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PATENTE DE INVENCION
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a favor de
MERCX & CO., INC. ~ de naclonalidad norteasmericana - domi-
ciligde en RAHWAY, New Jersey (33.U7), 125, Bast Lincoln

Avenve,

Memoriag descriptiva

Bl presente invento se refisre a la preparacién de

cobalaming, y mis concretamente a un procsadimiento pars lg

preparacién de aminoacido~cobalemines.
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Tia vitaming By, también 1llemeda clanocobalamina,
ge considera esencial pare la maduracidn de eritrocitos, y
el tratamiento con clanocobalamina esti indicado en anemias
resultantes do su inadecuada absorcidn y utilizacién. asf,
an el trataniento de la anemia perniciosa, la cianocobslamina
se administra por via parentérica en inyecciones subcuténeas
o intramusculares. Con easto fin, g2 emplean soluclones acuo-
sas de vitamina By, en vehfoulos apropiados. Sin embargo, se
han buscado formas mejores de cdbalamina qus proporcionen
{ndices mis altos de esta substanocla en el suero.

Un objeto del pressnte invento sa la obtenoidn de
productos perfeccionados de cobzlamina que den {ndices més
altos de slla en el suero al administrarlos. Otro objeto con-
glste en proporcionar métodos para preparar estos productos
mejores de cobalamina. Otro objeto, la obtencién de nuevos
compuestos farmacbduticos que contengan esos productos per-
feccionaedos de oobalamina. Otros objetos se spreclarén en
1la siguiente descripocibn detsdl ladse del invento.

De conformidad con la presente invenoiln, se ha com-
probado ghora que las aminoacido-cobaleminas son fuentes va—
liosas de activided de cobulamina, y poseen lu inesperada
ventaja de ser abgorbidas en proporcidn mayor que la ciano-
cobalaming. Ensayos clinicos revelan que estas mbalaminas
dan Indices més altos de la substencia en el suero, al admi-
nistrarlas, y seglin parece, més prolongados.

Las aminogcido~cobalaminags se pre aran conveniente=~
mente poniendo en fmtimo contacto hidroxocobalsming y un
eminofcido en una solucidn acuosa. In gensral, el ocompuesto
aminoacido-cobalamina se recupera fhoilmente de la mezcls de

reaocién resultante afiadiendo un disolvente miscible adecuado{ﬂfﬁ
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oomo acetona, con 1o que la cobalaming precipite de la solu- Y

¢idn en forma cristaline y se puede recuperar sin dificultad,; § 
por ejemplo, mediente filtracién. De modo elternativo, la )
aminoacido~-cobaleming se recupera evaporando la molucidén
gouosa que contiene los equivelentes molares de hidroxoco-
balaminag y de eminoacido, por ejemplo, desecando a tempera-
tura muy bajae

Los siguientes ejemplos ilustran lg manera de ejecu~-
tar el procadimiento de esta patente para preparar estos
compuestos de gminoacido~cobalaminae

EJEMPLO 18. Glicincobalamina.

Se disolvieron 200 mg. de peso anhlidro de hldrocova-
lonina sn 40 ml. de ague, ¥ a esta solucidn se afiadieron
12,5 mgl de zlicina. 3o agregaron luego 375 ml. de acetona,
v se hizo cristalizer el producto. Los cristales se aislaron

por filtracidn, y se desecaron en vacfo a temperaturs embien— ~ .

te. Tl producto, 125 mg., contenfan 7,5% de substencias vo-
14tiles, y dio 86,5/ de vitamina By, (base anhidra) al valo-
rar con disolucidn isotépica. Teniendo en cuenta le relacidn
de. los pesos moleculares de ciagnocobalaming y de glicincoba-
lamina, la pureza es de un 90%.

De manera anfloga se prepara Acido aspartico=-cobala-
ming combingndo &cido aspirtico e hidroxocobalamina en solu- L
cidn aocuosa, y afiadiendo acetona.

BIEMPLO 28. Lisincobalamina.

