MEMORTIA DESCRIPTIVA

que se acompaila &

la solicitud de
una PATENTE de INVENCION por VEINTE ANOS en ESPANA, a favor de
ARMOUR AND COMPANY, Entidad norteamericana, residente en Union
Stock Yards - CHICAGO 9, Illinois (U.S.A.), por
"PROCESO PARA PREPARAR UN COMPUESTO DE CORTICOTROPIN DE ACCION
| PROLONGADA"
INVENTOR: Robert Edward Thomﬁson, de nacionalidad norteamericana.

PRIORIDADES: Patentes norteamericamas n® 755.139 gel 15-8-58 y
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Esta invencion se relaciona con un preparado de corticotro
pin de accion sostenida o prolongeda y con procesos pars producir di-
cho preparado.

En la preparacion de productos de corticotropin de accidn
prolongada o efecto sostenido, se han realizado esfuerzos pars conse-~
guir un preparado de corticotropin insoluble que, al ser introducido
subcutanea o intramuscularmente, aporte eficazmente corticotropin al
torrente circulatorio y desde alli a las glandulas suprarrenales. Una
dificultad ofrecida por tales preparados es la de que son de persisten—
cia relativemente corta, & menos gue se empleen dosis no tolerables.
Otra dificultad estriba en el hecho de que no aportan uniformemente el
materizl corticotropinico al torrente sanguineo. Ademés, tales prepa—
rados han venido careciendo de estabilldad segura.

Las soluciones acuosas ordinarias de s0lo sustancias hormé-
nicas corticotropihicas tienen despudés de su inyeccidn una accidn de
bastante corta duracion, tendiendo el efecto a elevarse durante un
perfiodo hasta un maximo y deoreciendo luego hasta un punto inferior al
nivel de valor deseado. Por ejemplo, muchos de los cambios hematologi~
cos y metabdlicos comurmente estudiados, producidos por la hormona cor—
ticotropinica, aloanzan un méximo hacia la cusrta hora después de la
administracién, habiendo cedido completamente hacia la octava hora.

A fin de mantener un nivel medio total del valor deseado, es necesario
administrar une cantidad de la sustancia horménica que produzca un efec
to méximo & la cuarta hora ¥ que en el momento en que se produce ese

efecto maximo haya un valor superior al deseado. Aunque las sustancias
hormdnicas pueden tener efecto sobre un periodo de ocho boras, es nece—
sario administrarlas & intervalos de seis horas o menos & fin de mante~
ner el nivel completo, teniendo luger en los momentos de méximo efecto
un exceso de uso de la actividad y, por consiguiente, una perdida de

la valiosa sustancia. Existe la necesidad de preparados gue reduzcan
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de las glandulas suprarrenales que permanezca estable bajo unas con—
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el efecto durante los denominados "periodos de maximo efecto", al
tiempo que mantienen un nivel supefior de dicho efecto durante todo el
periodo de tratamiento.
Un objeto de la presente invencidn es proporcionar un pre-
parado de corticotr0p£n que pueda ser introducido subcutanea o intra-
muscularmente para el aporte de oorticotropin a la corriente sangui-
nea durante un periodo extremadamente prolongado. Otro objeto es ofre-
cer tal preparado en el que el corticotropin permanezoa activo y sea
administrado uniformemente durante un perfodo prolongado. Otro objeto
més es proporcionar un preparado tal que pueda graduarse de maners
que introduzca la sustancia activa en la sangre durante perfodos esco
gidos, que pueden ser un perfodo moderado o un periodo muy extenso.
Otra finalidad es ofrecer un método de preparacidén de un corticotro—
pin en el que la duracion del estimulo producido por el preparado pue-

da variarse. Otro objetivo es proporcionar una sustancia estimulante

diciones de prolongado almacenamiento. Otro objeto es ofrecer un com—
plejo corticotropinico ue ejerza une intensa y rapida accidén al ser
administrado, al tiempo que produce un estimulo relativémente uniforme
de las glandulas suprarrenales durante un largo perfiodo de tiempo,
mientras al mismo tiempo estimula mis equilibradamente el aporte natuJ
ral o secrecion de la hormona por la pituitaria. A medida que avance
esta descripoién, quedaran patentizados otros objetos y ventajas espe—
cificos.

En un aspecto de esta invencidn, se ofrece un preparado
de corticotropin que demuestra una prolongada accidn tras su adminis-
tracidn subcuténea o intramusculer y que comprende una suspensidn acuol
sa que incluye de 20 a 500 unidades subcuténeas de la Farmacopea de
los Estados Unidos (USP) por ml de corticotropin, de 0,1 a 2,5 mg de

tanato por 100 unidades subcutaneas USP de corticotropin y de 6 a 60
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servS que el corticotropin derivado del tejido pituitario porcino, cuanm

mg de gelatina parcialmente hidrolizada por 100 unf&édes subcutaneas
USP de corticotropin. Ademés, por lo menos una porcidén de esta suspen—
8idn acuosa consiste en un complejo de cinc-corticotropin-gelatina—ta-
natoe.

En otro especto de esta invencién, se ofrece un preparado
de oortiootr0p£n que demuestra también una prolongada accidn tras su
administracidn subcuténea o intramuscular y que comprende una suspen—
sidn acuosa que incluye de 20 & 500 unidades subcutineas USP por ml.
de corticotropin derivado de tejido pituitario bovino, de 0,1 a 2,5
mg. de tanato por 100 unidades subcuténeas USP de corticotropin y por
lo menos 0,1 mg. de cinc por 100 unidades subcuténeas USP de cortico=
tropin. Ademds, por lo menos una porcidn de esta suspension aouosa
congiste en un complejo de cino-cortiootropin—tanatoo

En los experimentos que condujeron a esta invencidn, se Obw

do se combina con una sal de oinc y fcido ténico, da lugar a la forma-
cién de un complejo de cincmcorticotropfn-tanato que es practicamente
inactivo en su administracidn subcuténea o intramusculer, es decir, qu¢
su actividad es de tal duracidén prolongade que no se produce ningin
efecto clinicamente apreciable. Sin embargo, dotando al complejo cinc-
corticotropin-gelatina~tanato de hormona corticotropinica activa (ACTH)
poreina, se salva este problema. Por otra parte, se ha descubierto gque
dotando &l complejo cinc-corticotropin de ACTH bovina ée obtiene un
producto que demuestra ejerocer una deseable accidén prolongada y contro+
lada tras su inyecoidn subcuténea o intramuscular.

