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MENMORIA DESCRIPIIVA
qu8 S8 presenta para unir a la solicitud
| de
PATENTE DE INVENCION
formulada el 11 de Mayo de 1963, con el NMum. 28;}.9]3
en
ESPARA
por VEINTE efios
g nombre de EVANS MEDICAL LIMITED,I entidad briténica; es-
tablecida en Speke Boulevard, Speke, Liverpool, Lancashire,
Ingle.terra, pors
"UN PROCEDIMIENTO FARA iA PREPARACIOH DE SOLUCIONES ACUOSAST®
N ———
Eate ~invento se refiere a nuevas composiciones farme-
céiticas qus contienen protsminea. .
Ia protamina es wn término genérico empleado pers de—
signar.una clase de proteinas de bajo peso molecular que de-
5 rivan principalmente de esperma y hmeves de pescado. Su peéo
molecular esté comprendido entre los limites de 2.000 y 8.000
habiéndose encbntrado gue posee una proporcidn exiracrdinariae
mente elevada de restos de-arginina que; por tener un grupo
gianiding libre, hacen que la proteina sea extraordinarigs~ -
10 mente bdsica. Asi, por ejemplo, en la salmina derivada del sal-
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uén méds de 80% de su contenido de nitrdgeno estd en forma de
arginine, y la clupeina del arenque posee tembién un elevado
porcenteje de arginina. Otras proteinas inciluyen iridina, tru-~
tine, fontinins, lacrustrina; ¥y esturina, Su existenciair
propiedades estdn descritas en un trabsjo de K. Felix (Advences
in Protein Chemistry 1960, 15, 1-56). Le base iibre es un
aceite que es escassmente soluble en aéua, ¥ sus sale;, ta-
les como el sulfato, son tambiédn -escaaanente sol;zbles, am-
que su solubilidad aumenta en presencia de 4cido, p. ej. &

8 3,0, Tal como se aisla de esperma de pescado, la base pro-
tamina estd generalmente en la forma de un aceite que contie-

ne aproximedemente 50% de agua: se denomina hormalmente ™acei-

" te de protemina”. -

s protamina posee propiedade_s anticoagulantes sua=
ves, pérg es principaluente veliosa cano antidoto para el
c;m_puesto hepaz;inﬁ, poc_l_eroso anticoagulente. Se administra
generalmente cuando se hadaedo una superdosis de heparina y se
suele inyectar por via intravenosa como solucidn all2% acuo-
sa . Debido & la dificil solubilided de les sales de prota-
mina, las soluciones de eatas sales & pH neutro son inesta-
bles-y tienden a precipitar. Camo cméecuencia. las sclucio-
nés de sulfato de rroteamina empleadas para inyeccidén estén
a pH 3,0 {Injectio Protaminae Sulphatis B.P.C.). Como es ne~
tural, tales soluciones 4cidas producen mucho dolor si se in-
yecten intremuscularmente o subcuténesmente estando limitada
virtualmente la administracidn a ie via intravenocsa.

Hemos encontrado ghora que pueden prepararse solucio-

nes acucsas estables con actividad de protamina a pH muy por

- encima de 3,0, p. @j. aproximadeamente 5,0, o incluso més,

si hay presente en la solucidn un complejo formaldehido-bi-
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sulfito o sulfoxilato. A concentraciones relativemente bajas,
Pe €] 5%; estas soluciones son estebles (es decir, la prota-
ming no tiene tendencia a separarse de la solucidn) incluso
a8 pH neutrd 0 alca]ino; pero, a concentraciones mayores p.ej.
lOaZQ}G; el pH es preferiblemente de airededor de 5,0. Sin
embargo, la protamina no parece que dé lugér 2 la formacidn
de compuesto con el complejo de formaldehido. Tales composi-
ciones son mucho méds convenientes para inyeccién gue las so-
luciones deidas que Se smpleaban enteriormente, -

También hemos encontrado que pueden obtenerse solucio-

nes cohteniendo protanina ehnmés estables, si se calientan a

p alcalino las soluciones de protaming formaldehnido bisul—r
fito o sulfoxilato & que se ha sludido arriba. Las solucio-
nes resultantes son estables a pH neutro o incluso alecalino,
aei como a pH 4cido, incluso a concentraciones de protamina
que suben hasta 20% y, calentando, p.ej. hasta unos 37¢C.,
pueden oblenerse concentraciones del orden de 40%, ‘

Aunque no queremos limitarnos por consideraciones de
arden tedrico, se cree gque el complejo formeldehidico reac-
cionz con los grupos amino libres presentes en los grupos.
guanidina formando derivedos N-metilen-sulfito o derivados Ne-
metilen<=sulfoxilato.

