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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presenta parza unir a la solicitud
de
PATENIE D E INVENCION
formulads el 31 de enero de 1.964, con ol nm® 295.953
en
ESPARA
por VEIB‘P.E' afios
& nombre de N.V. ORGANON, entidad holandesa, estableci
da en Kloosterstraat 6, Oss, Holanda, por:
"UN METODO PARA LA PABRICACION DE PREPARADOS INYECTABLES
CON ACTIVIDAD REFORZADA Y PROLONGADA DE HORMONA ADRENO-
CORTICOTROPICA"

El invento se refiere & nuevos compuestos comple-
jos eacasamente solubles consistentes en un compuesto
terapéuticamente aceptable de un metal que retards la
resorcién de hormonas proteinicas y un péptido com actl
vidad ds hormona adrenocorticotrépioa, y a preparados
inyectables gque comprenden uno o més de dichos compues
tos complejos y ejercen una activided de hormona edre-
nocorticotrépicae reforzada y prolongada, y a su fabri-
cacién.,

Durante muchos afios en el pasado la hormona adre
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nocorticotrépica (ACTH) ha sido aislada de las pitui-
tariss anteriores de los mamiferos pars la fabricacién
de drogas, cuyo efecto favorable conira ciertas enfer-
medades es gensralmente conocido. En los dltimos afios
ha tenido lugar un répido desarrollo de los métodos de
sintesis proteinica y varios investigadores han logra-
do sintetizar péptidos con actividad de hormona adreno
corticotrépica. Puesto que se ha comprobado gue solamen
te parte de la molécula de hormona adrenccorticotrépics
98 esencial para al efecto caracteristico en las glén-
dulas suprarrenales, puede esperarse en general gque €8
tos péptidos sintéticos con actividad de hormona adre-
nocorticotrépica se usardn como una droga y que oon el
transcurso del tiempo pueden sustituir e la hormona adre
nocorticotrépica obtenida de fuentes animales, un mate-
rial de partida costoso que todavia puede obtenerse en
una escala relativamente pequefia. Es evidente, sin embar
&0, que la necesidad de preparsdos con actividad refor-
zada y prolongada segulrd existiendo en consecuencia.
De la patente para los Bstados Unidos 2.807.569,
son conocidos preparados adecuados para inyeccién, en
los cusles la hormona estd combinada con una o més sa-
les 0 uno o mds hidréxidos u éxidos de metales que retar
dan la resorcidén de las hormonas proteinicas, cuyos com
puestos pueden formar un comple jo insoluble o escasamen
%6 soluble con la hormona adrenocorticotrdpica para un
pH de aproximadamente 6-8. La solicitud de patente pa-
ra los Estados Unidos mimero 212.454 describe suspensio
nes gue contiene cinc de hormona adremocorticotrépics

preparadas de acuerdo con el método de la patente de los

e E033



10

15

20

25

30

Bgtados Unidos nimero 2.807.569 y caracterizadas por
la adicidén de un 4cido derivado de un 6xido de fésforo
0 un derivado de este #dcido.

Ios muevos compuestos complejos escasamente solu
bles de acuerdo con el invento consisten en un compues
to metdlico farmacéuticamente aceptable, seleccionade
de entre una sal, hidréxido y 6xido de un metel que re
tardse la resorcién de hormonas proteinicas, y uno de
los péptidos con mctividad de hormons adrenocorticotréd
pica que tiene la sucesién de aminodcidos de al menos
da de los primeros 19 y no mds de la de los primexcs
31 residuos de aminodcidos de la hormona adrenocorti-
cotrépica. Por el término hormona adrenocorticotrépica,
tal como se sigue utilizando en esta memorie descripti-
va, se entiende el components principal de una mezcla
de compuestos con actividad de hormona adremocortico-
trépica como la que existe en la gléndula pituitaris
de, por ejemplo, el hombre, los cerdos, les vacas y las
ovejas. Ia sucesidén de los aminodcidos de este componen
te principal para las citadas clases de mamiferos es co
nocida. Este componente consta en todos los caéoa rosi-
duos de 39 aminodcldos. Ie serina en la sucesidén 1-24,
contada desde el sminodcddo de terminal-N, es idéntica
para las diversas clases 99 mamiferos. No obstante, en
la sucesién 25-32 se aprecian diferencias por lo que
respecta & la composicién y sucesidn de los aminodci-
dos, cuyas diferencias no han resultado ser de impor-
tancie esencial para le actividad diolégica de la hor-
mona adrenocorticotrépica. Hacemos referencia a la bi-

bliografia pars elucidaocidén de la estructura de las mo
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léculas de hormona adrenocorticotrépica de las diferen-
tes especies. Véase, por e¢jemplo T.H. Lee y otros, J.
Biol-Chem. 236, 2970 (1961) y R.G. Shepherd y otros,