La terminologia "unidades subcutaneas USP" se refiere al
ensayo corticotiropinico subcuténeo y al sistema de unidades del mismo
establecido en la Farmaccpea de los Estados Unidos, XV.

Este preparado corticotropinico es adecuado para su admi-

nistracidn e animales y seres humanos mediante cuslquier via, peroha
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de tenerse en cuenta gue, puesto que la bage para una prolongade ac-
cidn del mismo es la formacidn de un depdsito en los tejidos, es pre—
ferible que la administracidn de dicﬁo preparado sea parentéricamente
por cualquier via que no sea la intravenosa. Puede obtenerse una ac—
5o cidn corticotropinica prolongada especialmente deseable cuando este
preparado se administra subcutdnea o intramuscularmente.

El corticotropin que puede emplearse en este preparado in—
cluye sustancias tanto de elevada como de f&ja potencia y el proceso
que aqui se describe es aplicable a las sustancias extraidas de glan-
10.= dulas pituitarias de animales y & preparados sinteticos de tales sus-
tancias activas, & cuyas dos formas se hace referencia aqui por el térii—
no "corticotropin”. Sin embargo, pueden obtenerse mejores resultados
cuahdo el corticotropin incluido en este preparado es de elevada pure—
z&, con una potencia de por lo menos 20 unidades subcutaneas USP por
150 mg. Pueden lograrsevunos resultados especialmente deseables con un cor
ticotropin que tenga unz potencia de por 1o menos 40 unidades subcu-
téneas USP por mg. Igualmente, aunque el oorticotropin utilizado en
la préctica de esta invencidn puede ser derivado de las glandulas pi-
tuitarias de ouwalquier especie animal, pueden obtenerse unos mejores
20.~ resultados con el corticotrOp{n derivado del tejido pituitario bovi-
no y porcino, siendo especialmente deseable el corticotropin derivado
de las glandulas pituitarias porcinase

Como ejemplo del cortiootrOpin puede incluirse en este
preparado uno tal como el descrito en la patente estadounidense num.
25¢— 2.739.099‘de L.J. Walaszek.

Igualmente, puede obtenerse un deseable preparado de cor=
ticotropin mediante el bien conocido procedimiento de purificacidn de
oxicelulosa segun la forma sugerida en la patente estadounidense nam.
2.669.536 de L.M. Bunding, en la que la purificacion seylleva & cabo

30.- mediante adsorcidén y elucidn sobre materiales celuldsicos.
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Aunque el corticotropin puede incluirse en esta suspen—
sién acuosa a una concentracion de 20 a 500 unidades subcutdneas USP
por cm3, a efectos practicos es preferible emplearlo a unz concentra—
cién de 40 & 100 unidades subcutdneas USP por cm3.

El constituyente tanato de este preparado de corticotropin
puede ser derivado del dcido tanico de grado farmacéutico. Aungue el
tanato puede ser incluido en este preparado a una concentracidn de
Oy1 a 2,5 mg. por 100 unidades subcuténeas USP de corticotropin, pue-
den obtenerse mejores resultados a una concentracion del mismo de 0,2
a 1,0 mg. por 100 unidades subcuténeas USP de corticotropin, obtenién-
dose unos resultados especialmente deseables empleando una concentra-—
cidn aproximade de acido ténico de O,4 mg. por 100 unidades subcutd-
neas USP de corticotropin.

ELl constituyente cinc de este preparado de corticotropin
puede ser derivado de cualquier sal de cinc, pero es preferible, na=-
turalmente, emplear una sal de cinc soluble en agua, tal como el ace-
tato de cinc. Aunque el cinc puede ser incluido en esa suspension
acuosa & una concentracion de por lo menos 0425 mge por 100 unidades
subcuténeas USP de corticotropin, a efectos practicos es preferible
emplearlo a una concentracion de 0,5 a 2,0 mg. por 100 unidades sub-
cuténeas USP de corticotropin.

En los experimentos que condujeron a esta invencién, se de
terminé en pruebas de tolerancia con animales que un complejo de cinc-
corticotropin~tanato parece ser susceptible de imactivacion por los
tejidos. Este efecto de immctivacion por los tejidos impide la absor—
cion del corticotropin en el torrente sanguineo desde un depdsito for-
made en los tejidos. En consecuencia, se obtisne un reducido grado de
introduccidén de corticotropin en la corriente sanguinea, pudiendo pro=
ducirse un nivel sanguineo inferior a aquél en que la glandula supra-

rrenal responde &l corticotropin exdgeno. Ademés, en muchos casos pue~
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de no haber ningin efecto ostensible, por el corticotropin administra-

do, sobre la glandula suprerrenal, pudiendo producirse una evidente
pérdide de actividad del corticotropin. En consecusencla, se ha descu-
bierto que la inclusidn en este complejo de una geletina parcialmente
hidrolizadaAcontrarresta este fenémeno de inactivacion del tejido. Ade-
més, la cantidad dé gelatina incluida en este complejo puede regularse
variando el grado con que se introduce el corticotropin en el torrente
circulatorio,.pudiéndose graduar por consiguiente, dentro de oiertos
1{mites la duracidn de la accidn del preparado de corticotropin., Al
mismo tiempo, mediante la inclusion en este complejo de gelatina se
consigue una mejorada actividad del corticotropin sin ningun efecto
evidente sobre la dquracidn de la accidn de la composicidn. Ademds, es-
te componente gelatinico sirve para mejorar la estabilidad no sdlo de
la composicion sino especialmente del constituyente tanato. Ademds, el
constituyente gelatinico sirve parae reducir cualguier irritacidn local
que de otro modo podria observarse con el complejo.

