica de las protaminas, histonas,
tirotricina (obtenida de los cultivos del Bact. brevis) y la proteina
de trigo, parece indicar para Dubos, Hotchkiss y Miller y sus co-
laboradores que los polipéptidos simples son antibacterianocs. Segun
Annau v Augustin (6) la accidon téxica de las protaminas e histo-
nas, semejante en ciertos aspectos a la de los detergentes catidnicos,
serfa debido a la presencia de arginina en combinacién péptida.

Hace un par de meses ensayando la influencia de la fuente ni-
trogenada sobre la produccidén de penicilina por el Penicillium nota-
tum, sembramos esporos de este hongo en caldo conteniendo 1 por
mil de sulfato de protamina (de salmén) gentilmente cedido por el
Dr. O. Repetto, a quien estamos por ello muy agradecidos, y com-
probamos que el P. notatum no se desarrolla, a pesar de haber repe-
tido la siembra. Fué este el punto de partida de nuestras investiga-
ciones, La revisién bibliografica expuesta nos indica que se trata
de un grupo de substancias cuya accién bioldgica ha sido ain poco
explorada, ofreciendo un amplio campo de estudio lleno de posibi-

lidades futuras. }
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F.XPERIENCIAS PERSONALES

Utilizamos el sulfato de protamina y la histona extraida de |

niicleos de los globulos rojos de pollo por el Dr. S. La mannvy:b a
quien mucho agra(lccemos su obsequio. Para la umformldad de Ios
estas substancias fueron disueltas en una mezcla de fosfa-

result""
tos “buffer” pH 7 (0,10 gr. en 25 ml) vy filtradas por Seitz egte-
rilizante.

Como material de siembra utilizamos cultivos en calde de 24
hs. a 37° C. de estafilococos, estreptococos y bacterias gram nega-
tivas del grupo coli-tifodisentérico y Proteus; cultivos, en caldo lac-
tosado al 05 %, de bacterias lacticas y en agar blando glucosado al

% de las bacterias y Actindmyces anaerobios o microaerdfilos.
Este material fué¢ sembrado en la proporcién de 0,1 ml. para 10 ml
de caldo, repartido en tubos de ensayo. Adicionamos la protamina e
histona en las proporciones que figuran en los protocolos. De cada
germen se dejé un tubo testigo sin antibidtico y las lecturas se efec-

tuaron al cabo de 24 hs., 48 hs. y 5 dias, segim el tiempo requeridc

por los tubos testigos pa ra presentar un desarrollo evidente.

Como puede apreciarse por los resultados expuestos, la prota-
mina tiene una marcada accién inhibidora del desarrollo de las bacte-
rias lécticas y del estafilococo. Sobre las primeras actGa en concen-
traciones superiores a I en 1 millébn. Las bacterias no mueren sin
embargo al cabo de 24 hs. puesto que el transplante de una pequefa
porcidn del cultivo inhibido, a un medio nuevo, origina su desarro-
llo exuberante.

Ta accién inhibidora sobre el desarrollo de los Closiridios de
la gangrena gaseosa, del tétano y los Actinomyces microaerdfilos es
DOCO marcada y falta para la mayoria de las bacterias gram nega-
tivas. Fl bacilo paratifico A es sensible hasta el 1]50.000 de la diiu-
cién de sulfato de protamina y los bacilos de Eberth y Flexner son
inhibidos completamente con la dilucién 1|25.000 y parcialmente
con la de 1[50.000.

La histona se ha revelado, segiin nuecstras experiencias, de esca-
sa accién inhibidora, siendo influenciadas, por orden de sensibilidad
las siguientes bacterias: Staphviococcus albus, St. qureus y ILac-
tobacillus.

Segtin Miller y sus colaboradores los fosfolipidos inhiben la
accién de la gramicidina y la falta de poder antibidtico de esta subs-
tancia frente a las bacterias gram negativas se deberia, posiblemente,
a los fosfolipidos de las mismas. Como el sulfato de protamina tiene
la propiedad de precipitar a la cefalina, nos propusimos investigar,
en otra serie de experiencias, si la protamina es capaz de modificar
la sensibilidad de ciertas bacterias a la penicilina.

Partimos de una mezcla de volimenes iguales de sulfato de pro-
tamina al 4 por mil y de penicilina bruta (30 unidades Oxford por
ml.) efectuando las diluciones en progresion geométrica en tubos
con caldo sembrado con las bacterias correspondientes.



