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1iade en RAHWAY, New Jersey, (EB.UU), 126 Bast Lincoln Avenus,
Dor:

nProcedimiento pare la preparacién'de hidroxocobalanin=gluta~

" tiona.

sz § 000 § ez tem e
Menmoria descriptiva

Bste invento se reflere a& un procedimiento para la
preparaciéﬁ de compuestos de cobalamina, y mis concretemente
para la preparacidn de compuestos péptidos de hidroxocobala-

ming.




3

10

20

o
Ui

30

La vitemina Bj,, llamada taabién cianocobaiamina, ge
congidera esencigl pars ls meduracién de eritrocitos, y el tra- :
tamiento con ocianocobalamina esté indicado en anemiags resul-
tantes de su inadecuads ebsorcidn. asf, en el tratamiento de
la anemig perniciosa, la cianocobalaminag se administra por
via parentérics en inyecciones subcuténeas o intravenosas. Con
este fin se emplean soluclones aaciosas de vitamins 1812 en
vehiculos adecuados.

Un objeto del presente invento es la obtencién de una
cobglamina modificada que puede ser retenida en sl cuerpo du-
rante m&s tiempo. Otro objeto es proporcionar métodos de pre-
paraéidn de tales productos de cobglamine perfeccionsdos; ¥y
otro, proporcionar nuevos compuestos farmacéduticos que conten-
gen este producto de cobelemina perfeccionado. Otros objetos
del invento se infieren de la descripcidn detallads siguiente
del mismo. A

De conformidad con el presente invento, se ha compro-
bado ghors que un péptido de ocobalemina, hidroxocobalemin-glu~
tationa, constltuye uny vallosa fuente de cobalanina que se re-
tiene en el organismo animel, inyectada por vie perentérica,
durante més tienpo que le clanocobalamina, y que posee la in-
esperada ventaja de ser sbsorbids més fhcilmente que la cla-

nocobalaming cuando se administra por via bucal. Las ventajas

de la hidroxicobslamin-glutationa como promotor de la reten-

cifn y sbsorcidn de vitaming By, activa sumenta la eficacla
de una dogis terapbutice dada.

De conformidad con una forma de reslizacibén del presen-
te invento, se ha comprobado que la hidroxocobeleming y gluba-~

tiona en una solucibn acuwosa y afiediendo un dlsolvente miscible

edecvado, como acetons, con lo que el producto precipita en
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forma eristelina y puede recupersrse fhcilmente, por ejemplo,

mediente filtracién. Asf, el producto se puede preparsr de
acverdo con el slguiente ejemplo ilustratiwvo:

Ed EVPLO

Se calenté a unos 60%C una solucibén de 400 mg. Ge hidro- -

xocobalering 3 70 ﬁg. de glutationg en 30 ml. de ggua desioni~- |

zaeda. & este soluclén se afiadib, sgitendo, acetone cgliente en

cantidad sdecuvada pera elcanzer un volumen fingl eproximado

de 250 ml. La solucibn resultante se dejé enfriar u temperstu~

re asmbiente. Después de reposo a esta temperaturs durente ungs .

sels horas, se recuperd por filtracién la hidroxo cobalemine
glutationa precipiteda en forma de cristales rojopurpfireos,
se lavd con acetona, y se secd sl aire dvrente dos horegs, a
tempe returs ambiente. Valorgeiones blolégicas y con dllucio-
nes isotépleas revelaron que el producto que contenfs un mol’
de hidroxoccbelaming y un mol de glutations ers gl menos 95%
puro.

Ia hidroxocobalsmin-glutationa prepersds de conformi-
dad con este invento se puede edministrer por vis bucal o en
inyeccidn, como fuente de cobeleming activeg en wnidudes pbso-
légicas stecvadss, combindndola con vehfculos farmacoléglce~
mente aceptables.

| Pare mediceclén peroral, el producto se puede adminigpe
trer en unidedes posolégicaes adecuadas, como telietas o cdpsu~
las con diluentes y excipilentes epropiedos, que sge pueden pre-
parar segln métodos muy corocidos en la eepeciglidad. De mane-
ra endloge, para splicecibn en inyecciones, le hidroxocobale=-
min-glutatione se puede incorporsr a dieclvente y mezclas de

disolventes adecuados, que sdmiten tarbidn estebilizedores ¥

substancies enélogas. Ademds, puede combinarse con otros
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elementos terapéuticos activos, er formes adecuadas para aplie
cacibn peroral o en inyeccién, de acuerdo con métodos conoeidos -
en este dominio.

La hidroxocobalgmin-glutationa estaré contenida en
tales formas de dosls unidad en centided comprendide entre 1
¥y 25CC microge. de actividaed de cobalemina. Peor ejemplo, solu-
ciones que contengan de unos 5 a 15CC microg. de actividad
de viterine Byo por mililitro son fitiles para splicacién en
inyecciones.