El constituyente gelatinico de este preparado corticotro-
pinico debe ser de grado farmacéutico y no antigeno. Ia hidrolisis
parcial de la gelatina puede obtenerse sometiendo al autoclave una
adecuada solucidn gelatinica a una presidn aproximada de 15 lpc. du—
rante un periodo de unas 8 horas.

Aunque la gelatina puede incluirse en esta composicion a
una conoentracidén de 2 a 60 mg. por 100 unidades subcuténeas USP de
corticotropin, se obtienen mejores resultados a una concentracidn de
la misma‘de 6 & 20 mg. por 100 unidades subcutédneas USP de corticotro-
pin, lograndose unos resultados especialmente deseables con unos 15 mg.
de gelatina por 100 unidades subcutdneas USP de corticotropin.

Eg posible variar en grado considerable la duracidn de la
aceidn obtenida con este preparado de cortiootropin, graduando las

concentraciones de los componentes de cinc y tanato en el complejo,
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asi como mediante la citada variacion del componente gelatinico.

Es conveniente que el preparado corticotropinico de este
invento posea un pH de 4 a 8, siendo preferible que ia suspensidn acuo-
sa tenga un pH de 5 aproximademente.

Antes se ha indicado que por lo menos una porcidn de los
cuatro principales ingredientes incluidos en esta suspensiodn acuosa,
concretamente el cinc, el corticotropin, el tanato y la gelatina, de-
ben ser en forma de un complejo insoluble en agua. Por "suspemsion
acuosa" gse entiende que este preparado corticotropinico incluye una
fase solida y uha 1fquida (acuosa), en las que la primera es dispersa=
ble en la segunda. Ademds, se entiende por la expresion "comblejo in-
goluble en agua" que la fase s6lida incluye por 1o menos una porcion
de los cuatro principales ingredientes en combinacidn fisica o quimica,
de tal manere que el complejo sea separable como cuerpo independiente
de la fese liquida. Se comprende igualmente que puede incluirse una
porcion de oualquiere de los principales ingredientes en este preparado
corticotropinico como constituyente de la fase liguida y en algunos ca-
sos puede resultar conveniente proporcionar corticotropin en esta com-
posicidn tanto en forma soluble como insoluble, de tal manera que se
produzca un efecto del corticotropin immediato y prolongado.

Es evidente que la formacidn de este preparado de cortico-
tropin, vy especialmente la produccidn de este complejo insoluble en
agua, Supone generalmente una mezcla de los principales ingredientes
en un medio acuoso hasta que se haya obtenido la combinacidén de por lo
menos una porcidn de tales ingredientes. En consecuencia, puede com--
prenderse que el material inicial éea ordinariamente una solucidén acuo-
sa que contenga la deseada concentracidn de corticotropin. Sin embargo,
se ha observado que el orden en que se combinan los restantes ingredien
tes con esta solucion acuosa de corticotropin puede variarse para alte-

rar las caracteristicas del producto resultante. Por una parte, si esta




Se-

100~

150m

200~

300""'

%i

solucidn acuosa de corticotropin es combinada primeramente con acido
tdnico, la subsiguiente adicidon a la misma del constituyente de cinc
puede efectuarse dentro de una variedad de pH relativamente amplia.
Por otra parte, cuando la solucion acuosa de corticotropin es combina-
da primeramente con la sal de cinc, la subsiguiente adicidn a la misma
del dcido tdnico debe obtenerse con un pH alcalino de 7,4 aproximada—
mente.

Es conveniente afiadir el comstituyente gelatinico al fi-
nal, sl bien puede mezclarse primeramente con el corticotropin. Las

cantidades de cinc y dcido tanico afiadidas pueden variar segun sea el
orden de adicidn de la ACTH, la gelatina y otros estabilizadores o
preservadores.

En este preparado de corticotropin pueden incluirse otros
ingredientes determinados, especialmente con el fin de mejorar la es-—
tabilidad y duracidn de almacenamiento del mismo. Por ejemplo, la
cisteina sirve para estabilizar todos los principales ingredientes de
esta composicidn. En primer 1ugér, mediante dicho elemento se logra
une insolubilizacidn de cualguier cinc soluble presente en el prepara-
do, reduciendo as{ la irritacidn local gue puede producir el idn de
cinc. Ademds, la cisteina parece retardar los cambios quimicos en el
dcido tanico, ACTH y gelatina de esta composiciodn. Igualmente; la cis-
tefna se combina evidentemente con este complejo insoluble en agua,
permaneciendo en el lugar‘de la inyeccidn y pudiendo ejercer sus efec-
tog antioxidantes sobre los tejidos. La cisteina puede incluirse en
esta suspensidn acuosa a una concentracion de 0,2 & 2,0 mg. por 100
unidades subcutédneas USP de cortiootropin. Sin embargo, pueden lograr—
se unos resultados mejores con una concentracidn de cisteina de 1 mg.
aproximadamente por 100 unidades subcuténeas USP de corticotropin.

Ademés, pueden combinarse con este preparado de corticotro-

pin, especialmente cuando se pretende un producto de miltiple inyec~
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cidén, tales agentes antibacterianos como los paraminobenzoatos de me-
tilo y propilo. Se han lograde satisfactorios resultados empleando el
paraminobenzoato de metilo a una concentracion aproximada de 0,1 a
0,2% (pesof/volumen), en tanto que el paraminobenzoato de propilo puede
incluirse en esta suspension acuosa a una concentracion aproximada
de 0,01 a 0,02% (peso/volumen). También puede usarse el fencl.

La invencidn puede ilustrarse més atn mediante los siguien
tes ejemplos especificos.