Los productos conteniendo protamina obtenidos por la
operaoién ¢e calentemiento deserita arriba poseen propieda-
des qgue verian ligeramente de acuerdo con el grado oo que se
haya hecho reaccionar el complejo formaldenidico con los
gupos amino libres., En general, son muchos menos téxicos
que le3 proteminas o sus sales; bablendo indlcado lom expe-

rimentog con ratones una m:'SQ del ordsn de 2 gr. Kg de peso

_ Ttoxporal. Poseen poca de ia actividad de las proteminas in
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vitro, pero parece que, in Vivo, regeneran ls protefns li-
bre, puesto que su actividad es del mismo valor. Sin embargo,
la velocidad de regenerzcidén es lenta yllas nuevas sustan-

cias parece que sirven como preparados @e reservé de prota-

-minee

Asi, pues, de acuerdo con el presente inverito; Pro=-
porcionamos soluciones acuosas inyectavles de actividad pro-
temfnice de estabilided mejorada que contienen protamine y/o
una sel por edicién de dcido, Pisiolégicamente aceptable ,
de la misma en unién o en combinacién con un complejo de
formeldehido-bisulfito y/o fozinaldehido-sulfoxilato.

Entre las salss de protamine figuran; por .e;jemplo;
hidrohaluro; fosfato, nitrato; citrato;- tartrato y, mds
corrientemente, el sulfato. '

Los bisulfitos y sulfoxilatos presentes en los cample-
jos de formaldehido arriba citados incluyen, por ejemplo,
bisulfitos de metel alcalino y sulfoxilatos, p.ej. les sa-
les sddicas y potdeicas. También pueden emplearse mezclas
de bisulfito y sulfoxilato. .

. 1Ie concentracién de protemina de las soluciones sen-
cillas de acuerdo con el invento que ¢mtienen protemina
no combinada puede pasar de 3% en peso y estd limitada por la
solubilidad hasta por debajo de 20%, sproximademente. Las
soluciones que cantienen dg 5 a lo%ecm de particular utili-
dad cuando hay que inyectar grandes dosis de protamina., Ia
relacion de complejo formaldehfdico a protamine en tales so-
luciones simples conviene que esté situada por encima de 1:l,
preferiblemez;te 3‘:2 ) més; tendiendo las relaciones menores

& produc ir estabilizacién in¢mpleta mientras que las rele-

ciones sustancialmente mayores exigen una concentracién in-
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neceseriemente alte del compliejo formaldehfdico. Para una so-
lucién al 104 de protemina, conviene que hays por lo menos 15%
aproximademente del complejo formaldehidico. En esta Memoria |
descriptiva; 1as cancentraciones y las cantidedes de protami-
na se dan en términos de la cantidad equivelente de base prote-
mina, esié 0 no la protamine en forma de sel oen combinacidén
con el complejo fomaldehidico.r

las soluciones sencillas a concemtracién alta, tal como
se ha indicado arribe, estén preferiblemente a pH 5,0, apro-
ximadsmente, y, en general, ¢l pH de la solucidn estd compren-
dido entre ‘5;0 y 8;0.’ S1 se desea, puede haber presentes se-
les fisioldgicamsnte aceptables; ‘$al como cloruro sédico; etcs

En las socluclones de acuerdo con el invento que contie-
ren la protamina y el complejo formaldehidico en forma combi-
nade. La relacidn de complejo formeldenidico a protaming puede
ser taxi ba;a ¢como 131,5. pero es ﬁ‘eferiblemente mnayor, por
ejemplo; 1:1,25.