J. Am. Chem. Soc. 78, 5069 (1956).

Pueden elaborarse preﬁarados inyectables consis-
tentes en una suspensidn de dichos compuestos complejos
escasamente solubles en un vehiculo inyectable acuoso,
estando ol pH de dichas suspensiones entre aproximada-
mente 6,0 y 8,0, Estos tienen una actividad de hormona
adrenocorticotropica prolongada y reforzada. Tanto los
compuestos complejos escasamente solubles de acusrdo con
el invento como los preparados inyectables son nuevos.

Por péptidos con asctividad de hormona adrenccor-
ticotrépica, que sirven como un comporente en los com-
puestos complejos del invento, se entienden los pépti=-
d0s libres y sus derivados funcionales., Eatos ‘ltimos
comprenden amidas e hidracidaa, sustituidas o no, y de
rivadas del grupo carboxilico del 52 y del resto de ami
noacido del ¢ terminal, y ademés ésteres derivados de
los alcoholes alifdticos, aromdticos o arolifdticos ta
les como ol metanol, etanol y aleohol bencilico, sales
alcalines y sales de adicidn dcidas de los péptidos, de
rivados de los dcidoes carbox{licos, tales comoc el doido
nitrico, dcido suceinioco, dcido mdlico, &cido malénico,
dcido tartdrico, dcido glutaminico, 4cido ténico, &cido
acético, dcldo propidénico y dcidos inorgénicos, por ejem
plo el dcido clorhidrico y el dcido fosférico. Dichos
derivados funcionales pueden formarse Gurante o'después
de la preparacién de 1los péptidos en cuestiédn.

Como ejemplos de los péptidos usados pueden men=-
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cionarse los péptidos con actividad de hormona adreno-
corticotrépica que tienen la sucesién de los primerovs
19, 20, 24, 26, 28 y 31 residuos de aminodcidos respec
tivamente, usados en los ejemplos siguientes para la
preparacidén de drogas inyectables. Todos los aminodci
dos bdsicos de la moléoula de hormona adrenocorticotrd
pica residen en la sucesién 6-21 a diferencia de los
aminodeidos dcidos. La meyoria de estos Wltimos existen
en la sucesién 25-39; Consiguientemente, los péptidos
con sucesiones desde 1-18 hasta l=31 exhiben un punto
igoeléctrico mis alto que la molécula de hormona adre
nocorticotrépica que contiene 39 residuos de aminodci
dos. Ademds, estos péptidos con actividad de hormona
adrenocorticotrépica presentan una solubilidad incre-
mentada para un pH de aproximadamente 6-8. Puesto que
tienen propiedades que difieren fisica y quimicamente
de las de la molécula de hormona adrenocorticotrépioa,
es sorprendente gue los péptidos bdsicos con actividad
hormona adrenocorticotrépica formen complejos con los
compuestos metdlicos menciomados, 1los cuales son escae
samente solubles o insolubles a un pH de aproximadamen
te 6~8 y que los complejos resultantes presenten una
actividad reforzada y prolongada comparada con la de
la hoixmone adrenccorticotrépice. Aparentemente, los re
siduos de aminodcidos bdsicos desempefian un papel im-
portante en la formacién de los compuestos complejos
metdlicos escasamente solubles. la actividad prolonga-
da de los ocomplejos metdlicos de dichos péptidos parece
ser mds pronunciada cuando se han usado complejos con
los péptidos més cortos. Por consiguiente, se prefiere
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el uso de péptidos con actividad de hormona adrenocor-
ticotrépica que tengan la sucesién de aminodcidos de
1-19 a 1-24. Puede verse uns ilustracién en los resul-
tados farmacolégicos contenidos en los ejemplos adjun-
tos. Ademds, mediante la administracién al hombre de
preparados fabricados a partir de estos péptidos més
cortos se evita que se inyecten péptidos extrafios, los
cuales pueden ser perjudiciales tras una administra-
¢ién prolongeds.
Los péptidos con actividad de hormona adrenocor-
tiootr&piea usados pueden prepararse por descomposicién
enzimdtica de hormona adrenocorticotrépica (véanse
Shephard y otros, J. Am. Chem. Soc. 78, 5051 (1956).
También pueden preparsase por sintesis, por ejemplo por
el método descrito por H, Kappeler y R. Schwyzer en Helv.
Chim. Acta 44 1136 (1961). Una sintesis del péptido-20
ha sido descrita por K. Hoffman y otros en J. Am. Chem.
Soc. 84, 4481 (1962). Este péptido ha sido preparado
en forma de su emida y se usa como tal en el ejemplo VII.
Ia sintesis del péptido-19 ha sido desorita por C.H. Ii
en J. Am. Chem. Soc. 82, 5760 (1960). Fueron preparados
los siguientes péptidos con actividad de hormona adre-
nocorticotrdpicas
a. sﬁcesidn 1-31, por dsscomposicién con pepsina
b. sucesidén 1-28, por descomposicién con pepsins y car-
boxipeptidasa A