EJEMPLO I

Se mezclaron 500 mg. de sustancia corticotropinica bovina
purificada con oxicel, con 50 ml. de agua. Se afiadié un 1,0% de tiou~
rea y se gradud el pH & 6,5 con una solucidén de hidrdxido sddico al
20%. Se puso la mezcla en una botella de vidrio y se selld. Se metie~
ron el recipiente con su contenido en un horno de aire caliente a 100
#+ 5°C. durante seis horas. Después de sacarse del horno, se enfrié el
1{quido a unos 30 C. y se pasd a través de un filtro de vidrio agluti-
nado con un medio. Se lavd el precipitado con agua hasta llevar el
volumen del filtrado a 50 ml. A esos 50 ml. de la soluciodn corticotroe
pinice se afizdieron 12 ml. de una solucidn al 5,0% de acetato de cinc
cristalino. Se ajusté el pH a T,5 con una solucidn al 3% de hidrdxido
86dico y se dejdé reposar la mezcla durante media hora. Se centrifugd
la mezcla y se geperd el material sobrenmadants. Se volvié a suspender
el precipitado que contenia el corticotropin en 50 ml. de agua conte~
niendo 2,0 g. de gelatina parcialmente hidrolizada. A la suspension
resultante se afiadieron 24 ml. de una solucion al 1% de &cido tanico.
Luego se reajustd el pH de la solucidn a 6,0 con una solucion al 3%
de hidrdxido sddico. Se afiadieron 24 ml. de cisteina al 1,04 y se rea~
justd el pH a 6,0. Se agregaron 2 ml. de glicerina, 0,6 g. de fenol y
agua hasta formar 120 ml. con un pH de 641. Se mezcld bien la suspen-

8ién y se llenaron 2,2 ml. por ampolla. El aire de las ampollas fué

=
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desplazado con nitrégeno ¥ se taponaron y sellaron aquedllas. La este-
rilizacion se efectﬁé mediante sutoclave a 116=121°C. durante 15 minu-
tos,

Las pruebas del produqto terminado revelaron su esterili-
ded mediante el método de la USP (Farmecopea de los EE.UU.) y la poten
cia se determind mediante el método de ensayo subcutdneo USP, con un
resultado de 104,038,4 unidades por ml., indicando la ausencia de toda
perdida de potencia después de la aplicacidén del autoclave. Su caerdc-
ter fisico era excelente. Se demostré que este producto creaba un es-
timulo en las gléndulas suprarrenales durante un periodo superior a96
horas después de una sole inyeccidn.

BJEMPLO TT

Se mezclaron 500 mg. de sustancia corticotropinica bovina
purificada con oxicel, con 25 ml. de agua. Se afiadié un 0,25% de hi-
drocloruro de piridoxina y se ajustd el pH & 4,7 con hidrdxido sédico.
Se calentd esta mezcla a 95=100°C. durante 4-1/4 horas y luego se en~
frié y diluyé a 70 ml. con agua. Se ajustd el pH a 6,5 con hidrdxido
s0dico y luego se filtrd el preparado para eliminar el material insolu-
ble de pH 6,5. Se agregaron 560 mg. de acetato de cinc cristalino al
filtrado y se ajustd el pH a 7,5 con una solucidn de hidroxido sddico
al 3%. Se centrifugd la mezcla y se separd el material sobrenadante.
El precipitado de cinc=corticotropin fué vuelto a suspender en 70 ml,
de agua conteniendo 2,5 g. de gelatina parcialmente hidrolizada. Se
afiadieron 11,2 ml. de una solucidn al 0,5% de acido ténico, seguido de
14 ml. de una solucion al 2,0% de L~cisteina y 30 ml. de agua contenien
do 0,7 g. de fenol y 2,5 ml. de glicerina. Se ajustd el pH a 6,0 con
hidréxido sédico. Se llenaron ampollas con la suspensidn a razdn de
2,3 ml. cada una, taponindose y sellandose y paséndose luego por el
autoclave con vapor a 15 lpc (libras por pulgada cuedrada) y a 116-121°

Co durante 15 minutos.
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Las pruebas del producto terminedo revelaron su esterilidad
La potenoia, ensayada mediante el procedimiento subcutanso USP, reve~
16 un valor de 97,5%9,2 unidades por ml. Este producto determindé un
fuerte est{mulo en las gléndulas suprarremales aproximadamente durante
48 horas después de una sola inyeccidn de 0,1 ml., efectuada subcuténea
mente en ratas, o después de dosis de 100 y 200 unidades en seres hu-
manos.

EJEMPLO ITT

Se preparé ACTH cruda mediante el procedimiento de extrac-
cidn con acido clorhidrico-acetona de gléndulas pituitarias porcinas.
La ACTH cruda fué sometida &l proceso de adsorcidén con oxicel. Se mez=
claron 400 mg. de la ACTH purificada con oxicel, con agua e hidroclo-

ruro de piridoxina de un pH de 4,7, calentdndose & 95-100°C. durante

5 horas. Después de enfriarse & unos 50°C., se filtrd para separar el

material inactivo e insoluble. Se lavo el precipitado con agua pare
1levar el volumen total del filtrado a 40 ml. Este fué filtrado esteéril
mente & traves de un sebo de vela Selas 02, Al filtrado se afiedid, &
traves del sebo de vela, 128 mg. de &cido tanico en 25 ml. de agua.
Luego se ahiadieron separadamente 1.0%6 g. de acetato de cinc cristali-
no y 9,6 g. de gelatina parcialmente hidrolizada, cada uno de ellos

en 25 ml. de agua, también a través del sebo de vela esterilizante. Lue
g0 Se agregaron mediante filtracidn estéril 200 ml. de agua templada
conteniendo 640 mg. de cisteina, 600 mg. de metilparabén y 60 mg. de
propilparabén. Después de cada citada filbracidn se afiadieron 10 ml.

de agua para lavar los ingredientes previos del sebo de vela. El volu-
men final de le suspensidén estéril era de 320 ml. Se llenaron aséptica—
mente ampollas de boca ancha de 6 ml. oon2,5 ml. cada una, tapondndose
asépticamente dichas gmpollas. Luego se congelaron y secaron al vacio
¥ seguidamente me sellarén asépticamente con cierres comunes de alumi-

nio.
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Se probd la esterilidad del producto terminado. La adicion
de 1,0 a 5,0 ml. de agua o salina produjo una excelente y uniforme sus-
pensidén del complejo ACTH insoluble. El ensayo de su potencia revelo
un valor de 234219 unidades por ampolla mediante el procedimiento sub-
cutédneo USP. El producto terminado reconstituido con salina demostrd
producir un continuo estimulo de las glandulas suprarrenales durante
48 & 72 horas d.espués de una sla inyeccién. La tolerancia local fué
excelente.

