
np/

Caso 7078

* 4

P A T E N T E  D E  I N V E N C I Ó N  

a favor de
MERCK & C0.| INC. - de nacionalidad norteamericana - domi­
ciliada en RAHWAY, New Jersey (2E.TTTJ), 126, East Lincoln 

Avenue, 
por:

'•Procedimiento de prap araoión de aminoacido-cobalaminas"
— = = se • oOO Jsassss—

M e m o r i a  d e s c r i p t i v a

El presente invento ae refiere a la prep aración de 
cobal amina, y más concretamente a un procedimiento para la 
preparación de aminoacido-oobalemlnas.
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la vitamina B^* también llamada eianooobalamina, 
ae considera esenoial para la maduración de eritrocitos, y 
el tratamiento con cianocobalamina está indicado en anemias 
resultantes de su inadecuada absorción y utilización. Asi,

5 en el tratamiento de la anemia perniciosa, la ci ano cobalamina
se administra por vía parentárica en inyecciones subcutáneas 
o intramusculares. Con oato fin, ae emplean soluciones acuo­
sas de vitamina B^g en vehículos apropiados. Sin embargo, se 
han buscado formas mejores de cobalamina que proporoionen 

10 índices más altos de esta substancia en el suero.
Un objeto del presente invento es la obtenoiÓn de 

productos perfeccionados de cobalamina aue den índices más 
altos de ella en el suero al administrarlos. Otro objeto con­
siste en proporcionar métodos para preparar estos productos 

15 mejores de oobalamlna» Otro objeto, la obtención de nuevos
compuestos farmacéuticos que contengan esos productos per­
feccionados de cobalamina. Otros objetos se preciarán en 
la siguiente desoripoión detáLlada del invento.

De conformidad con la presente invención, se ha com- 
20 probado ahora que las aminoacido-cobalaminas son fuentes va­

liosas de actividad de cobalamina, y poseen la inesperada 
ventaja de ser absorbidas en proporción mayor que la ciano- 
cobalamina. 3nsayos clínicos revelan que estas oo bal aminas 
dan índices más altos de la substancia en el suero, ál admi- 

25 nistrarlas, y segón parece, más prolongados.
las aminoacido-oobalaainas se prqo aran conveniente­

mente poniendo en íntimo contacto hidroxooobalamlna y un 
aminoácido en una solución acuosa. Dn general, el oompuesto 
aminoacido-cobalamina se recupera fácilmente de la mezcla de 
reaoción resultante adadiendo un disolvente miscible adecuado,:30
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oomo acetona» con lo que la cobalamina precipita de la solu­
ción en forma cristalina y se puede recuperar ain dificultad, . 
por ejemplo, mediante filtración. De modo alternativo, la 
aminoacido-cobal amina se recupera evaporando la solución 
acuosa que contiene los equivalentes molares de hidroxoco­
tí al amina y de aminoácido, por ejemplo, desecando a tempera­
tura muy "baja.

Los siguientes ejemplos ilustran la manera de ejecu­
tar el procedimiento de esta patente para prpparar estos 
compuestos de amino a ci do- cob al amina *

EJEMPLO IB. Crlloinoobalamina.
Se disolvieron 200 mg. de peso anhidro de hidroooba- 

lamlna en 40 mi. de agua, y a esta solución se añadieron 
12,5 mgl de glioina. 3e agregaron luego 375 al- de acetona, 
y se hizo cristalizar el producto. Los cristales se aislaron 
por filtración, y se desecaron en vacío a temperatura ambien­
te. 31 producto, 125 mg., oontenían 7,5$ de substancias vo­
látiles, y dio 86,5$ de vitamina B^g (base anhidra) al váLo- , . 
rar con disolución isotópica- ¡Teniendo en cuenta la relación 
de. los pesos moleculares de cienocobalamina y de glicincoba- 
laaina, la pureza es de un 90$.