De acuerdo con otra caracterfstica del invento, propor-
cionamos composiciones para disolucibn en agua con el fin de

obtener soluciones estables con actividad protaminica, que

contienen protamina y/o una sal fisiolégican.ente aceptable de
la misma en unién o en combinacidn con un complejo de formal~
dehido-bisulfito y/o formaldehido sulfoxilato. En dichas com=
posiciones, .'La relacidn de complejo & protamina debe ester pre-
feriblemente, camo e8 natural, comprendida dentro de los lfmites .
especificados arriba. El compuesto formado entre protaming y el
complejo puede sislarse en forma sélida de les soluoicnes arri-
be descritas, p. ef. por preeipitaoién; ¥y constituye otra ca-
rucier{stica adicionsl del invento. Antes de anora no se habis
descrito en la bvibvliografia una sustencie de esta naturaleza,
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¥y su toxicidad mucho més reducida y la ausencia de actividad
Ef vitro ponen claramente de manifiesto cue se forma un com-
puesto verdadero;_atmque, como l2 protéina criginaria es en si
misma de composicidn variable, la nusva sustancia 20 esté

bien caracterizada desde el punto de vista fisico.

‘ Las soluciones de acuerdo con el invento pueden prepa~-
rarse i:or un procedimiento, gue consiituye otra caracteris-
tica més del invento; en el que se disuelven en agua prota-
mina y/o una sal por adicién de 4cido, fisiologicamente acep-
table, de la misma y un complejo formaldehido-bisulfito o

-formaldehido sulfoxilato, para former,. directamente o por

calentamiento a pH alcalino, una solucién con actividad pro-
taminica de estabilidad mejorada. les relaciones de los compo-
nontes son preferiblemente lag sefinladas srriba.

Cuando se calientan las =0 luciones para formar ¢l com- ‘
suesto citado entre la protamina y el camplsjo :formaldehidioo;
conviene gque la temperatura de reaceidn esté por encima de
mﬁc.;preferiblemenfce entre 90-1008C, Se prgfiere que el
pH’sea‘superior e 9,5, y mejor todavie por encima de 16;5,
ainque, a pH mayor de 13, pusde ocurrir alguns destruccién

del matdrial y por ello se prefieren valores de pH por debajo

‘de 12.E1 tiempo de reaccidn estéd comprendido preferiblemen-

e entre 1 y 20 hiras y se ha encontrado que, pars conseguir
resultados 6ptimosv; varia con el pH y la relacidén de complejo
fémaldenifio é mprotaminz. En general; cuanto mayor es el pH
o la relacidén anterior, mencr es el tiempo .de reaccidénm gue
se necesita para llegar a btuencs resultadoss

las propiedades del producto de resccidén verian 1ige-
remente con la emplitud oon que ha tenido 1ugai- la reaceién,

es decir, segin la smplitud con gue los 31:121?% con@nﬁego
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azufre se han incorporado en la moldoula; en general, el
incremento en la relacién de camplejo formaldehidico & proe-
temina, el tiempo de reaccién y la temperaturs y el $H tien-

“den todos a incremeéntar el contenido de szufre del producto

' finsl y, por tanto, la estabilidad de lees soluciones inyec~

tables resultantes.

le solucién resultante puede preperarse paras inyeccién

por esje;-ilizac_ién, Pps 0j. por filtracidén pars eliminar bac-
terias, etc. o por iratemiento témioo; p. ©j. en un autocla~
ve. E1 pH puede ajustarse p. oj. dentro de limites de 5-8,

por adioién de écido, p.ej. dcido mineral como decido clorhidri
co; sulfdrico, etc.

