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MEKORIA DESCRIPTIVA
que se scompafla a

la solicitud ds
una PATENTE DE INVENCION por VEINTE A0S en ESPAN

a favor de
THEE NATIONAL DRUG COMPANY, ®Bntldad nortesmerlicana, domlci-
lisda en PHILADELPHIA, Pa; Estados Unldos, 4663-80 Ave-
nue,

por
" UN PROCEDIMIENTO DE PREPARALCION DE UNA COLPOSICION
DE ENZIMA PROTEOLITICA LSTABLE "

Inventores: Miller Joseph Sullivan y Gustav Julius Martin,

ambos norteamericanos.

(Priorided de las Patentes norteamericanas
Ser. 560.862, de 23 enero 1956 y 7 de
enero de 1957)
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Hace relativamente voco tiempo nue se ha rscomendado
v utilizsdo la tripsina en casos de tromboflebitis y fle-
botrombosis agudas. Sin embargo, han surgido dificulta-

des cuando lag composiciones de tripsina se han adminis-

trado por via parenteral.isf, se ha comprobado que la trip-

sina resulta relativemente inestable en solucién acuoss y,
por consiguiente, debe prepararse fresca lnmediatamente
antes de usarla. idemés, se ha comprobado gue en muchos
caso® la zdninistrecién intramuscular de tripsina en solu-
cidn scuosa, en solucién isotbnica acuosa o en suspensién
olesginosa, resulta a menudc considerablemente dolorosa al
ger Inyectada.

Se ha comprobado ahora gue las composiciones de trip-
sine gue contienen pelatina acuosa, son micho més estables
y, co o consecuencia, reducipdn en gran medide el dolor que
antes =e notaba en la inyeccibn. Aun cuzndo no deseamos
ligarnos a ninguna teotis, cuizd la reduccidén del dclor se
debe 21 hecho de cue la tripsina asimila la gelatina con
preferencia s los te jidos afectados durante la inyeccién
y, ds este modo, reduce considerablemente el factor dolor.
Ademés, rmizd la precencia de polipéptidos origina un cam-
blo del equilibrio entre la tripsina activa e inactiva y,
como resultado, uns me jora en la establlidad. Esto dlti-
mo es considercblemente importante, pues es sabido que la
actividad de 1a tripsins se reduce ripidemente en un medio
acuos8o .

Se ha comprobado también que las enzimas vroteoliticas
en general son estsbilizadas por dicha combinacién con ge-
latiha acuosa. El término "enzims proteolitica™ es uti-
lizado aguf pars significar que incluye tripsina per se,

as! como las enzimaes proteolf{ticas afines, tsles como qui-
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motripsina, pepsina y bromslin y también estreptoguina.

Le tripsina y la guimotripsina son preferidas para ser
utilizadas como enzima proteolitica; la tripsine es pre-
ferida especinlmente.

La gelatina vsada para llevar a cabo la ihvenciédn se-
r4 estéril, lidre de pirdgenos y no-antigénica. Dicha ge-
latina es 1a de tipo "stendard" y blen conocida (por ejemplo
Fnox 250: o Pharmegel A) ¥y es noramalmente preparadaAde
huesos de vaca fina o piel de cerdo y puesta en sl merca-
do comno un sélido seco. La gelatina puede ser utilizadé
en solucién acuosa y serd parcislmente hidrolizade (por
ejemplo nor calentamiento en #cido dilufdo¥. de este mo-
do, pueds prepararss unas #oluclidbdn acuosa de gelatine par-
cialmente hidrolizada (hidroxilato de polipeptida) disol-
viendo 22% por veso de gelatine (por ejemplo Knox 250 A
o0 Pharmasgel A) en solucidn caliente de &cido hidrocldrico
N 0,001 conteniendo 0,0l1% de Paraben de{;opilo y 0,09 %
de Parabernde Matilo (peso por volumen), calentando la mez-
cla en una autoclave durante dos a cinco horas a 100eC, o
durente una a tres horas a 120%C, £iltrando y diluyendo
despuéds hastz la concertrmeidn desezda con agus destilads
conteniendo l@s Parabenes de 1las concentraciones antes
indjicadas. El pH se 2justa a 3,2 e 4,8, prefersntemente
alrededor de 3,6, con dcldo hidroclérico =mdicionel. Un
5% de 14 solucidén mcuosa cs8 generalmente aplicable para
el uso. in embargo, pueden utilizarse soluciones nenos
concentradas. La solucién de gelatina puede ser alterna-
tivemente preparada disolviendo el 10% pcr peso en una so-
lucidn c=liente de Acido hidroclérico N 0,01 conteniendo
0,01% de.Pareben de propilo y 0,09% de Paraben de Metilo
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ﬁeso por VOIumen.A La solucidén resultante se callenta a
80 « 1ooéc v se mantiene = esa temperatura durante una
hora; luege se flltra y el pH de lo fiitrado se ajusta a
un 3,2 a 4,8 con feido hidroclérico; después esta eanti-
ded filtrada es dilufda con agua ocue contiene 0,01% de
Pareben de Pronilo y 0,09% de Paraben ds letilo para ob-
tener una solucién del S5%.