De manera análoga se prepara ácido aspartico-cobala- 
mina combinando ácido aspártico e hidroxo cobalamina en solu­
ción acuosa, y añadiendo acetona*

EJEMPLO 28. Lisinoobalamina.
¡3© disolvieron 150 mg. de peso anhidro de hidroxooo- 

balamina en 15 mi. de agua, se añadió 1,0 mi. de L-llsina, 
que contenía 16,2 mg. de esta substancia, y se liofilizó la 
solución resultante. El producto contenía 4,0$ de humedad, 
y dio 73$ de vitamina B12 (base anhidra). La pureza calculada,;

t ; \ **'
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a Toase cié loa pesos moleculares, es de 81,5$*
Del mismo modo se preparan otras aminoácido-oobala­

minas, combinando otros aminoácidos con hidroxooobalamina 
del modo expuesto en Dos ejemplos preoedentes. Entre esos 

5 aminoáoidos pueden mencionarse, por ejemplo, ácido aspártico,
alanina» serina, oisteína, fenilalanina, triptófano, hlsti- 
dina, metionina, váLina, leucina, arginina, áoido glutamico, 
prolina y sus análogos; el método comprende en general la 
reaoción de un equivalente moleoular del aminoácido* Alter- 

10 nativamente, es posible someter mezclas de aminoácidos a
reacción hidroxocobalamina para producir una mezcla de las 
amino acido-cobalaminas correspondientes*

De oonformidad oon este invento, se proporcionan com­
posiciones terapéuticas de aminoacido-cobalaminas que oom- 

15 prenden tales oobalaminas y vehículos farmacéuticos adecuados
substancialmente atóxicos. Datas nuevas composiciones son 
agentes hemopoyéticos activos, adecuados para empleo en el 
tratamiento de anemias, esprúe y otros estados morbosos en 
los que está indicada la medicación con vitamina B ^ *  las 

20 composiciones que contienen aminoacido-cobalaminas se utili­
zan oon ventaja porque dan índices hemátlooa más elevados 
que los preparados de vitamina B ^  disponibles hasta ahora, 
y además parecen proporcionarlos más persistentes. Por tanto, 
de conformidad oon este invento, se obtienen nuevas composi- 

25 oiones que pueden ser, en forma sólida o líquida, apropiadas r..
para administración perorad o parentérica*

Estas composiciones se pueden preparar en fonna só­
lida, oon los ingredientes activos sustentados o suspendidos 
en un vehículo farmacéutico sólido substanoialmente atóxico, 
oomo lactosa, almidón, aziicar o sus análogos, en unión de30
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excipientas tales como ácido esteárico, astearato da magna- 
alo, gelatina y otros similares. Alternativamente, se pre­
paran da manera análoga unidades po alógicas adeouadas en 
cápsulas, combinando vehículos adecuados con la aminoaoido- 
cobalamina conforma a métodos muy conocidos en la especia­
lidad. las composiciones que contienen amino acido-cobalami- 
naa para medioaoión peroral son formas especialmente útiles 
del presente invento, pues la actividad de cobalamina se 
absorbe mejor que la de composiciones similares que contienen,, 
ci ano oobalamina.

De manera similar, para aplicación en inyecciones, 
las aminoacido-cobalaminas se pueden incorporar a vehículos 
farmacéuticos líquidos, como agua y mezclas acuosas de disol­
ventes, que pueden contener además estabilizadores o subs­
tancias análogas. Además, la aminoácido-cobalsmina se puede 
combinar con otros ingredientes terapéuticamente aotivos en 
formas adeouadas de uso peroral o parantérico, según métodos 
muy conocidos en el ramo.

Las unidades posolégicas originales de las aminoaoi- ; 
dó-cobalaminas pueden oontener una cantidad de los ingredien­
tes activos comprendida entre 1 y 2500 microg. de actividad 
de oobalamina. Por ejemplo, es posible emplear soluciones 
de estas oobalaminas oon unos 5 a 1500 microg. de actividad 
de c i ano cob al ami na por mililitro, oomo unidades posolégicas 
adecuadas para inyección.