¢. sucesién 1-26, por descomposicién de hormona sdrenc-
corticotrépics eaterificads oon pepsi
na, seguida por la accidn de la car—
boxipeptidesa & y saponificacidén
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d. sucesién 1-24, por descomposicién del péptido=-26
con carboxipeptidasa B

¢. sucesilén 1-24, por sintesis
f. sucesibn 1=20, por sintesis
g. Sucesién 1-19, por sintesis

En el ensayo de evacuacidn de &cido ascérbico
(véase U.S.P. XVI) se comprobaron las el guientes poten
cias biolégicas con los 1limites fiducisles que se men-
cionan para P = 0,05, tras inyeccidn subcutdnea:

péptido-31 148 (127-172) Unddades U.S.P./ng
péptido=-28 100 t78-129) " »

#

péptido-26 99 (69-142) n w "«
péptido-24 61 (51-72) ® # M
péptido-19 45 (34-59) . Boa
péptido-20 73 (59=90) » no

. 4 " L]

péptido-24 101 (85-120)

- -~ -

los compuestos complejos del invento estdn compues
tos de un portador que consiste en una sal, hidréxido u
6xido escasamente soluble de uno ¢ més de los metales
indicados y el péptido que tiene actividad de hormona
adrenocorticoirdpica adsorbido en este transportador oo
mo un constituyente activo. Tal complejo puede ser de-
signado por el nombre de "complejo de adaorcidn®.

Los metales més adeéuadoa pars el procediﬁtiento de
acuerdo con el imvento son el cine, el niquel, el cobal

t0, el cobre y el hierro. También pueden aplicarse meze
clas de los mismos. Preferentemente se usa el metal fi-

sioldégico, el cinc, y eate en forma de su hidréxido,
éxido, fosfato o mezclas de ellos. El orden en que se
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combinen el péptido, el compuesto metdlico y el medio
no es de importancia esencial. Bl compuesto complejo
puede ser aisledo de la mezcla de reasccidén y vuelto a
poner en suspensién en el momento deseado en un medio
acuoso farmacéuticamente adecusdo, ¢ puede ser forme-
do directamente en tal medio, de manera que la propia
mezcla de reaccién pueds ser usada como un preparado
para inyeccidén. Corrientemente se elsbora una solucién
acuosa del péptido con metividad de hormona adrenocor-
ticotrépida, a la cual se afinde una sgolucidén acuosa de
une sal metdlica, tras lo cusl se ajusta el pH al va-
lor deseado por medio de, por ejemplo, fosfato sédico
y/0 una solucién de hidféxido sédico. Para un pH de
aﬁmzd.madamente 6-8 se forma wna suspensién de un com~—
plejo que consta del péptido con actividad de hormona
adrenocorticotrépica adsorbido en el compuesto metdli-
co, por ejemplo, fosfato de cinc o hidréxido de cine,
formedo pare ese pH. Finalmente se diluye la suspen=-
sién obtenida hasta un volumen que contiene ls cantidad
deseada de unidades, por ejemplo, 30 Unidades U.S.P./ml.
Si se deses el preperado en forma de uma solucidn, se
toma un compuesato metdlico soluble como material de par
tida, ouyo pH se ajusta & un valor para el cusl el me-
tal pemnacé en solucién. Tras la inyeccién de tal pre
parado se forma un comple jo escasamente soluble o in-
soluble en el lugar de la inyeccidén por la accidén tam-
ponadora del fluido del cuerpo. Estos preparados son
agimismo nuevos y constituyen un ob jete del invento,

Se ha comprobado que el us¢ de une cantidad de
metal de 1-20 mg por cada 100 Unidades U.S.P. tiene uns

P N S
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influencie muy favorable sobre la actividad de los pép-
tidos con actividad de hormona adrenocorticotrépica.