Je disolvieron 150 mg. de pes anhidro de hidroxoco-
balaming en 15 ml. de agua, se afiadid 1,0 ml. de I-lising,
que contenfas 16,2 mg. de esta substancia, y se liofilizé la
qoluci6n resultante. El producto contenfa 4,0% de humedad,

¥y &10 73% de vitamine Blp (base anhidra). Le pureza oalculadag, fa
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a base ds los nesos moleculares, es de 8l,5%.
Del misgmo modo se preparan otras sminogclido~cobala-
ninas, combinando otros sainodcidos con hidroxsoobalamine

del modo expuszsto enlos ejemplos precedentes. mntre esos

aminofoidos pusden mencionarse, por ejemplo, &cldo aspirtico,

aelaning, serina, clsteina, fenilalenine, triptéfeno, histi-
dina, metionina, vdlina, leucina, arzinina, Acido glutémico,
prolina y sus anflogos; el método couprende en genersl la
regocibn de un equivalente molecular del sminodcido. Alter=
nativamente, 9s posible someter mezclas de aminofcidos a
reaccién hidroxocobalaming para producir una mezcla de las
gninogcido~cobalaminas correspondientes.

De conformidad con este invento, @se nroporcionan com=-
posiciones terupbuticas de aminoacido~cobalaminas que com-
prenden tales cobalaminas y vehfoulos farmacéuticos adecuados |
substancialmente atéxicos. Zstas nuevas composiciones son
sgentes hemopoyéticos aotivos,adscuados para empleo en el
tratamiento de anemias, esprfie y otros sstados morbosos en
los que estd indicede la medicacién con vitamina Bj,e Las
composiciones que contienen gminoacido-cobalaminas ge wtili~
zan con ventaja porque dan Indlces hemfticos mbs elevados
que los preparados de vitamina 312 digponibles hasta ahora,
v udemls parecen proporocionarlos més persistentes. Por tanto,
de conformidad con este invento, 3¢ obtienen nuevas composl-
ciones que pueden ser, en forma s6lida o 1{quids, apropiadas
pare sdministracién peroral o parentérica.

Estas composiciones se pueden preparar e{ forma 86-
lida, con los ingredientes activos sustentados o suspendidos
en un vehfculo farmacéutico sélido substencizlmente atéxlco,

oomo lactosa, almidén, azlcar o sus gnilogos, en unidn de
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exciplentss tul es como feido estslrico, astearato de magne~
gilo, gelatina y otros similares. Alternativamente, se pre-
pargn de manera mfloga unidades pomiégicas adecuadas en
clpsules, combinando vehioulos adecusdos con ls aminoacido-
cobalenina conformie a métodos muy comocidos en la especia-
1lidad. Las composiciones gue contienen aminoacido-cobalgmi-
nas para mediocacién peroral son formas especialmente ftiles
del presente invento, pues la aotivi&ad de cobalamina sge
abgorbe mejor que la de composiciones similares que contienen;.{f
cignocobalaning. L

. De manera sinilar, para uplicacidn en inyecciones,
las aminoacido-=cobalaninas se pueden incorporar a venfculos
Larmacbduticos liquiaoé, como agua y mezclas acuosas de disol—:i
venteg, qué pueden contener ademis estabilizadores o subse- t
tancias anflogas. Ademés, la aminoscido-cobalamina se puede
combinar con otros ingredisntes terapéuticemente activos en
formag adecuadas de uso peroral o perantédrico, segfn métodos
nuy conoelidos en el ramo.

Las wnidades posoldgicas originales de las sminoaci~

do=~cobalumings pusden contensr una caitidad de loas ingredien-' iV*

tes activosg comprundida sntre 1 y 2500 microg. de actividad
de cobalamina. Por ejemplo, es3 posible emplear soluciones

de estas cobalaminas con unos 5 a 1500 microg. de actividad
de cianocobalaming por mililitro, ocomo unidades posoldgicas

adecuadas para inyeccién.

Se ha preparado una solucién parentérice de glicinco=- '

balamina del modo siguiente:

Uns cantidad de glicincobalamina equivalente a unos
26,25 mg. de actividad de vlitamine By, se disolvid en unos
15 ml. de agua destilada desionizada reciente, que contenia
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0,9% de alcohol bencflico. Le solucién resultante se esteri~

1126 pasfndola por un fltro Selas 03, Il filtro se lavé lue-
g0 con agua destllada desionizeds, que contsnfa 0,9% de
alcohol bencf{lico, en centidad suficients vara elevar a 25
nl el volumen total del producto final. La golucidén estéril
resultente, que contenfa 1 mg. de activided de vitamina By,
se distribuyd en ampolletas estériles, y se obturaron 8stas
con tapones de caucho aaberilizados.