Se ha preparado una solución parentérica de glicinco- 
balamina del modo siguientes

Una oentidad de glioinoobalamina equivalente a unos 
26,25 mg. de actividad de vitamina Bx2 se disolvió en unos 
15 mi. de agua destilada desionizada reciente, que contenía

“i
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0,9$ de alcohol bencílico* la solución resultante se esteri­
lizó pasándola por un filtro Selas 03* El filtro se lavó lúe' 
go con agua destilada desionizada, que contenía 0,9$ de 
alcohol bencílico» en oantidad suficiente para elevar a 25 
mi el volumen total del producto final. La solución estéril 
resultante» que contenía 1 mg. de actividad de vitamina B^g, 
se distribuyó en ampolletas estériles, y se obturaron éstas 
con tapones de cancho esterilizados.

los Indi oes mayores en el suero que se obtienen admi­
nistrando loa preparados de aminoácido -oobalaminas se demos­
traron mediante ensayos de aplicación de glieincobalamina a 
perros. En esta prueba, se inyectó 0,5 mi. de una solución 
aouosa de glieincobalamina, que contenía el equivalente de 
500 microg. de actividad de vitamina B^g, en el músculo glú­
teo de oaaa uno de dos perros. Como contraste, se inyectó a 
otros dos perros 0,5 mi. de una solución de oianocobalamina 
que contenía igualmente 500 microg. de actividad de vitamina 
Bqg. Se extrajeron muestras de sangre venosa, justamente an­
tes de administrar las soluciones de cobalamina, y a las 5, 
24 y 43 horas de hacerlo, y se valoraron microbiológicemente 
con B.leiobmanni. los resultados que se consignan en la si­
guiente tabla son los índices medios en el suero de los dos 
perros, en mjig/ml. de vitamina a base de muestras de 
sangre tomadas a los intervalos referidos.

Indi oes de vitamina Big en el suero, 
millmi orQft/ml.

Horas desde la
actmini st radón Piano oobalamina Glieincobalamina

0
5

24
48

0,331
7,27
1,87
1,31

0,230
16,5
5,75
2,10
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En una prueba similar, se comparó lisincobalamina 
con danocobalamina, administrándolas a cada uno de dos 
perros del mismo modo antes descrito» loo niveles medios da
vitamina B ^  en suero «tan los siguientes:
Horas desde laadmlni atraoiÓn danocobalamina lisincobalamina

0
5

24
43

4,35
0,95
0,589

2,02
1,15

loa elevados índicas de vitamina en el suero 
que se pueden obtener con glioincobalamina, comparados con 
los que proporciona la danocobalamina, se han demostrado 
asimismo en ensayos clínicos. Se aplicó a un grupo de 3 pa­
cientes una inyección intramuscular de 1 mi. de una solución 
de glioinoobalamina en agua que contenía 1 mg. de actividad 
de vitamina B12, 7 a un segundo grupo de 3 pacientes, una 
inyección intramuscular de 1 mg» de cianooobalamina en 1 mi. 
da agua. Se tomaron muestras de sangre de los pacientes antea 
de la inyección y 3, 5, 24, 48 y 168 horas despuás de apli­
carla» En la siguiente tabla se indica la media geométrica de ' 
actividad de vitamina 3^2 hallada en el suero:

Media geométrioa de actividad de 
vitamina en el suero fm|ig/ml.)

Horas . 0 __ . 5,. 24 48 168 '
Cianocobalamina en agua 417 16.600 14300 2.880 371 575(contraste)
Glicincobalamina en agua 479 25.100 17000 4.370 1700 832 ;

Por tanto, los resultados precedentes indican los 
índices superiores de oobalamina en el suero que se obtienen 
administrando aminoacido-oobalaminas, y la mayor persistencia 
de los mismos.
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Se reivindica como objeto de esta patente*
1 —  Procedimiento de preparación de aminoaoido-coba- 

laminas, el cual comprende poner en íntimo contacto hidroac- i
oobalamina y un aminoácido en solución acuosa» y recuperar 
de la meada de reacción la aminoácido-oobalamina*

2. - Procedimiento de preparaoión de amino acicb -ooba- 
laminas según la reivindicación 1, en el que la aminoaoido- 
cobalamina se recupera de la mezcla de reacción añadiendo un 
disolvente miscible que haoe precipitar el compuesto de co- 
balamina» y el precipitado sólido se recupera por filtración. ;

3. - Procedimiento de preparación de aminoacido-ooba- 
laminas según la reivindicación 1, en el que la aminoácido- 
oobalamina se recupera de la meada de reacción evaporando 
el agua de la misma.

4. - Procedimiento de preparaoión de aminoácido-coba-
laminas. i .

Sata memoria consta de ooho páginas, esoritas por 
una sola oara.
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