Preferiblemente se usan 2-8 mg de metal por cade 100
Unidades U.S.P..

Preferentemente se aplica un medio acuoso qus con
tiene un preservante, por ejemplo, un fenol, aloohol
bencilico o un ester del dcido p-hidroxi benzoico, un
compuesto pere hacer el preparado isotdénico, por ejem
plo cloruro sédico, y un tampdén para mantener el pE
eén el valor deseado, por ejemplo, un tampén de aceta-
to o de fosfato.

Se ha comprobado ademéds que la estabilidad y las
cualidades de conservacién de los preparados de acuer-

do con el invento resultan mejoradas por la adicién de
un 4dcido derivado de un 6xido de fésforo, o un deriva-

do de este dcido, en una cantidad de aproximadamente
0,05«0,70 de miligramo=equivalente de PO4 por miligra-
mo-equivalente de cinc. Como ejemplos de tales oxidci-
dos de fésforo citaremos el dcido metafosférico, dcido
fosférico, dcido ortofosférico, 4cido pirofosférico y
dcido tripolifosférico. Por derivados de estos dcidos
se entienden sales inorgénicas farmecéduticamente acep-
tables de estos 4cddos, ésteres de los mismos deriva-
dos de compuestos hidroxiorginicos teles como mnocledsi
dos, carbohidretos, polialcoholes e hidroxiaminodcidos
y sales inorgdnicas adecuadas de estos éstres. Como
ajemplos de sales y ésteres de oxideidos de fésforo
citaremos las seles primarias, secundarias y tercia-
rias de sodio, de potasio y de amonio, los glicerofos
fetos, los fosfatos de fructosa, de ribosa y de gluce
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sa y los fosfatos de nucledsidos tales como el mono-
el di - y el trifosfato de adenosina, los fosfatos de
citidina y la fosfoserina asi como las fosfamidas, por
ejemplo un fosfato de creatina.

El ensayo farmacolégico mediante el cual ha side
determinade la actividad prolongade de 108 preparados
de acuerdo con el invento estd basado en el ensayo de
evacuacién de' dcido asedérbico, descrito originalmente.
en Endrocrinology ig 379 (1948). En lugar de una inyeg
cién intravenosa se administra a un grupo de ocho ra-
tas una inyeccién subcutédnea de tres unidedes U.S.P. en
forma de un complejo 4e adsoreidén con, por ejemplo, hi
dréxido de cinc. A otro grupo de ocho ratas se adminis
tran también subcuténeamente, tres unidades U.S.P. de
un preparado normal de hormona adrenocorticotrépica
gin hidréxido de cinc. Después de transcurridas 24 ho-
ras se determina el contenido de dcido asecérbico de las
gléndulas suprarrenales izquierda y derecha conjuntamen
teo de cada rata de los dos grupos. la diferencis entre
el contenido medio de 4cido ascédrbico de las glédndulas
suprarrenales de los dos grupos sirve como criterio pas
ra la actividad prolongeda (véase, British Pharmacopea
1958, addendum 1960, pdg. 21). A modo de ejemplo, se ob
servé en este ensayo la muy elevada evacuscién de doi-
do ascérbico de 331 8 por cada 100 mg de gléndulas
suprarrenal, con un preparado elaborado a partir de un
péptido sintético con actividad de hormons adrenocor—
ticotrépica de la sucesidén le=24 e hidréxido de cine co-

mo el compuesto metdlico.
Los presentes preparados han sido ensayados ¢li-

s A -
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nicamente, véanse los ejemplos VII y IX, Los resultados
de estos emsayos confirman el resultado favorable de
los ensayos farmacolégicos.

En los ejemplos siguientes se describen la fabri
cacién y la composicién de diversos preparados que con-
tienen pédptidos con actividad de hormona adrenocortico-
trépica y se indice su actividad prolongada.