El compuesto en cuestién puede extraerse de las solu=
ciones acucsag, por ejemplo por precipitacidn, p. ej. afia-
diendo un disolvente orginico miscidle con agna, tal como un
slcohol, p.ej. etanol. |

Para que pueda comprenderée nejor ¢l invento se dan
log siguientes ejemplos Unicamente con cardeter ilustrati-

Vo3

Ejeamplol

Se disolvieron 500 gramos de sulfato de protaiina COm
mercial procedente dé salmén; en 5 litros de solucidn salina
noma:{... Después de ajustar su pH & 10,0 con sosa cadstica, se
calenté la solucién a ‘;090; se éeparé por filtracidn un pre~
cipitado pardo formede. EL £iltrado se tratd con deido clorhi-
‘drico dil\}idp hasta que su reaccién era de pH ;7,6 ¥y luego
gse filtré de nuevo. ‘Después de dejar en reposo & una tempe=
ratura de 4¢C durante 4-5 dias, se separé un aceite. El 1i-
quido que sobrenada se decantd y se Hird. El aceite residual

2R3
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Ej emplo 2

constituido por bese protamina se lavé con solucién salina
enfriada con hielo, se dejd otra vez que se separase por rew
poso en frio y se recogib. Se repitld eata serie de opera~-
ciones. 3e canpleta:éon hasta volumen de 250 mi. con soluci&;
acuose el 15% de formeldenido bisulfito sédicé; 50 gramos de
la base protamina asi obtenida; que contenfe elgo de agua
asocisda. Se ajustd la solucidén a.‘;ﬁ 5;0 medisnte adicidn

de suficiente deido clornfdrico dilufdo. La solucidn era com=
pletamente estable a tempsraturas ordiqanas y se filtrb a
través de un filtro bacteriolégico introducidndose en ampollas..
De este mode se obtuvo une solucién que contenfa N total =
2,26% (pesosvolumen), lo cual corresponde a une solucién el
104 de sulfato de protemina. No era pirogénice en conejos a
dosisg dq 20 mgr. de pm;otani;na./kg. de peso cérporal, y sa to=-
xicidad, al darse por via intravenocsa & ratones, correspon-
df{a & una DE'50 de 54 mgr. de protamina/kg. de peso corporal.
Se ehcontré'que el producto neutralizaba la actividad anticoa- -
gulanta de he barina in vitfo empleando plasma de oveja y; en
este @specto, su actividad resulté igual, naciendo la compa-
racién en peso; al sulfato de protamina comercial. Ademés,
neutraliza el efecto de la heparina sobre el tiempo de cozgulae-
cibén de sangre de ratonag; y para este fin; puede aduministrar-
se por via intramisculer mostrande por éanto al mismo tiempo
que la sbsorcién de protamina tiene luger cuando se da en es-

ta forma.

Se disolvieron 5 gramos del aceite protaminico obte-
nido a partir de sulfato de protemina camercial como en el

Ejemplo 1, en suficiente solucién acuosa de formaldehido

-s- 287913
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sulfoxileto sédico sl 20% (pesosvolumen) paras der un volu-
men final de 25 ml. Ia solucién as{ obtenida dospués de ajus-
tar el pH a 5 por adicidn de unes pocas gotas de deido élcr-—

hidrico dilnido ‘permanecid estable a temperatura ambients.

‘Eemlo

Se calentaron 500 gramos de aceite proteminico proce~ -
dente de esperma de selmén (salmina) coplna soluweién de 200
granos de formaldehido bi;aulfito sédico en 500 ml. de agua
sobre wn bafo de agus nirviente durante 16 horas después de
ajustaer el pH de la megcla a 10,5 con sosa caﬁsy;ca. Después
de enfriaxr se neutralizd la solucidn hasta pH 47,.4 nediante
adicidn de deido clorhidrico diluido, se completd hasta un
volumen de 2500 ml. con agia destilada, se clarificé por fil-
tracién y se esterilizd, despuds de introducir en envases

adecnedos, tratendo en autocleve a une presién de vapor de

0,70 Ks./om2. durante 30 minutos. El anélisis ecuéé ua con=-

tenido de nitrdgeno de 2,2%, gque corresponde & una golucidn:
de mrotamina al 10% les musstras dieron resultado satisfec-—
tario on' el ensayo de no pirogenicidad en coﬁajos a una do=-
sis‘quivalente a 20 mgr, de protamine por kg. de pesoc corpo~
rel, ¥, en ensayos sobre ratones, se encontré que la D, ere
aproximadamente de 2000 mgr. protamina/kg. de peso corporal.
Se traté la solucién final con 2 partes en volumen de
etanol pars preéipita.r ane gaua que; despulés de separscidn
¥y trituracidén con nweva cantidad de etamol, dié un producte
pélido. Se filtré éste, se lavd con etanol y se secd en va~
cio sobre P20§ dendo un producto sélido que contenia N,lG;S%
¥ S,10,84.
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Ejemplo 4