Substancias y
microrganismos

1/12.500

1/25.000

1/50.000

Prolamina
Staph. aureus ‘209) ... ..
« albus 754) ........
Strept. pyogenes de inter-
trigo ...
Strept. fecalis ...........
< verde de la piel ..
« thermophilus ... ..
Lactob. acidophilus ......
« helveticus . ......
Clostridium histolyticum .
« perfringens
< septicum
< tetani .......
Act. israeli 126 ........ .
< « 180 ..........
« discofoliatus . ... .
Proteus vulgaris ....... ..
Iischerichia coli .........
S, paratyphi A ..........
« < B
Eberthella typhosa ......
S. paradysenteriae . .....
« stanley ..............
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Diluciones

|

Observaciones
1/100.000 1/200.000 1/400.000 1/800.000 Test.
0 - + 4+ 24 hs, 37°C
0 0 0 + fdl.
-+ + + . {d.
- -+ + -+ id.
+ <+ -+ —+ id.
0 0 + -+ id.
0 0 0 + id.
0 0 0 + id.
- 4 “+ + id.
- - + e id.
-+ + + + 48 hs. 37°C
T =+ -+ + id.
+ “+ 4 4 5 dins 37°C
+ +- + + id.
+ —+ -+ + id.
+ - i - 24 hs, 37°C
-+ -+ + + td.
-+ =+ + + id.
+ +- + 4= id.
+ - + — id.
<+ -+ - + iu.
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Substancias y
microrganismos

1/12.000 ) 1/25.000 1,50.000 l 1,/100.000 ‘

Histona ! ’
Staph. aurcus (209) ... .. ‘ .
» albus (54) ...... ..
Strept. pyogenes de inter-
trigo .o
Strept. fecalis ... .. ..
verde de la piel ..
« thermophilus . .
Loactob. acidophilus ......
helveticwmn ... ...
Clostridium histolyticum
« perfringens
« septicam .
« tetani .......
Act. israeh 126 ..........
« « 180 ........ ..
« discofoliatus ...... ..
Proteus vulgaris .........
Escherichia coli ........ .
S. paratyphi A ...... ...
« B
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Eberthella typhosa
S. paradysenteriae

stanley
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‘ 1/200.000

1/400.000

1,/800.000

Ohservaciones

S s = e

l

bttt Rt D et

e o o U S o o S

21 hs. 37°C
id.

id.
id.
id.
id.
id.

id.
id.
48 hs. 37°
id.
5 diay 37°C
id.
id
2t 1s. 37°C
id.
id.
id.
id.
id.
id.
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Diluc
Substancias y

microrganismos

Peniciling ................. 1/50 1/100 1/200 1/400
Staph. aureus (209) ..... 0 0 0

« albus (54) ........
Strept. pyogenes de inter-
trigo ... .o
Strept. fecalis ...........
« verde de la piel ..
« thermophilus ... ..
Lactob. acidophilus ......
<« helveticum .......
Clostridium histolyticum .

« perfringens
« septicum .. ..
« tetani .......
Act. israelif126 ... ... ..
« & 180 ...... ..

« discofoliatus ..
Proteus vulgaris ... ..
LEscherichia coli .........
S. paratyphi A ... ..
< « B,
Eberthella typhosa ......
S. paradysenteriae ... ..

« stanley
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Obsecvariones

1/800
._*,4

i s sk a2 I S s

1/1.600
+

it S e

1/3.200

Test.

B T i e sk b Ao

24 bs. 37°C
id.

id.
48 hs. 37°C
24 hs, »
48 hs. »
48 hs, >
5 dias L
id.
id.
24 hs. 37C
id.
id.
id.
id.
id.
id.
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Substancias y

Diluciong«s=®

microrganismos ‘ ‘ l i Obhservaciones
1/12.500 1/25.000 1/50.000 1/100.000 1./200.000 1/400.000 1/800.000 1/600.000 Test.
|
Penicilina mdés prolaming . .. 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1.600 | 1/3.200 | 1/6.100
Staph. aureas (209) ... .. 0 0 0 + + ++ +- 24 his. 37°C
« albus (54) ...... ..
Strept. pyogenes de inter- -
trigo ... ;
Strept. fecalis .. .. .. .. =t
«  verde de la piel .. =
« thermophilas .. 0 =+ + -+ -+ + - 24 hs. 37°C =
Lactob. acidophitus .. 0 0 0 0 0 [ 0 0 4 id. E.")
« helveticum . 0 -+ + -+ -+ + -+ -+ 48 hs. 37°C g
Clostridium histolyticum . >
« perfringens ~
e =
« septicum
« tetani .. =
Act. isracli 126 .. ...... »
« « 180 ........ .. o
« discofoliatas ....... @
Proteus vulgaris ........ -+ + -+ -+ + + -+ 24 hs. 37°C o
Escherichia coli ... .. = 4 + + -+ b + id. g
S. paretyphi A ...... ... -+ + + + -+ + - id.
« « B + + + + + -+ + id.
Eberthella typhosa ... .. -+ + -+ -+ + -+ - id.
S. paradysenteriae .. .. -+ -+ -+ -+ + -+ -+ fd.
« stanley .......... ... + -+ + + + -+ + id.