EJEMPLO IV

Se preparé el producto como en el Ejemplo III., En el mo=-
mento de efiadir la oisteina y el metil y propilparaben, se agregd tam—
bién gelatina, 6,25 ml. de una solucidn acuosa de gelatina al 32%,
previamente sometida al autoclave a 120°C. durante 4 a 8 horas. Esta
cantidad de gelatina proporciond aproximadamente 6 mg. de gelatina par—
cialmente hidrolizada por ml. en el producto terminado.

Después de su liofilizacidn, este producto se reconstituyd
excelentemente y demostrd ejercer un estimulo més intenso de las glan-
dulas suprarrenales despues de su inyeccion que el producto preparado
segun el Ejemplo III. No hubo ningun cambio visible en la duracidn de
la efectividad.

EJEMPLO V

Se preparo ACTH cruda mediante el procedimiento de extrac—
cion con &cido clorhidrico-acetona de gléndulas pituitarias porcinas.
La ACTH cruda fué sometida al proceso de adsorcidn con oxicel. 400 mg.
de la ACTH purificada con oxicel fueron mezclados con agua e hidroclo~
ruro de piridoxina con un pH de 4,7, calenténdose a 95-100°C. durante
5 horas. Despues de enfriarse a unos 50 Csy sme filtrd para separar el
material inactivo e insoluble. El precipitado fué lavado con agua para
llevar el volumen total del filtrado a 40 ml. Este fue filtrado esteéril

mente & través de un sebo de vela Selas 02, Se afiadid al filtrado, a
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través del sebo de vela, 256 mg. de 4dcido tanico en 25 ml. de agua
para proporcionar 0,8 mg. de &cido ténico por ml. de producto final,
Luego se afiadieron separadamente 1,056 g. de acetato de cinc crista-
lino y 9,6 g. de gelatina parcialmente hidrolizada, cada uno de ellos
en 25 ml. de agua, también a través del sebo de vela estéril. Luego
se afiadié mediante filtracidn estéril 200 ml., de ague templada conte-
niendo 640 mg. de cistefna, 600 mg. de metilparabén y 60 mg. de pro-
pilparaben. Después de cada unz de las citadas filtraciones se afia~-
dié 10 ml. de agua para lavar los ingredientes previos del sebo de
vela. El volumen final de la suspensidn estéril fué de 320 ml. Se
introdujo la suspensidn asépticamente en cantidad de 2,5 ml. en am—
pollas de boca ancha de 6 ml. taponéndose asépticamente aquéllas,

que seguidamente fueron congeladas y secadas al vacio y lueéo selle~
des asépticamente con cierres comunes de aluminio.

Bste producto resultd producir estimulo en las glandulas
suprarrenales durante més de 96 horas despues de la administracidn
subcuténea de una sola dosis.

EJEMPLO VI

Se prepard ACTH cruda mediante el procedimiento de extrac
cién con acido clorhidrico-acetona de gldndulas pituitarias porcinas.
La ACTH cruda fue sometida &l proceso de adsorcidn con oxicel. 400
mg. de la ACTH purificada con oxicel fueron mezclados con agua e hi=-
drocloruro de piridoxina con pH de 4,7, celenténdose a 95-100°C, du-
rante 5 horas. Después de su enfriado a unos 50°C. se filtrd para se-

parar el material inactivo s insoluble. Se lavé el precipitado con
agua para llevar el volumen total del filtrado & 40 ml. Este fué fil-
trado estérilmente a traves de un sebo de vela Selas 02. Al filtrado
se afindid, a través del sebo de vela, 128 mg. de &cido tdnico en 25
ml. de agua. luego se afiadieron 0,528 g. de acetato de cinc cristali-

no y 9,6 g. de gelatina parcialmente hidrolizada, cada uno en 25 ml.
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de agua, tambien a traves del sebo de vela estéril. Esto proporciono
0,5 mg. de cinc por ml. de producto finale. Luego se agregd mediante
filtracidn estéril 200 ml. de ague templada conteniendo 640 mg. de
cisteina, 600 mg. de metilparaben y 60 mg. de propilparabén. Se afia-
dieron 10 ml. de agua después de cada filtracidn citada para lavar loJ
ingredientes previos del ssebo de vela., El volumen final de la suspen—
gion esteril fué de 320 ml. Esta suspension se introdujo asépticamente
en cantidad de 2,5 ml, en ampollas de boca ancha de 6 ml. que fueron
taponadas asépticemente. Luego se oongelaron‘y secaron al vacio, se~
lléndose seguidamente de modo aséptico con cirres ordinarios de alu~
minio.
~ Se comprobd la actuacion de este producto durante unas
48 horas con igual o superior intensidad de efecto que el producto
conteniendo 1,0 mg. de cinc por ml. de producto final seglin se prepa—
r6 en el Ejemplo III. |
EJEMPIO VIT

Se preparé ACTH oruda mediante el procedimiento de extrac
cidén con acido clorhidrico-agetona de glandulas pituitarias porcinas.
La ACTH cruda fué sometida al proceso de adsorcidn con oxicel. Se
mezclaron 400 mg. de la ACTH purificada con oxicel, con agua e hidro-
cloruro de piridoxina a un pH de 4,7, calentdndose a 95-100°C. duran-

te 5 horas. Despues de enfriarse a unos 50°C., se filtrd para separar

para llevar el volumen total del filtrado a 40 ml. Este fué filtrado
estérilmente & través de un sebo de vela Selas 02. Al filtrado se afia~
did, a traves del mebo de vela, 128 mg. de acido tdnico en 25 ml. de

agua. Luego se agregd una centidad de cloruro de aluminio para formar
1,0 mg. de idn aluminio por ml. de producto terminado. Igualmente, se |
afiadid gelatina parcialmente hidrolizada en una cantidad tal que se

obtuvieron en la suspension resultante 8 mg. de gelatina por 100 uni-
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dades subouténeas USP de corticotropin. Se ajustd el pH a 5,0 con
hidrdéxido sddico. Luego se afiadieron mediante filtracidén estéril 200
ml. de agua templade conteniendo 640 mg. de cisteina, 600 mg. de me-
tilparabén y 60 mg. de propilparabén. Después de cada citada filtra-
cion se afiadid 10 ml. de agua para lavar los ingredientes previos
del sebo de vela. El volumen final de la suspension esteril fueé de
320 ml. Se llené asepticamente con la suspensidn, en cantidades de
2,5 ml. ampollas de boca ancha de 6 ml. que se taponaron aseépticamen—
te. Luego se congelaron y secaron al vacio y seguidamente fueron se—
lladas asépticamente con cierres ordinarios de &luminio.
EJBIPLO VIIT