Se repitid el procedimiento del Ejemplo l‘con rele~ .
ciones orecientes de.complejo formaldehido & protamina., En
la tabla que se da & continuacién figuren los andlisis de
N y S del producto resultante. Bn todos los casos se calen~
tarén 5 gr. de aceite protamfnico dursnte 2 haras con 25 ml.
de agua que contenia la centidad requerids de formaldehido

bisulfito sbédico.

Aceite proteminico  Formaldehido bisulfiteo N ¢ S %

' pbddico
5¢ g . . 13.8% 11.8%
58 4 g 12..675 12.5%

58 : 58 10.7% 13.8%

Ejemplo
Se calenteron 5 gremos de aceite protaminico proce-
dente de esperma de salmdn durente dos hores con ung solue ‘

cién preparsde & partir de 2 gr. de formsldehido sulfoxilae-

‘to sédico en 20 ml. de agus, y cuys resceidn se habia ajus-
~ tsdo & pH 11,0. Después de enfriar, se ajusté 1a solucidn

a pH 7,4 por medio de deido ‘clarhidrico diluidé, se com-
pleté hasta volumen de 25 ml. y se filtré lia solucién. El

producto se obtuvo as{ como solucidn estable.

Ejemplo 6

4 Se disolvieron 500 gramos de sulfato de clupeins en
4.500 mililitros de solucidn salina fisiolégica. Se ajusté

~ la solucién a pH 10;7 con sose cdustica, y después de ele=

& A '-?
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var la femperatura a 709C se f11tré el liquido en calrentve-
para eliminar un pr.ecipitado pardo. Se ajustd luego la reac-
cidén del filtrado a pH 7.6 por medio de deido clorhfdrico
diiufdo. Por reposo a 4¢C dursnte 3 diass; se gepard un acei-
te. Después de separar el 1iguido sobrenadante por decan-
taci6n; se agité el aceite con 4,5 litros de solucidn de
€loruro sédiqo 8l 1,84 y luege se dejé sedimentar nor con-
servacién a 42¢. Se disolviercn 50 gremos del aceite asf ob-
tenido (¥ = 12,2 Z) en solucidn acuosa de formaldehido bi-
sulfito sédico al 15¢ para dar un volumen final de 250 mi-
lilitros. Se ajust$ la reaccidn de ia solucién a pH 5,0

con écido clorhfdrico diluido. La solucién (N= 2,104) se in-
trodujo aéépticanente en ampollar (5 ml.) cada une de las
cuales contenfa 590 ml. de base pz‘otemina; y tenia propie-
dades biolég:lca.s sustancialmen te iguales a las del produce

%0 obtenido en el Bjemplo 1l enterior.

Ejemplo 7

Se disolvieron 1000 gramos de base cupleina acuosa
(N= 13 ,3%) en 4 litros de agua que contenf{an 400 gremos de
formeldehido bisulfito sddico, Se ajustd el pH & la sollr~
cién & 10,15 oon sose céustics y lwego se calentd durante
18 horas a 709 C. begpuéa de enfriar, se rebajé la reaccidn
gel 1{quido & pH 7,35 por medio e deido clorhidrico diluido,
¥ se completd el volumen hasta 4560 mililitros con agus des-
tilada. Después de filtracidn estéril; se introdujo la solue
eidn en ampollas; Se c¢calentaron estas lusgo durante 30 mi-
nutos a una presidén de vapor de 0;70 Kg/om?, Bl andlisis del
producto acusd un contenido de N ds 2;6%._ En ensgyos de toxi-

cidad sobre ratones, se encontré que su DI'SO era del oxden
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ficecién cano protemina. Em enseyos de no pirogenicidéd
schré conejos, esta sustancie dio resultedo setisfactorio

& un nivel de dosis que correspondia a 20 mgr. protemina
kg. de peso corporal.