EJEMPIO I

Se disuelvan en 2 ml de agus 22,7 mg dsl péptido-31
de una potencia de 148 Unidades U.S.P./mg. A contimua~ '
cién se afiaden 3,4 ml d4e una solucién de cloruroc de edm,
que contiene 43,9 mg de cinc por ml, y 2 ml de una solu
cién de fosfato sbdico secundario, que contiens 63,2 mg
de N323P04 12 ag. por ml. Se completa el volumen total
de la solucién hasta 10 ml con agua destiladas. A conti-
nuacidén se aflade esta solucidén gote a gota, misntras se
agita a 25 m1 de disoclvente de la siguiente composiciédn:
2% (p/v) de alcohol bencflico y 1,2% en peso de cloruro
sédico. Al mismo tiempo se afiade gota a gota una solu-
cién de hidrdxido sdédico 0,5 W, manteniéndose ol pH en
8,0. Ie cantidad total de dlcali requerido asciends a
5,3 ml.

Pinalmente se completé el volwmen con ague desti-
lada hasta 50 ml.

la composicién de la suspensién asf obtenida es:

péptido-31 60 Unidades USP/ml
zinc 3 mg/ml )

. AN - /\'
€ SAL e Ty
IO RPLORY
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Na,HPO, 1,0 mg/ml
alcohol beneilico 10 mg/ml
cloruro sédico 9,0 mg/ml
pH 8,0 ]

En el ensayo de actividad prolongada se compro-
b6 una evacuacidn de dcido ascdédrbico media de 202 8
por cada 100 mg de gléndule suprarrenal, 1o cual indi-
ca una activied prolongada muy buens.

Se elaboraron preparades correspondienies de la

misma manera, usando cobalto y hierrc en lugar de cinc.
Mostraron essimismo una actlividad prolongada en el en-

sayo mencionado.
EJEMPIO II

A le manera del ejemplo I se preparé una suspen-
sién con el péptido-28 con actividad de hormona adreno-
corticotrdpica de la siguiente composiocién:

péptido~28 (100 unidades USP/mg) 30 unidades

USP/ml
gine (afindido como cloruro de ginc) 1,"15 mg/ml
Ne HPO, 0,58 mg/ml
alcohol bencilico 10 ng/ml
c¢loruro addico 8,5 mg/ml
pH 8,0

En el ensayo de actividad prolongada se obtuve
uns. respuesta de 240 /ug por 100 mg de gléndula suprarre

ml. " Q\ = ",‘_“ [
VASI S
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EJEMPLO III

Por el método del ejemplo I se preparé una sus-—
pensién del péptido=24 con actividad de hoxmona adre-
nocorticotrépica de la composicién sigulente:

péptido-24 (61 Unidades USP/mg 30 unidades

U3p/ml
zino (afiadido como oloruro de zinme) 1,75 mg/ml
NaZHPO4 0,58 mg/ml
alcohol bencilico 10 mg/ml
cloruro sédico 8,8 mg/ml
pH - 8,0

Bn el ensayo de evacuacidén de dcido ascérbico se
obtuvo la muy elevada respuesta de 347 /ug por cada 100
mg de gldndula suprarrenal.

EJEMFPIO IV

Por el procedimiento descrito anteriormente se

preparé una suspensidén de la composicién siguiente:

péptido-31 (106 Unidades USP/mg) 60 Unidades

‘ " USP/ng
zinc (afiadido como cloruro de ginc) 3 mg/ml
alcohol bencilico 10 mdnl
cloruro sédico 9,1 mg/ml
pH 8,0

En el ensayo de evacuacién de dcido ascérbico se
midié una respuesta de 192 g por cada 100 mg de glén-

P T <
D@ i G T
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En la menera anteriormente descrita se prepard

upna suspensién de la composicidén sigulente:

Péptido-26 (99 Unidades USP/mg) 60 Unidades

' USP/ul
zinc (efiadido como cloruro de zinc) 2,5 mg/ml
alcohol bencilico 10 mg/ml
eloruro sédico 9,3 mg/ml
pH ' 75

En el ensayo de actividad prolongmda este prepa-
rado presenté una evacuacién de 4cido ascérbico de
182 & por ceda 100 mg de gléndula suprarrenal.