En lugar del 4dcido hidrocldérico utilizado al preparar
las soluciones de gelatina arribas indicadas, pueden usar-
se otrosz &cidos fuertes, no reactivos, aproplados, tales
como el 4cido fosfbrico o YActico. =Es impoftante, sin
embargo, oue el pH d2 1la solucidn de gelatina final ses
nantenido a 3,2 a 4,8, preferentemente alrededor de 3,6.
1os parabenes son empleados‘como nreservadores y nueden
utilizarse otros Parabenes en lugar del Paraben de Propi-
lo y de Metilo, u otros preservadores, tales come fenol,
acresol, p—chlorocrésol o timersol.

Las couposiclones inyectables puesden ser nreparsdas
dz una forms disolviendo tripsine cristelina, por ejem-
plo, en sgua destlleda, o con preferencie en una pequefa
cantided de #cidoc hidroclérico N 0,01 e incorporéndola
luego =n unz zolucidbdn acunsa de gelatina estéril, libre
de pirbgenos y no-zntizdnica, narciszlmente hidrolizada,
por elemplo, como se hsz descrito antes. ILa tripsina lio-
£ilizada, nreparads dlsclviéndola sn azua o en #c¢ido hi-
droelérico N 0,01 heléndose y secfndose por congelacién,
puede ser Tdcilmente disuelta directamente en un 5% de
solucién acuosa de gelatina estéril, libre de pirégenos
¥y no-antligénice, psreialmente Liidrolizada, narc formar

una couposicién apropieda para la inyeccién. La compo-
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sicidn resultante se ajusta a un pH de alrededor de 4, afia-
diendc mAs dcido o dlcall j puede ser amortiguada para man-
tener este pH mediante la sdicidn de 4cido o 4leali. Rl
4cido hidroclérico o el hidréxido sédico es usado normsl-
mente psrs el ajuste del pH. S8in embargo, pueden utili-
zerse otros 4cildos, tales como el Tosfdrico o el ldctico

v otro alcalfes, tales como el hidréxido potdsico. ILa
composicién es nmantenida a un pH 4cldo en la medlda de 3,2
a 4,8, nrefersntemente 3,6. Pueden agregerse también pre-
gservadores teles como el Parasent-Propil (alrededor de

0,01 a 0,02% por neso) y el Parasept-lletil {alrededor de
0,09 a 0,18% por peso). »

En btro aspecto del invento se puede preparar menstruos
de tripsinas y gelatina por separasdo y couwbinar las dos in-
medlatamente antes de usarlas. ¥En ecste aspecto la tripsi-
na puede ser usada como tal. 8in embargo, se afiade prefe-
rentemente suficiente Acido fuerte, no-raacfivo, 8 1a trip-
sina {por ejemplo, 4cido hidroclérico N 0,01} para former
une solucidn que tiene un pH de alrededor de 33, y luego se
seca por congelacibén la solucién resultante psra obtener
un producto que es féciliente soluble para mezclar con el
mengiruo de la gelatina. Este nensiruo de 1la gelatina se
nreparara del modo arriba descrito (es decir, disolviendo
la gelatina parcialmente hidfolizada (hidrolizato de poli-
péptida) en #cido dtluifdo, afiadlendo preservadores, calen-
tando, filtr=ndo y diluvendo y después ajustando el dH a
3,2 a 4,8).

En una fase adicional del invento, se pusde preparar
una combinescién liofilizeda de tripsina ¥y gelatina, median-

te combinecién con el menstruo acuoso inmediatamente antes
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del uso., Esto puede hacersé secando por congelacién una so-
lucidén de tripsina en gelatina pars obtener una mezcla fé-
ciimente soliible en el menstruo acuoso. X1l nenstruo acuo-
g0 puede contener preservadores (por ejemplo, 0,1% de Para-
benes) o 4cido (por ejemplo, £cido hidroclérico); o puede
ser szlina isoténica. ZEn todo caso, s lmportante que la
composicién final formeda por la combihacién del componen-
te trinsina nelatina con el menstruo acuoso tenga un pE de
3,2 a 4,8, preferentemente 3,6, antes de usarla.