Esta solicitud que corresponde a la presenteda en
Gren Bretafia el 22 de Meyo de 1962, bajo los mimeros
19.}01/62 v 19.502/62; se aéoa a los beneficiosdl ar-
mwﬁuﬂwMuwmmummwmummmm

-NOTA -

Ios puntos de invencidn propia y mueve que se pre-
eenta:.z“para'q'm seen objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidn en Espaﬁa; por VBINTE aﬁoe; son los siguien~
"kosi _ ‘ :

12,~ Un procedimiento para la preparacidn de solu~

“ciones acuosas inyectables protaminosctives de eatebili-

dad perfeociﬁmada; en el cualse disuelven eu ggua prote~
nina y/o una sal de adicibn de 6eido; ﬁﬁolégcmw
acoptable; de la misma; y un complejo de foma.‘l.dat;ido—bi-
sulfivo y/o fome'ldehido-mlfoxi‘lato; para former, bien
directamente o bien por caldeo a un pE alcalino, una so-
lucidn protemincactiva de estabilidad perfecoionada.

2¢,= El procedimiento del punto 1; en sl cual el bi=-
sulfito o el sulfoxilato de dicho canplejo es un bisulfi-
t0o o un sulfoxilato de metal alcalino, »

32.~ El procedimiento del punto 1 ¢ 2; en el cual

2@@@43,
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el pH de las soluciones sin calentar esié comprendido en—
tre 5y 8. '

42.- E1 procedimiento de cualquiera de los puntos
lsa 3. en el cual la relacién de dicho complejo de for-_ '
meldehido a la protamina estéd canprendido entre 1':1 y 2:1,
en peso.

5%.~ El procedimiento del punto 4, en el cual la re-~
lacién es_e.e al menos 332, en peso.

| _69.-' El procedimiento de cualquiera de los puntos
1a5, en ol cusl la ccncentrac16n de protamina en la so=
lucién eaté canprendida entre 0,5 ¥ ao% en peso.

79.- Bl ;rocedimiento del punto 1, en el cual,
cuendo la solucidn se calienta a un B i aloalino, este
Fd es de al menos 9,5.

g8,~ E1 procedimiento del punto 7, en el eual el
PH es de al menos 10,5. »

92,~ E1 mrocedimiento del punto 7 u 8, en el cual
el ;pH es inferior a 13.

2,~ El procedimiento del punto 9. en el cual el
P es inferior a 12.

1lt.= E1 procedimiento de cualquiersa de log puntos
l, y 7 a 10, en 8l cual la tempera‘w.ra & la que se ca=
lienta la solucidn es superior a 40%2C.

-~ 129.- Bl procedimiento del pumto 11, en el cuel la
solucidn se calienta a 90-1009C.

13%.~ E1 mocedimiento de cualquiera de los puntos
lyTle 12, en el ousl la relacién del complejo de for=
meldehido & la protamina es de al mence 213,

14¢.,~ Bl procedimiento del punfao 13, en el cual di~-

cha relacién es de aproximadamente 1lil,

287013
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152,~ El procedimiento de cugiquiera de los puntos

ly7sa iA, en el cual el compuesto formado entre la prota-
mina y el .domplejo ds formaldehido se recupera a continuaw

" ¢idn en forme sblida.

16¢%,~ El procedimiento del punto 15, en el cual di-
cho compﬁesto‘ se precipita de la golucidn acuosa aliadiendo
un disolvente orgénico miscible en el agia.

l:?ﬂ.- El procedimiento del punto 16, en el cual el

deolvente orgénico miscible en el agna es un alcohol.
18¢.~ Un procedimiento para la mreparacién de so~
luciones “acuos g

Tal y como se ha descrito en la Memoria que antecede
‘¥ con los fines que se han especlficado.

. Esta Memoria consta ae catorce hojas escritas a md-
qtlzinal por una sola cara.

Madri, &SE?.’ 1263

287913
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