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Hace relativamente poco tiempo que se ha recomendado 
y utilizado la tripsina en casos de tromboflebitis y fle- 
botrombosis agudas. Sin embargo, han surgido dificulta­
des cuando las composiciones de tripsina se han adminis­
trado por via parenteral.Asi, se ha comprobado que la trip­
sina resulta relativamente inestable en solución acuosa y, 
por consiguiente, debe prepararse fresca inmediatamente 
antes de usarla. Además, se ha comprobado que en muchos 
casow la administración intramuscular de tripsina en solu­
ción acuosa, en solución isotóniea acuosa o en suspensión 
oleaginosa, resulta a menudo considerablemente dolorosa al 
ser inyectada.

Se ha comprobado ahora que las composiciones de trip­
sina que contienen gelatina acuosa, son múcho más estables 
y, co-io consecuencia, reducirán en gran medida el dolor que 
antes se notaba en la inyección. Aun cuando no deseamos 
ligarnos a ninguna teotia, quizá la reducción del dolor se 
debe al hecho de que la tripsina asimila la gelatina con 
preferencia a los tejidos afectados durante la inyección 
y, de este modo, reduce considerablemente el factor dolor. 
Además, r-uízá la presencia de polipáptidos origina un cam­
bio del equilibrio entre la tripsina activa e inactiva y, 
coiao resultado, una mejora en la estabilidad. Esto últi­
mo es considerablemente importante, pues es sabido que la 
actividad de la tripsina se reduce rápidamente en un medio 
acuoso.
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Se ha comprobado también que las enzimas próteoliticas 
en general son estabilizadas por dicha combinación con ge­
latina acuosa. El término "enzima proteolitica" es uti­
lizado aquí para significar que incluye tripsina per se, 
asi como las enzimas proteoliticas aCines, tales como qui-



35

motripsina, pepsina y bromelin y también estreptoquina. 
La tripsina y la quimotripsina son preferidas para ser 
utilizadas como enzima proteolltica; la tripsina es pre­
ferida especialmente.
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La gelatina naada para llevar a cabo la. ihvención se­
rá estéril, libre de pirógenos y no-antlgénlca. Dicha ge­
latina es la de tipo "standard" y bien conocida (por ejemplo 
Kno^ 250; o Pharmagel A) y es normalmente preparada de 
huesos de vaca fina o piel de cerdo y puesta en el merca­
do como un sólido seco. La gelatina puede ser utilizada 
en solución acuosa y será parcialmente hidrolizada (por 
ejemplo por calentamiento en ácido diluido?, de este mo­
do, puede prepararse una Solución acuosa de gelatina par­
cialmente hidrolizada (hidroxilato de polipeptida) disol­
viendo 22% por peso de gelatina (por ejemplo Knox 250 A. 
o Pharmagel A) en solución caliente de ácido hidroclórico 
N 0,001 conteniendo 0,ol% de Paraban de^ropilo y 0,09 % 
de ParabeJ^Áe Metilo (peso por volumen), calentando la mez­
cla en una autoclave durante dos a cinco horas a 1009C. o 
durante una a tres horas a 120*C, filtrando y diluyendo 
desnués hasta le. conceiitracíón deseada con agua destilada 
conteniendo las Parabenes de las concentraciones antes 
indicadas. 1E1 pH se ajusta a 3,2 a 4,8, preferentemente 
alrededor de 3,6, con ácido hidroclórico adicional. Un 
5% de la solución acuosa os generalmente aplicable para 
el uso. Sin embargo, pueden utilizarse soluciones menos 
concentradas. La. solución de gelatina puede ser alterna­
tivamente preparada disolviendo el 10% per peso en una so­
lución caliente de ácido hidroclórico N 0,01 conteniendo 
0,01% de Paraben de propilo y 0,09% de'Paraben de Metilo
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peso por volumen. La solución resultante se calienta a 
80 - 1009C y se mantiene a esa temperatura durante una 
hora; luego se filtra y el pH de lo filtrado se ajusta a 
un 3,2 a 4,8 con ácido hidroclórico; después esta canti­
dad filtrada es diluida con agua que contiene 0,01% de 
Paraben de Propilo y 0,09% de Paraban de Metilo para ob­
tener una solución del 5%.