Se filtrd una solu&ién acuosa de ACTH porcina, en canti-
dad de 40 om3 y conteniendo 640 unidades por cm® de ACTH, a través
de sebo de vela Selas en un recipiente estéril. Iuego se filtrd en
dicho recipiente estéril una soluoion acuosa de 25'cm3 conteniendo
120 mg. de &cido ténico.

Seguidamente se filtraron en el recipiente estéril 1,056

" 8 de acetato de cinc en 25 om3 de agua. Bl sebo Selas fué lavado des

pués de cada filtracidn con 10 cm de ague.
Luego se filtrd uma solucidn acuosa de la siguiente com-

posicion a través del sebo Selas en el recipiente estérils

Cisteina 320 mgeo
Metilparabén ‘ 600 mg»
Propilparabén : 60 mg.

Una solucidn acuosa conteniendo
un 32% de gelatina hidroli-
zada mediante autoclave du- ‘
rante un periodo de 8 horas 6,25 om3

Agua 95 o’

Se filtrd agua en el recipiente estéril en cantidad para

formar un volumen final en aquél de 320 cmd
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Le resultante suspension liquida se introdujo en ampollas
de 6 om® en cantidad de 2,5 ml. por empolla. Estas fusron sometidas
luego a liofilizacidn.

Mediante analisis se determind la existencia de 233 uni-
dades de ACTH por ampolla. Este producto demostrd una mayor actividad
de la ACTH clinicabente, que un producto comparable sin gelatina.

Igualmente, el producto demostrd une duracién de accidn
de unas 48 horas.

Clinicamente, demostrd este producto una duracidn de ac-
cidén de unas 72 horas.

EJRPLO IX

El produoto se obtuvo mediante el metodo del Ejemplo II,
con la excepcidn de introducirse una ACTH de una potencia de 150
unidades por mg. en lugar del dotado de una potencia de unas 75 uni-
dades por mg. descrito en aquel ejemplo. En consecﬁencia, el resultan
te producto contenfa una actividad de la ACTH doble a la del que se
describe en el Bjemplo citado.

Se ha comprobado que las cantidades relativas de cinc,
dcido ténico y ACTH de las Pormulas precedentes pueden variar para ob+
tener un control de adsorcidn por periodos de 1 dfa a 6 6 més.

EJEMPLO X

Se empled el siguiente método para acentuar la potencia
de la administracién subcuténea de ACTH derivada de tejido pituitario
bovino,

La ACTH bovina purificada mediante tratamiento con oxi-
celulosa de acuerdo con el procedimisnto descrito en la aludide pa-
tente de Bunding, fue mezclada en cantidad de 1 g. con 100 ml. de
agua destilada. 4 la resultante solucidn se afiadié 1 g. de tiourea,
ajusténdose tal solucidn a un pH de 6,5 con uma solucidén de hidrdxido

sddico al 20%.
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Ista mezola fué calentada & una temperatura de 100°C.
durante un periodo de 6 horas, enfriéndose seguidamente y filtréndose
& través de un filtro de vidrio aglutinado con algun medio. El pre-
cipitado as{ obtenido fue lavado con agua en cantidad tal que se au-
mentase el volumen de filtrado a 100 ml, El precipitado, que ere re-
lativamente insctivo con relacidén a la aotividad de le ACTH, fué
eliminado.

A 50 mlo del anterior filtrado se afiadieron 12 ml., des une
solucién acuosa al 5% de acetato de oinc conteniendo 2 moléculas-gra-
mo de sgua de hidracidn. La solucion resultante se ajusto a un pH de
7,5 con una solucidén de hidrdxido sddico al 3%. El precipitado asi
formado (cinc-ACTH) fué separado del liguido sobrenadante por filtra-
cidn. El precipitado separado fué suspendido en 5 ml. de agua y la
mezcla resultante fué ajustada a& un pH de 5 con écido acético helado.

EJEMPLO XI

Se empled el siguiente método para la preparacidn de una
suspension acuosa de cinc~ACTH-tanato adecuada para adminigtracion
parenteérica.

A 50 ml. de una mezcla de cinc~ACTH preparada de acuerdo
con el método del Ejemplo X, se afiadieron 24 ml. de una solucidn
acuosa al 1% de dcido tanico. La mezcla resultante fué ajustada a un
pH de 6 con una solucién de hidréxido sédico &l 3%.

A esta mezcla se afiadieron 24 ml. de una solucidn acuosa
de cisteina al 1%, ajusténdose la mezola resultente & un pH de 6. Se-
gulomoute fe agprogizon é L. da glicerina y 0,6 g. de fenol a la
mezcla, Jjuntamente con una cantidad de agua suficiente pars fcrmar
un volumen total de 120 ml.

Ia resultante suspensidn fué introducida en ampollas de
2 ml. cubiertas con nitrdgeno, selladas y sometidas al autoclave a

une presidn de 15 lpe durante un perfodo de 15 minutos para esterili-
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El preparado ya completado fue analizado para la deter—
minacidn de la actividad de la ACTH mediante el procedimiento de en—
sayo subcutaneo USP. Los resultados indicaron que el preparado de las

empollas contenfa 76,125,8 unidades USP por ml.