Los {ndices mayores en el suero que se obtienen admi-
nigtraendo los preparados de aminogoid ~oobglaminas se demos- I
traron mediante ensayos de aplicaeidn de glicingobalamina a
perros. En esta prueba, se inyecté 0,5 ml. de una solucidn
acuwosa de gllcincobaleming, gue contenfs el equivalente de
500 microg. de actividad de vitemina By,, en el miseulo glh-
teo de cada uno de dos perros. Jomo contraste, se inyectd a
otros dos perros 0,5 ml. de una soluciéu de cianocobalamina
que contenfa igualmente 500 microg. de actividad de vitamina
B1p+ Se extrajeron mucstras dersangre venosa, Jjugtanente an-
tes de administrar las soluciones de cobalamina, ¥ a las 5,
24 7 48 horas de hacerlo, ¥ sa valoreron microbioldgicemente
con L.leichmanni,. Los resultados que se conglgnsn en lg sl-
guiente table son los Indioces ﬁedios en el suero de los dos
perros, en mpg/hl. de vitemina By,, a base de muestras de
sangre ‘tomadas & los intervalos referidos.

Indices de vitaming By, en el suero,

milimlcrog ml.
Horas desde la .
administracién Cianogobaleminag Glicincobalaming
0 0,331 0,230
5 Ts27 16,5

48 1,31 2,10
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En wne prueba similar, se comparé lisincobalamina
con cianocobalamine, adminisbréndolas s cada uno de doe
perros del mlsmo modo entes desorito. Los nivelss medios de
vitemina Byjo en el suero eran los siguientes:

Horas desde la

gadministracién Cienocobalaming Iisincobalaning
0 1, 57 2 ] ?-9
5 4’ I 35 7 9 2 8
24 0,95 2,02
43 0,589 1,15

Loa elevados Indices de vitamina By, en el auero
gque se pueden obtener con glicincobalamina, comparados con
los que proporciona la clanocobalamina, se han demostrado
gsimismo en ensayos clinicos. Se aplicd a un grupo de 3 pa-
cientes una inyececidn intramuscular de 1 ml. ds una solucidn
de glicincobalaming en agua que contenfa 1 mz. de actividad
de vitaning Blz:' ¥ g un gegundo grupo ds 3 paclantess, una
inyeccién intremuscular de 1 mg. de cignocovalaning en 1 ml.
de agua. Se tomaron nusgtras de sangre de 108 paclentes antes - :

de la inyecalén y 3, 5, 24, 48 y 168 horas despuds de apli-

cerlae. En lg siguiente tabla se indica le medis geométrica de '  '

activided de vitanina By hallada en el suero:

Medin geométrice de actividad de
viteming By, en el suero (mpe/ml.)

Hores o 3 5 24 48 168

Cisnocobalamina en agua 417 164600 14800 2.880 871 575 -
(contraste) '

Glicincobalamine en aguea 479 25,100 17000 4.370 1700 832

Por tanto, los resultados precedentes indicen los

Indices superiores de cobalaming en el sueroc que se obtienen

administrando aminoacido-cobalamines, y la mayor persistenocia

de log mismose.
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Se reivindice como objeto de eate patente:
l.~ Procedimiento de preparscidn de aminoacido-coba=

lamings, el cugl comprende poner en Intimo contacto nidroxo-—

. .

oobalamine y un aminofecido en solucidn acuoss, y recuperar
de la mezcla de rouscidn la aminoacido-cobélamina.

2+= Procedimiento de preparacién de aminoacido~coba~ -
leminas segfn la reivindicacién 1, en el que la aminoacido- ¥f:{
oobalamine se recupera de la mezcla de reaccién afiediendo uwn
disolvente miscible que hace precipitar el compuesto de co=- L
balamine, y el precipitado sblido se recupers por filtraci6n.='7if‘

3.~ Prooedimiento de preparacién de eminoacido-cobg-
laminags seglm lag reivindicacién 1, en &l que la aminoacido-
cobalamineg se recupera de la mezcla de reaccidn eveporando
el agua ds la misma.

4+= Procedimiento de preparacién de eminoscido-cobg~
lanines.

Esta memoria consta de ocho pégines, esoritas por

una 8o0la cara.
BARCEIONA, ~ 4 ABR 1960
Pe A, .
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