En lugar del ácido hidroclórico utilizado al preparar 
las soluciones de gelatina arriba indicadas, pueden usar­
se otros ácidos fuertes, no reactivos, apropiados, tales 
como el ácido fosfórico o láctico. Es importante, sin 
embargo, que el pH de la solución de gelatina final sea 
mantenido a 3,2 a 4,8, preferentemente alrededor de 3,6. 
Los parabenes son empleados como preservadores y pueden 
utilizarse otros parabenes en lugar del Paraben de Propi­
lo y de Metilo, u otros preservadores, tales como fenol, 
acresol, p-chlorocresol o timarsol.

Las composiciones inyectables pueden ser preparadas 
de una forma disolviendo tripsina cristalina, por ejem­
plo, en agua destilada, o con preferencia en una pequeña
cantidad de ácido hidroclórico N 0,01 e incorporándola 
luego en une. solución acuosa de gelatina estéril, libre 
de pirógenos y no-antigénica, parcialmente hidrolizada, 
por ejemplo, como se ha descrito antes. La tripsina lio- 
filizada, preparada disolviéndola en agua o en ácido hi­
droclórico N 0,01 helándose y secándose por congelación, 
puede ser fácilmente disuelta directamente en un 5% de 
solución acuosa de gelatina estéril, libre de pirógenos 
y no-antigénica, parcialmente hidrolizada, para formar 
una composición apropiada para la inyección. La compo-
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sición resultante se ajusta a un pH de alrededor de 4, aña­
diendo más ácido o álcali y puede ser amortiguada para man-
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tener este pH mediante la adición de ácido o álcali. El 
ácido hidroclórico o el hidróxido sódico es usado normal­
mente para el ajuste del pH. Sin embargo, pueden utili­
zarse otros ácidos, tales como el fosfórico o el láctico 
y otro alcalies, tales como el hidróxido potásico. La 
composición es mantenida a un pH ácido en la medida de 3,2 
a 4,8, preferentemente 3,6. Pueden agregarse también pre- 
servadores tales como el Parasept-Propil (alrededor de 
0,01 a 0,02% por peso) y el Parasept-Metil (alrededor de 
0,09 a 0,18% por peso).

En btro aspecto del invento se puede preparar menstruos 
de tripsina y gelatina por separado y combinar las dos in­
mediatamente antes de usarlas. En este aspecto la tripsi­
na. puede ser usada como tal. Sin embargo, se añade prefe­
rentemente suficiente ácido fuerte, np-reactivo, a la trip­
sina (por ejemplo, ácido hidroclórico N 0,01) p^ara formar 
una solución que tiene un pH de alrededor de 3-3, y luego se 
seca por congelación la solución resultante para obtener 
un producto que es fácilmente soluble para mezclar con el 
mensbruo de la gelatina. Este maaábruo de la gelatina se 
preparara del modo arriba descrito (es decir, disolviendo 
la gelatina parcialmente hidfolizada (hidrolizato de poli- 
péptida) en ácido diluido, añadiendo preservadores, calen­
tando, filtrando y diluyendo y después ajustando el pH a
3,2a 4,8).

En una fase adicional del invento, se puede preparar 
una combinación liofilizada de tripsina y gelatina, median­
te combinación con el menstruo acuoso inmediatamente antes
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Ael uso. Esto puede hacerse secando por congelación una so­
lución de tripsina en gelatina para obtener una mezcla fá­
cilmente soluble en el menstruo acuoso. TU menstruo acuo­
so puede contener preservadores (por ejemplo, 0,1% de Para- 
benes) o ácido (por ejemplo, ácido hidroclórico); o puede 
ser salina isotóniea. En todo caso, es importante que la 
composición final formada por la combihación del componen­
te tripsina gelatina con el menstruo acuoso tenga un pE de
3,2 a 4,8, preferentemente 3,6, antes de usarla.