Practicamente, toda la activided de la ACTH estaba conte~
nida en el complejo insoluble, segln lo evidencia un resultado anali=-
tico de menos de 2 unidades USP de ACTH en el fluido sobrenadante
filtrado,

La formula del anterior preparado de ACTH, sobre la base

de la cantidad de ingrediente por ml. de suspensidn, era como sigues

Ingrediente Concentracion (por ml.)

ACTH 76 unidedes USP
Cine 1,3 mg. (por ensayo)
Aoido tanico 2  mg
Cistedna 2 mg.
Glicerina 1,6%
Fenol 0,5%
BEJEMPLO XTIT

También puede emplearse el siguiente método en la prepa-—
racion de una suspensidn acuosa de cinc-ACTH-tensto.

Se ajustd & un pH de 7,5 ACTH bovina preperada de &acuerdo
con el método del Ejemplo XI, en cantided de 10 ml. A esta suspen—
8ion se afiadieron 12 mg. de écido ténico en 0,5 ml. de agua. Segui-
damente se agregd a la mezcle 1 ml. de uns solucidén conteniendo un
20% de glicerina y un 6% de fenol, juntamente con 0,5 ml. de una so-
lucidn de cisteina al 4,8%. La formula de la preparacidn acabada era

como sigues

Ingrediente Concentracién (por ml.)
ACTH 80 unidades USP
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Cin

Acido ténico 1 mg.

Cisteina 2 nge

Glicerina 1,6%

Fenol 0, 5%
EJEMPLO XIII

Se empleé el siguiente método én la preparacion de una
guspension acuosa de cinc~ACTH~tanato.

Se mezcld oon 25 ml. de agua destilada ACTH bovina prepa—
rada medisnte tratamiento con oxicelulosa de acuerdo con el método
de la citada patente de Bunding, en cantidad de 0,5 g. 4 esta soclu-
cidn se afiadié un 0,25% de hidrocloruro de piridoxina, ajustandose
tal solucidén a un pH de 4470 Esfa mezole fue calentada durante un
periodo de 4-1/4 horaes a una temperatura de 100°C. Seguidamente, se
enfrié la mezcla y se diluyd & un volumen de 70 ml. con agua. La mez-
cla diluidas fué ajustada a un pH de 6,5 con una solucion acuosa de
hidrdxido sédico, separéndose el precipitado asi formado del 1{quido
sobrenadante y eliminédndose.

A los 70 ml. de filtrado se agregaron 560 mg. de acetato
de oinc conteniendo 2 moléculas~gramo de agua.de bhidracidn. Le solu-
cidn resultante fué ajustada a un pH de 7,5 con hidrdxido sédico. Se
centrifugd la sumspensidn y se elimind el liquido sobrenadante produ-
oido. El precipitado separado fué suspendido en 70 ml. de agua.

A los restantes 67 ml. de la anterior suspensién se afia-
dieron 11,2 ml. de una soluoidn al 0,5% de dcido ténico, 14 ml. de
una solucién aouosa de cistefna al 2% y 30 ml. de una solucibn que
contenia 0,7 g. de fenol y 2,5 ml. de glicerina. La mezcla resultante
fué ajustada a un pH de 6 con una solucion acuosa de hidroxido sédico
al 3%.

Con esta mezcla se llenaron ampollas de 2 ml. que fueron
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selladas y sometidas al autooclave durante un periodo de 15 minutos a

una presion de 15 lpc pera su esterilizacidn.

La formula de este preparado era como sigue:

Ingrediente Concentracidn (por ml.)
ACTH bovina 9;, 5%9,2 unidades USP
Cino 1,1 mg. (por ensayo)
Acido tanico 0,5 mgo

Cisteina 2,3 mge

Glicerina 2%

Fenol 0,5%

La evaluacidn clinica en seres humanos demostird que este
preparado ofrecia una duracidén de su actividad de unas 48 horas y una
excelente eficacia, medida por excrecidn esteroide urinaria.

BJENMPLO XTIV

Lo siguiente representa una comparacion de los preparados
de cinc-ACTH-tanato descritos en los Ejemplos XI, XII y XIII.

Sesenta ratas con la hipofisis extirpada fueron agrupadeas
al azar en tres partes de 20 ratas cada una. Cada uno de los grupos
fué sometido a la administracion subcuténea de 0,1 ml., de los prepara-
dos de ensayo. 4 infervaIOS adecuados, hasta 96 horas despues de la
inyeccién, fueron sacrificados grupos de cuatro ratas cada unoce. En las
rates sacrificadaes fueron medidos el &cido ascdérbico adrenmal, el peso
de la gléndula timo y el peso de las cdpsulas suprarrensles.

En la siguiente tabla se indican los resultados, en cuys
tabla se identifican los preparados de acuerdo con el Ejemplo que des-
cribe el método de preparacidén de los mismos.

Promedio de dcido ascdérbico adrenal — mcg/mem,

Preparado 1 horas 24 hores 48 horas J2 horas 96 horas

X 4,03 2,59 2.20 2.93 2,04
I 1.86 1.87 1.46 2.51 2.19
XIT - 1.44 1.32 1.24 1.86 2.04
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Peso medio del timo — mem.
Preparado T boras 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

X 341 285 ° 149 105 40
XI 294 283 90 62 39
XII 300 174 80 38 34

Peso medio de las cédpsulas suprarrenales — mgm.

Preparado T horas 24 horas 48 horas T2 horas 96 horas

X 24,7 2708 37.9 331 42.4
xI 27.2 32.9 3949 37.1 45.4
XTI 27,1 36.5 4.4 42.3 - 48.1

Aunque en la descripoién anterior se haﬁ presentado va-
rias formas de esta inmvencidn con bastante detelle a efectos ilustra-
tivos, es evidente para los témnicos en la materia que esta invencidn
es susceptible de otras formas y que muchos de aquellos detalles pue~
den variarse sin apartarse del concepto basico y esencia de la inven—
cidn. ‘

N OoT 4

En resumen: le Patente de Invencidn cuyo registro se so-
licitae, recaera sobre las siguientes reivindicaciones:

1. Proceso para preperar un compuesto de oorticotrOpin
de accidn prolongada, caracterizado porque comprende la fase de com—
binar en una solucidn acuosa corticotropf{n, dcido ténico, una sal
de cinc y gelatina parclalmente hidrolizade para producir en la sus-
pension acuosa resultante un complejo de cinc-corticotropin-gelatina-
tanato, insoluble en agua.