Explicaciones: La primera serie de diluciones corresponde a la protamina y la inferior a la penicilina (titwlo =
Oxford por ml). El signo =4 indica desarrollo escaso, -+ bueno v 0 auscncia de desarrollo.

30 Unidades



Substancias vy

Diluciones

microrganismos Obhsgervaciones
1 1/12.500 | 1/25.000 | 1/50.000 | 1,100.000 | 1/200.000 | 1/400.000 | 1/800.000 | 1/1.600.000| Test.
Hislona mdas penicilina ... .. 1,50 1/100 1/200 1/400 1/860 1/1.600 | 1/3.200 1,/6.400
Staph. aureas (209) ..... G 0 + -+ + + + 24 hs. 37°C
« albus (64) ...... .. id.
Strept. pyogenes de inter-
trigo ... ... id.
Strept. fecalis ........... id.
« verde de la pie! .. id.
« thermophilus ... .. -+ + -+ + + -+ + id.
Lactobacillus acidophilus. . 0 0 4+ + + + -+ -+ -+ id.
« helveticum . . + - - - + -+ + 48 hs. 37°C
Clostridiam histolyticum 48 hs. 37°C
« perfringens 48 hs. 37°C
< septicam id.
« tetani ... .. ..
Act. israeli 126 ....... ... 5 dias 37°C
“ « 180 ... ... .. id.
discofoliatus ..... ... id.
Proteus vualgaris ...... ... -+ + + + + + 24 hs. 37°C
Escherichia coli ......... + + + + + + id.
S. paratyphi- A .......... + + + + 1 + + id.
« « B ... ... -+ + + + i + + id.
Iiberthella typhosa ...... + + + -+ * - + id.
Y. paradysenteriae ... . ... -+ + + + + + id.
« stanley .............. + + + + + “t id.

Explicacién: T.a primera serie de

dilucioneg corresponde a la histona v la serie inferior a la penicilina.
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Habiendo notado que la protamina precipita inmediatamente al
liquido con penicilina bruta efectuamos otras experiencias tratando
durante dos horas a 37° C. y también dos horas a esa temperatura
v a continuacion 22 hs. a temperatura ambiente, una suspension de
bacterias en diferentes diluciones de sulfato de protamina en la
mezcla de fosfatos buffer pH 7. Al cabo de ese tiempo lavamos des

solucidn fisioldgica v vertimos en el sedimento caldo con
diferentes concentraciones de penicilina, llevando los tubos a la
estufa a 37° C. Los resultados obtenidos han sido los mismos, tanto
empleando la mezcla simultinea de protamina-penicilina como some-
tiendo las bacterias a la accion sucesiva de estos dos productos.

Los estudios realizados hasta el presente nos indican que la pro-
tamina no modifica la sensibilidad de las bacterias frente a la peni-
cilina, pudiendo por el contrario, reducirla. La protamina mezclada
con la penicilina pierde algo de su actividad para determinadas bac-
terias (ver protocolos), debido, posiblemente, a la formacion de
un precipitado.

La mezcla de histona v penicilina origina también un precipita-
do v no modifican sus respectivas influencias sobre las bacterias
ensavadas, salvo una reduccién de la actividad de la penicilina sobre
el Staphylococcus aureus.

CONSIDERACIONES

FEl sulfato de protamina posee una marcada accion bacteriosta-
tica sobre el estafilococo y ciertas bacterias lacticas y algo menor so-
bre el bacilo de Eberth, el paratifico B v el bacilo de Flexner. Segun
Miller y sus colaboradores y Reinier, Beer v Green (7) estas subs-
tancias actuarian inhibiendo la respiracién bacteriana. La histona
tiene una accidén bacteriostatica bastante menos marcada. Es posible
que habiendo incorporado estas substancias al caldo, sus actividades
hayan sido reducidas.