La administración por inyección se efectúa preferente­
mente por vía intramuscular, utilizando 2-1/2 - 5 mg. de 
tripsina u otra enzima proteolitica (teniendo 1/2 ó 1 mi. 
de composición una concentración de 5 mg. mi. de tripsina), 
de una a cuatro, o más veces diariamente, como el caso re­
quiera.

A continuación siguen ejemplos más específicos, ilustra­
tivos, pero no limitativos, de la invennión. A menos que se 
indique lo contrario, todas las partes son por peso.

Ejemplo I
Alrededor de 5mg./ml* de tripsina cristalina se agregan, 

mediante ag&bación, a un 5% de solución acuosa de gelatina 
parcialmente hidrolizada, libre de pirógenos y no-antigéni- 
ca (Khox 250 A), preparada calentando la gelatina en ácido 
hidroclórico N 0,01 a 100*0. durante tres horas. A la mez­
cla resultante se agrega alrededor de 0,09% de Parasep-Me- 
til y 0,01% de Parasept-Propil, y después de que se logra 
la uniformidad mediante agitación, se ajusta el pH a 3,6 
añadiendo la cantidad requerida de ácido hidroclórico o hi- 
dróxido sódico. Desde luego, puede obtenerse un pH de 5,2, 
3,5 ó 4,5, variando la cantidad de ácido o álcali, y puede
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alterarse la concentración de tripsina variando la cantidad 
de enzima agregada a le solución de gelatina. H1 producto,
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ajustado a un pH de 3,2 a 4,8, puede ser utilizado como tal 
para inyección por el procedimiento conocido.

Ejemplo II
Primer frasco - Menstruo de gelatina
Gelatina línox 250 A Paraben-Propil 
Paraben-Metil 
Acido hidroclórico 
concentrado (36,5 a 38%) 
Agua destilada, q.s.

3000 granos 6,0 -  

54,0 -
90 mi.
60 litros
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Se traen 55 litros de agua para hervir y se agregan Para­
ben-Propil y Paraben-Metil. Se agrega después el ácido hi­
droclórico a la solución acuosa y se efectúa la mezcla para 
alcanzar la uniformidad. Después se añade la gelatina y la 
mezcla resultante se callenta a 80 - 1009C. y se mantiene 
esta temperatura durante una hora.

El pH se ajusta ahora a 3,5 con ácido hidroclórico adi­
cional, y la solución toma volumen con agua destilada.

Se agregan 30 gramos de Ei-Flo estéril, lavado con ayu­
da de filtro, y la solución se filtra a través de papel 
Whatman n* 53.
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Se introduce después en frascos-ampollas en porciones de
5,8 mi. y se esterilizan durante media hora a 1009C.
Segundo frasco - Tripsina Liofilizada
Tripsina Cristalina 125 gramos
Acido hidroclórico N 0,01, q.s. 5000 mi.

La tripsina se disuelve en el ácido hidroclórico y se 
filtra a través de papel Whatman del.n* 52. Después se fil­
tra a través de un filtro Selas 02 a un envase esterilizado. 
En condiciones asépticas se llena cada frasco con 1,0 mi. y 
sigue la liofilización.

t
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185 5 mi. de menstruo de gelatina se mezclan con 25 mg. de 

tripsina liofilizada para uso en inyección.
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' Ejemplo III
Primer frasco - Menstruo acuoso
Paraben-Bropil 6,0 gm.
Paraben-Metil 54,0 gm.
Agua destilada, q.s. 60 litros

Se disuelven los Barabenes en agua destinada y la. solu­
ción resultante es filtrada a través de un medio de incor*- 
roración e Introducida en frascos-ampollas, conteniendo ca­
da uno de elihos 5,8 mi. de solución y se los esteriliza du­
rante 20 minutos a 1209C.
Segundo Frasco -Trinsina-Oelatinam Liofilizado-

Se prepara una solución de gelatina, tal como se descri­
be en el ejemplo II, excepto por lo que respecta a la con­
centración de gelatina que se aumenta al 25%.