2. Proceso para preparar un compuesto de corticotropin
de accidn prolongada, caracterizado porque comprende la fase de com=
binar en una solucidén acuosa de 20 a 500 unidades suboutdneas USP
(Farmacopea de los Ei.UU,) por ml. de corticotropin, de 0,1 a 2,5

mg. de dcido tanico por 100 unidades subcuténeas USP de corticotro-
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‘una solucidn acuosa que contiene corticotropin y gelatina parcialmen-

pin, una sal de cinc equivalente a por lo menos,0,25 mg. de cinc por
100 unidades subcutaneas USP de corticotropin y de 6 & 60 mg. de ge-
latina parcialmente hidrolizada por 100 unidades subcutaneas USP de
oorticotropin, para producir en la resultante suspensidon acuosa un
complejo de cinc~corticotropin-gelatina~tanato, insoluble en agua.

3. Proceso para preparar un compuesto de corticotropin de

accidn prolongada, caracterizado porque comprende la fase de combinar

te hidrolizada con dcido ténico para obtener una suspension acuosa de
los mismos, combinando con dicha suspension acuosa una sal de cinc so!?
ble en agua pare producir en la resultante suspensidn acuosa un com=
plejo de cinc-corticotropin-gelatina~tanato, insoluble en agua.

4. Proceso para preparar un compuesto de corticotropin
de accion prolongada, caracterizado porque comprende la fase de oombi=-
nar una solucidn acuosa gque contiene corticotropin y gelatina parcial-
mente hidrolizade con una sal de cinc soluble en agua, ajustar la re-
sultante suspensidn a un pH alcalino y combinar con la suspensidn ajug
tada dcido tanico para obtener en la resultante suspensidén acuosa un
complejo de cinc—oorticotrop{n—gelatina-tanato, insoluble en aguas

5s Proceso pare preparar un compuesto de corticotrOpin
de accidn prolongada, caracterizado porque comprende la fase de combi-
nar en una solucidn acuosa de 20 & 500 unidades subcutaneas USP por
ml. de oorticotropin, de 0,1 & 2,5 mg. de acido tanico por 100 unida-
des subcutaneas USP de corticotropin, una sal de cinc soluble en agua
equivalente a 0,5 ~ 2,0 mg. de cinc por 100 unidades subcuténeas USP
de oortiootTOp{n, de 6 a 60 mg. de gelatine parcialmente hidrolizada
por 100 unidades subcutaneas USP de corticotropin y de 0,2 & 2,0 mg.
de cistelna por 100 unidedes suboutaneas US;ELorticotroPin, para obte=

ner en la resultante suspensién acuosa por lo menos una porcidn de ta~

les oorticotrOpin, cinc, gelatina y tansto en forme de un complejo
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de cinc—cortiootropin—gelatina—tanato, insoluble en agua.

6. Proceso para preparar un compuesto de corticotropin de
accién prolongada, caracterizado porque comprende la fase de combinar
en una solucidn acuosa corticotropin bovino, aéido ténico y una sal
de cinc para producir en la resultante suspensidn acuosa un complejo d¢
cinc=corticotropin-bovino~tanato, insoluble en agua.

7. Proceso para preparar un compuesto de corticotropin de
accion prolongadea, caracterizado porque comprende la fase de combinar
en una solucidn acuosa de 20 a 500 unidades subcutdneas USP por ml. de
corticotropin derivado de tejido pituitario bovino, de 0,1 & 2,5 mg.
de écido tanico por 100 unidades suboutdneas USP de corticotropin y
una sal de cinc equivalente a por lo menos 0,1 mg. de cinc por 100
unidades subcutaneas USP de corticotropin, para producir en la resultq%
te suspensidn acuosa un oomplejo de cinc—corticotropin bovino~tanato,
insoluble en agua.

8. Proceso para preparar un compuesto de corticotropin de
aceidn prolongada, caracterizado porque comprende la fase de combinar
en une solucidn acuosa de 20 a 500 unidades subcutédneas USP por ml. de
corticotropin derivado de tejido pituitario bovino, de 0,1 & 2,5 mg. d7
dcido tédnico por 100 unidades suBouténeas USP de cortiocotropin y una
sal de cinc soluble en agua equivalente & 0,5 -~ 2,0 mg. de cinc por
100 unidades subcuténeas USP de corticotropin para producir en la re-
sultante suspensidn acucsa un complejo de cinc~corticotropin-tanato,
insoluble en agua.

9. Proceso para preparar un compuesto de corticotropin de
accidn prolongada, caracterizado porque comprende la fase de combinar
en une solucidn acuosa de 20 a 500 unidades subcutédneas USP por ml. de
corticotropin derivado de tejido pituitario bovino, de 0,17a 2,5 nge

de dcido tanico por 100 unidades subcutaneas USP de corticotropin y

una sal de cinc soluble en agua, equivalente a 0,5 - 2,0 mg. de cinc




por 100 unidades subcuténeas USP de corticotropin, y de 0,2 & 2,0 mg.
de cistefna por 100 unidsdes subcutaneas USP de corticotropin, psara
produoir en la resultante suspension acuosa un complejo de cinc—corti-
cotropin-gelatina-tanato, insoluble en agua.

10. Se reivindica por Ultimo, como objeto sobre el que ha
de recaer la Patente de Invencidn que se solicita: "PROCESO PARA PRE-
PARAR UN COMPUESTO DE CORTICOTROPIN DE.ACCIOI\T PROLONGADA" .

Todo conforme queda descrito en la presente memoria, que

consta de veinticinco paginas escritas & maquina, por una sola cara.

Madrid, 14 de agosto de 1959
E'ALFomso! UNGRTA

WYITIA.
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