La administracién por inyeccién se efectia vreferente-
mente por via intramuscular, utilizendo 2-1/2 - 5 mg. de
tripsina u otra enzima proteolitica (teniendo 1,/2 6 1 ml.
de composieién una concentracidn de 5 mg. ml. de tripsina),
de una a cuatro, o més veces diariamente, como el caso re-
aulera.

A continuecidn siguen e jemplos més esrecificos, ilustra-
tivos, pero no limitativos, de la invennién. A menos que se
indigque lo contrario, todas las partes son por peso.

Bjemplo I

Alrededor de S5mg./ml. de tripsina cristalina se agfegan,
mediante agit acibn, a un 5% de solucién acuosa de gelatina
parcialmente hidrolizeda, libre de pirégenos y no-antigéni-
ca (Knox 250 A), preparada calentando la gelatina en fcido

hidroclérico N 0,01 = 100®C,. durante tres horas. A la mez-

‘ela resultsnte se agrega alrededor de 0,09% de Parasep-Me-

til y 0,01% de Parasept-Propil, y después de cue se logra
la uniformidad mediante sgitac16n, se alusta el pH a 3,6
afiadlendo lg can;idad requerida de 4cido hidroclérico o hi-
dréxido sédico. Desde luego, puede obtenerse un pH de 3,2,

3,5 6 4,5, variando la cantidad de 4cido o fleali, ¥ puede
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alterarse la concentrzcién de tripsina vsriando la cantidad
de enzima agregada a 1= solucidn de gelatiha. Bl producto,
ajustado a un oH de 3,2 a 4,8, puede ser utiliZado como tal
pera inyeccién por el procedimiento conocldo.

Tlemplo I

Primer frasco - Menstruo de gelatina

Gelatina Enox 250 4 3000 gramocs
Poeraben-Propil 6,0 -
Paraben-Metil 54,0 -
Acido hidroclérico

concentrado (36,5 a 38%) g0 ml.
Agua destileda, g.s. 60 litros

Se traen 55 litros ds agua para hervir y se agregen Para-
ben-Propil y Paraben-ketil. Se agrega después el Acido hi-
droclérico a 1z solucibdn acuosa y se efectda 1z mezcla para
aleenzar la uniflermidad. Después se afiade la gelatina y la
mezcla resultante se calienta & 80 - 100%C. y se mentiene
esta temreratura durante una horea. &

El pH se ajustas shora & - 3,5 con Adcldo hidroclérico adi-
clonal, y 1la solucibdn toma voluinen con agua destilada.

Se agregan 30 gramos de Hi-Flo estéril, lavedo con ayu-
da de Tiltro, v la solucidén se filtra a través de papel
Whatmen ne 52,

Se introduce despuéds en frascos-ampollas en porciones des
5,8 ml. y se esterilizan durante media hora a 1002C.

Segundo frasco - Tripsins Llofilizada

Tripsina Cristabina 125 gramos
Acido hidroclérico N 0,01, q.s. 5000 ml.

Le tripsine se disuelve en el Aclido hidroclédrico y se
filtre & travéds de papel Whatman del n® 52, Después se fil-
tra a través de un riltro Selas 02 a un envase esterilizado.
En condiciones asdpticas se llena cada frasco con 1,0 ml. ¥

sigue la liofilizaclién.
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5 ml., de menstruo de gelatinas se mezclan con 25 mg. de
tripsine liofilizada para uso en inyeccién., |

"Ejemplo TIT

Primer frasco - Menstruo acuoso

Paraben-Propil 6,0 gnm.
Paraben-Vetil 54,0 gn.
Agua dectilada, g.s8. 60 litros

Se dlsuelven losg Parabenes en asua destinade vy la solu-
cién resultante es filtrada = través de un medio de incore-
~oracidn e introducida en frascos-ampollas, conteniendo ca-
de uno de eldos 5,8 ml. de solucién 7 se loz esteriliza du-
rante 20 minutos a 120¢C,

Segundo Frasco -Trinsina-Gelstinag Liofilizado-

Se prepare una solucidn de gelatina, tal como se descri-
be en el ejemplo II, excepto por lo gue respecta a la con-

4

centracidén de¢ gelatlina ocue se numenta al 25%.