Se prepara una solución de tripsina, tal como se descri­
be en el ejemplo II y se filtra a través de un filtro bacte­
rial (Selas 02) en un recipiente esterilizado.

En condiciones estériles se agregan cinco litros de la 
solución de gelatina estéril descrita, a la solución de trip­
sina, y el pH se ajusta a 5,6.

2,0 mi. de la solución resultante que contiene 25 mg. 
de tripsina y 0,5 de gelatina se introducen en frascos-ampo­
llas y se liofilizan los contenidos del modo corriente.

5 mi. del menstruo acuoso se mezclan con gelatina-trip­
sina liofilizada para uso en inyección. El contenido de un 
frasco entero de gelatina-tripsina liofilizada se utiliza 
para este fin.

Las composiciones proporcionadas mediante la invención
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testaciones inflamatorias y edematosas, preferentemente

220

225

230

tromboflebitis y flebotrombosis. Pueden ser también utili­
zadas en el tratamiento de otras enfermedades inflamatorias. 
De este modo, se ha comprobado que son útiles en casos de 
iritis y otras condiciones inflamatorias de los ojos y en 
diabéticas y otras úlceras de las piernas. Cuando se usan 
intramuscularmente, es preferida la inyección profuhda.
La jeringa usada en la. inyección es la que preferentemente 
utiliza una aguja del %^30; la inyección se efectúa normal­
mente despacio, en el músculo glúteo. Pueden utilizarse 
también las composiciones del mismo modo para atenuar las 
secreciones mucosas en la región respiratoria superior, co­
mo las halladas en el asma bronquial.

Se han obtenido datos de la prueba utilizando una so­
lución de 3 mg./ml. de tripsina cristalina en 5% de gelati­
na. La solución, con un pH de 4,1, fué comprobada por el
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procedimiento conocido de digestión de hemoglobina (esen­
cialmente el de Northrop, Eunitz and Herrior, "Crystalli- 
neEnzymes", Columbia University Press, 1948, página 107); 
y los resultados de la prueba mostraron que, después de 
dos semanas a temperatura ambiente, no se originó ningún 
cambio en la actividad triptica. También se hicieron prue­
bas (utilizando la solución arriba indicada) mediante un 
método, esencialmente el de Fabinyi-Szebehelz, Brit. J. 
Pharmacol, 8, página 30, 1953, y los datos obtenidos mostra­
ron cue 1.a actividad de la tripsina en gelatina fué compa­
rable a la de tripsina en aceite (Parenezima).
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En resumen: La Patente de Invención cue se solicita, re­

caerá sobre las reivindicaciones siguientes:
1) .- Un procedimiento de preparación de una composición 

de enzima proteolitica estable, caracterizado porque se in­
corpora, parcialmente hidrolizada, gelatina estéril, libre 
de pirógenos y no-antigénica*y una enzima proteolitica en 
un medio acuoso, con ajustado del pH, si resulta necesario, 
de manera que 1* solución acu&sa tenga un pH dentro de la 
medida de 5,2 a 4,8.

2) .- Un procedimiento, según reivindicación 1, caracte­
rizado por el hecho de que la enzima per se o una solución 
acuosa de la enzima, se combina con mía solución acuosa de 
la gelatina.

5).- Un procedimiento, según reivindicación 1, caracte­
rizado por el hecho de cue la encima en forma liofilízada se 
agrega a una solución acuosa de gelatina.

4) .- Un procedimiento, según la reivindicación 1, carac­
terizado por el hecho de que una mezcla de la. enzima y la 
gelatina en forma liofilízada se agrega a un medio acuoso.

5) .- Un procedimiento, según las reivindicaciones 1 a 
4, caracterizado por el hecho de que la eszima proteolíti- 
ca es triasina

270

B).- Se reivindica, por último, como objeto sobre el 
que ha de recaer la Patente de Invención que se solicita: 
"UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE UNA COMPOSICION DE EN­
ZIMA PROTEOLITICA ESTABLE".

Todo conforme queda descrito en la presente memoria,que 
consta de diez páginas.

Madrid, 25 enero 1957
ALFONSO ^
- ------
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