Se compard en rates ls ebsorcién de hidroxocobalamin-
glutationg y de clanocobglamina. Estos ensayos se efectuaron
administrando por via bucel hidroxocobalemin-glutationa yAciar
nocobalaming, marcados(Coss) v midiendo el fndice de radigscti-
vidad en el higado y en los rifiones, y le excrecidr de ramdizc-
tivided con la orina, la cuel verfs en proporcidn a la centi-
ded de cobalamine absorbida. En estas prﬁebas de abeorci6n‘con
trazadores, cades compuesto se enseyd & Indices eqpivalentés 8
26—200 rilimicrogremoe de cignocobeleming edministrados « dia~
rio durente diez dfes. Lee soluciones de los compuestos de co~
balagming se adwinigtreron por la boca (0,5 ml. al dfa), y la
oring de los enimeles se recogid durante todo el experimento.
A les velnte horas de administrar la dosis finel de las mues-
tras de enssyo, se secrificaron los snimgles y se examineron
rediométricamente le orina totel recogiésm, los rifiones y los
higedos, En lg siguiente tabla se exponen los resulbados de

estes rruebas en dietintes ratas, en " de CGosls®:
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Grupo  Substancia Indice Rata g}non Orine Higado
I ' Cienocobalamina 200 pg/d 3,02 1,38 2.31
2011 1.17 2.03
3.00 2.10 2.48
2.77 l.42 2.54
Prom. 2088 1039 4051

7.03 2.32 4.91
4,58 1.54  4.38
4,07 2.00 3,62
5.27 1.22 4.59
5674 2,03 4.28
Prom. 5.46 1.83 4.36

III  Hidroxocobalamin- 200 pg/d. 1 1.64 3057 2015
glutatlona*' 2 2.02 5.12  0.90

3 229 4,93 1.9

4 1.9 5.50 3.80

LS I PER S R

I1 Cianocobalamina 20 pg/d.

O e N0

5 2,20 4,50 2.92

Prou. 2.02 4,92 2.35

IV  Hidroxocobalamin- 20 pg/d. 1 2.57 7.55  4.06
glutationa 2 - 2. 90 4,22 2.98

3 2,44 8.50 3.09

5 2¢49 7.oo «58
I’Y'Om- ¢055 600& 43-011

#ista concentracidn es de equivalente de cianocobalamina. };7

Los datos de ls tabla enterior indicen que de las
dosis peroralss de hidrocobmlamin-glutgtiona se elimingn con
el 1{quido urinario de la rata proporciones mucho mayores que
las encontrades despubs de edministrar cianocobalemina.

Otro ensayo en rerros he demostiredo que lg hidroxeco-
beleming prolonga le elevacién de los fndices de vitemina Byp
en el suero mucho mées que la clanocobelemina. En este prueba,
se inyectd 0,5 ml. de una solucién acuosa de hidroxocobelemine
glutaticre, que contenfa el equivealente de 1 mg. de cilgnocobe~
leming por miliiitro; en el mhsculo gléteo de cads uno de dos
perros. De manera snflogs, a ceds uno de otros dos perros se
inyecté 0,5 ml. de vna solucién ecuose que contenfa 1 mg. de
cianocbglamine por mililitro. Se extrajo sengre venosa s los

perros sntes de inyectarles soluclores de cobamlemine, ¥y a las

5y 24 ¥ 48 horas de aplicérselas se determingron los Indices
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de actividad de cobalemine en el suero, segfn técnicas corrien~

tes con L.leichmanti. Los resultados que se indican en la tem

ble siguiente son los indices medios de vitaming Bys en el gue- o

ro &e los dos perros, en milimicrog/ml., a base de muestras de
gsangre extraides & los intervalos referidos.

Hidroxocobelgmine Cliunocobelg~

glutationg miny
Hora O 0,618 1,57
A las 5 horas 18,42 4,36
A las 24 hores ' 4,48 . 0,495
4 les 48 horas 2409 : 0,589

Por tanto, los resultados precedentes muestrun con
clerided que la edministracién de hidroxocobalamin-glutstions
rroduce ung nrolongede elevacién de loe Indices de cobalaming
en el suero, compargdos con los obtenidos empleando cianocobu~
laning.

———gz=g 0 T A (occemw

Se reivindica como objeto de ests patente:

l.- Procediniento pars la preperacién de hidfoxooobar
lamin~glutetiona, que comprende afiedir acetons e vnas solucién
de hidroxocobeleming y glutiona en agus, y recuperur el cone
ruesto cristelino precipitado.

2.- Procedimiento segfn las reivindicecién 1, que com=

prends la adicién a la hidroxocobalsmin-glutetiona de vn vehfcu .

lo fermacoldgicamente acepteble.

3e= Procedimiento para le preperscién de hidroxocobu~
lamin~-glutationsg.

Este memoris conste de seils péginas, escritas por une

80le carea.
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