Por el momento es dificil pronunciarse sobre la posibilidad del
empleo terapéutico de las protaminas e histonas, dado que segtn la
experiencia de muchos autores la inyeccién por via parenteral a los
animales de laboratorio, provoca sintomas toxicos con el cuadro de
un shock anafilactoide y la muerte si la dosis inyectada ha sido
grande.

Thompson (*) fué uno de los primeros investigadores que se
ocupsd de la accién fisiologica de las protaminas e histonas, Inocu-
lando por via venosa al perro anestesiado cloruro de protamina en
solucién al 1 %, notd una caida inmediata de la presion arterial y la
muerte con dosis mavores. Para un perro de 10 Kg. de peso, 15-18
ctgs. de clupeina y 20-25 ctgs. de esturmna representan dosis mor-
tales. Cuando la dosis es menor, 25 a 30 minutos después de la caida
inicial de la presion arterial, se produce su ascenso a los limites nor-
males. Thompson notd una mayor tolerancia a wna segunda inyec-
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cion de protamina efectuada cuando el animal se hubo repuesto de
los efectos de la primera. No solamente tiene lugar una caida de la
presidn arterial, sino, tanbién, alteraciones respiratorias por accidn
téxica sobre los centros nerviosos y sobre los musculos (inclusive
sobre el corazén).

Kossel ¥ Thompson observaron que la protamina retarda enor-
memente la’ coagulacién sanguinea y produce una 1e11fﬂp°mn, alcan-
zando el ntmero de lencocitos un titulo mayor que el normal 3/4 de
hora después de la inyeccibn. Las protaminas no dafian, segun
Thompson, a los leucocitos tanto “in vitro’ como "in vivo”

La esturina seria menos toxica que la clupeina, salmina v es-
combrina.

La protamina hidrolizada pierde su accién toxica. Los resulta-
dos de los estudios de Thompson fueron confirmados por Japelli (8)
en 1933.

La histona posee una accidn tdxica similar a la de la protamina
(Thompson, Annau y Agustin).

Segiin Jorpes, Edman y Thaniig (J} el conejo tolera 10 a 30
mg. por kilo de sulfato de clupeina y el perro de 2 a 10 mg., pero
estos investigadores disolvieron esa sal en HCl a un pH 27 v la
esterilizaron en el autoclave, siendo muy probable que en esas con-
diciones haya sufrido un principio de hidrélisis. El sulfato de clu-
pena tiene la propiedad de neutralizar a la heparina.

Walter v Ammon (10) obtuvieron la produccion de un shock
anafilactico en el cavia inoculado con protamina, pero Shelley y sus
colaboradores niegan que este fenémeno pueda temer lugar.

Vartiainen y Marble (11) determinaron la dosis letal media,
para ratones y conejos de la protamina, y comprobaron que era de
200 a 300 mg. por 1&110, resultados que no concuerdan con los obteni-
dos por Reinier, Beer y Green (7) quienes encontraron un valor
de LD 50=g4ng. por kilo de ratdn para la protamina y de 255 mg.
para la histona. Estos altimos investigadores estudiaron también la ac-
cion toxica de la globina y establecieron la siguiente escala la toxi-
cidad: protamina > histona > globina.

Por los datos expuestos seria posible emplear la protaminas
localmente y tal vez por via parenteral hasta 2 a 3 grs. para un
adulto de 65 a 70 kg. de peso. ’

Shelley, Rlodgkins y Visscher (*2) observaron que la protamina
enturbia “in vitro” al suero, precipita al plasma y aglutina a los
hematies de hombre, perro, gato y rata. Los animales mdis sensi-
bles a la accion toxica de las protaminas serfan aquellos cuyos
hematies son aglutinados.

Tomo XITI
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SUMMARY.

Protamine sulphate incorporated to culture media, has a strong
inhibitory action on lactic bacteria and Stepylococcus and less marked
on B. paralyphosus A, B. typhosus and Flexncr. Other gram negative
bacteria, the anaerobic bacteria (B. tetani, and gas gangrene bacilli)
and the microaerophilic Actinomyces, are more tolerant.

Histone fron nuclea of chick erythrocyctes has a slight antibiotic
property.

The simultaneous or succesive action of protamine and penicillin
and of histone and penicillin does not modify the susceptibility of
different bacteria either to protamine, histone or penicillin, reducing
sometimes their action by the formation of a precipitate.
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