Se nrenara una solucibdn de tripsina, tal comc se descri-
be en el ejemplo II y se filtra a través de un filtr? bacte-
rial (Selas 02) #n un recipiente esterilizado.

En condiciones estériles se =zgregen cinco litros de la
soluciédn de gel-btina estéril descrita, a lo solucién de triv-
sine, y el pH se ajusta a 3,6.

2,0 ml, 3= la soluclén resultante que contiene 26 mg.
de tripsina y 0,5 de geletina se introducen en frascos-ampo-
llas v se liofilizen los contenidos del modo corriente.

5 ml. del menstruo acuoso se mezclan con gelatlno-trip-
sine liofilizade para uso en inyeccibén. Tl contenido de un
frasco entero de gelatina-tripsina llofilizad=s se utiliza
pars este fin.

Las composiciones proporcionades mediante ls invencién
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pueden utilizarse especislmente para el alivio de las rmeni-
festacinnes inflamatorias y edematosas, preferentements
tromboflebitlis y flebotrombosis. Pueden ser tamhién utili-
zadss =n el tratamiento Ae otrss enfermedadse inflamatoriass.
De este modo, se ho comprobado gque son dtiles en casos de
iritis y otras condiciones inflematorias de los ojos v en
diabéticas y otras dlceras de las piernas. Cuando se usan
intremuscularmente, es preferida la inyeccién profuhda.

Le jeringe usada em la inyeccién es la qué preferentemeante
utiliza uns spuja del #20; la inyecelién se efectda normal-
mente Aespacio, en el misculo gliteo. Pueden utilizarse
también las composiciones del mismo modo para atenuar las
secreciones mucosas en lz regidén respibatorie superior, co-
mo las hslladas en el asma bronguisl.

Se hen obtenido datos de la prueba utilizando una so-
lucién de 3 mg./ml. de tripsina cristeline en 5% de gelati-
na. Lz solucién, con un pH de 4,1, fué comprobads por sl
procedimiento ccnocido de digestién de hemoglobina (esen-
cirlmente el de Northrop, Funitz and Herrior, "Crystalli-
ne Bnzymes", Columbia University Press, 1948, pégina 107);
v los resultados de la pruebs mostraron que, después de
dos semanas a temperahira ambiente, no se originé ningdn
camblo en la actividad triptica. También se hicleron prue-
bas (utilizando la solucibdn arriba indicada) mediante un
método, esencialmente el de Febinyl-Szebehelz, Brit. J.
Pharmacol, 8, pézina 30, 1953, v los datos obtenidos mostrae-
ron que la s2ctividad de 12 tripsina en gelatina fué compa-

rable & 1la de tripsina en asceite (Parenezima).
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NOTA

En resumen: La Patente de Invencidén cue se sollelita, re-
caerd cobre las reivindicaciones sigulentes:

1).- Un procedimiento de preparacién de una composlcién
de enzima proteolitica estsble, caracterizado norque se in-
eorpora, parcislmente hidrolizada, gelatina estéril, libre
de pirbgenos y no-antigénica-y una enzima proteolitica en
un médio acuoso, con ajustado del pH, sl resulta necesarlio,
de manera que 12 solucién acudsa tenge un pH dentro de la
nedida de 3,2 a 4,8,

2) .~ Un vrocedimiento, segin reivindicacidén 1, caracte-
rizado por el hecho de gue la enzima per se o una solucién
acuosa de 12 enzims, se combina con una solucién acuosa de
la celatine. |

3).- Un nrocedimiento, segin reivindicecién 1, caracte-
rizrdo por el hacho de cue 1la encima en forma liofilizada se
agrega s una soluclén scuosa de gelatina,

4).- Un procedimiento, segin 12 vreivindicsciédn 1, carac-
terizado nor el hacho de nue una mezcla ds 1ls enzima y la
gelatina en forma liofilizada se agrega a un medio acuoso.

5).- ™n procedimiento, segln las reivindicaciones 1 a
4, corascterizado nor el hecho de gque la enzima »roteolfti-
ca es tripsina.

B).- Se reivindiea, por dltimo, como objsto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencién que se solicita:
"UN PROCEDII'IENTO DE PREPARACION DE UNA COiPOSICION DETEN-
ZIMA PROTEOLITICA ESTABLE" .

Todo conforme Jueda descrito en la presente memoria,que
conste de diez péglnas.

Medrid, 23 enero 1957

ALFONS0 L*NG@MV‘/ ]
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