EJEMPIO VI

Por el método del ejemplo I se prepardé una suspen

8ién que tenia la composicidn siéuiente:

péptido-19 (45 Unidedes USP/mg) 40 Unidades

' - USP/ml
zine (afiadido como acetato de zino) 2 mg/ml
Ne, HPO, 0,66 mg/ml
alcohol bencilico 10 mg/ml
cloruro sédico 9,2 mé/ml
pH 8,0

Este preparado did en el ensayo de actividad pro=
longada uns respuesta de 293 28 por cada 100 mg de gldn
dula suprarrenal.

e LYo DY



EJEMPLO VII

En ls manera descrita anteriormente se preparé una

suspensién con la compost cién sigulente:

péptido=20 (73 Unidades USE/mg) 60 Unidades

‘ ' USP/ml
zinc (afiadido como sulfato de aine) 3, mg/ml
Na,HPO, 1,0 mg/ml
aleohol beneflico 10 mg/ml
cloruro sédico 9,3 mg/ml
pH 7,8 '

Ia evacuacién de dcido ascérbico en el ensayo s0-
bre actividad prolongada fué de 312 Jig por cada 100 mg

de glédndula suprarrenal. :

Este preparado fué emsayado clinicamente sobre 7
pacientes en una dosis de 60 Unidades USP. Se hicieron
recuentos de eosinéfilos en la sangre cada cuatro ho—
ras. 58 calculé el porcentaje de eosinéfilos para cads
paciente y se calculd el valor medio. La disminucién en
el recuento de eosinéfilos y la restitucién del cuadro
sanguineo al observado al principio del exps dmento per
miten determinar la actividad prolongada del preparado.
Se comprobaron los siguientes valores medios de s0sind-
filos:

Tiempo Inyeccidén
{nores) 0 4 8 12 |16 | 20 24

Valores 100 91 | 43 38 | 36 | 84 |102

- 15 - 205953
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Un preparado de composicidn similar, pero conte-
nisndo la misme cantidad de hormona adrenocorticotrépi

ca comercial dié la siguiente respuesta de eosindfilos:

Tiempo Inyeccién
(Horas) 0 41 8 |12 16] 20| 24

Valores 100 50 | 25 50 | 87{ 102} 101

A 1a vista de ostas cifras estd claro que la acti
vidad del primer preparado es més prolongada.

EJEMPLO VIII

Se disuelven 14,8 mg de un péptido-24 sintético
con actividad de hormona adrenocorticotrépica gque tiene
una potencia de 101 Unidades USP/mg en 5 ml de agua aci
dificada (pH=3,0). ’

Se afiaden 4,7 nl de una solucién de cloruro de
cine que contiene 21,4 mg de cinc por ml, Se ajusta el
volumen total con agua hastas 20 ml. A esta solucién se
afiaden 20 ml de una solucién que contiene 12,5 mg de
fenol por ml y 15 mg de cloruro sédico por mi. Al tiem
po que se agite se ajusta el pH a 7,6 por adicidén, go-
te a gota, de 4,8 ml de hidrdxido sédico 0,5 normal
(exento de carbomato). Se ajusta el volumen con agua
& 50 ml.

s composicién de la suspensién preparada en es-
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ta forma es:

péptido-a 40 Unidades USP/ml
zine 2 mg Zn/ml ’
fenol . 5 mg/ml.

cloruro sédico 8,8 mg/ml

pH 7,6

En este preparado el zinc esté principalmente
presente, como wna sel bdsica con la fémula Znll,. x
@ (CH),.

Bste preparado dié una evacuacién de dcido ascér=
bico de 267 /ug por cads 100 mg de gldndula suprarrensl
en el emsayo de accidén prolongada.

EJEMPIO IX

Se preparé una suspensién de acuerdo con el ejem
plo I, con la siguiente composiciédn:

péptido-24 (101 Unidades USP/mg) 30 Unidades USP/ml

zine 1,75 mg/ml
NB;ZEEO 4: 0,58 mg/ml
alcohol bencilico 10 mg/ml
h 8,0

En el ensayo de evacuacién de dcido ascérbico se
comprobdé una respuesta de 287 ng por cada 100 mg de glén
dula suprarrenal.

Este preparado fué ensayade clinicamente aobre
siete pacientes en una doais de 60 Unidades USP. I=x ex-
creceién de 17 OH corticoide de 14 horas en la orina fué
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determinada de acuerdo c¢con C. C. Porter y R. H. Silber
J. Biol Ohem. 185, 201. (1950) durante cuatro dias conm
gecutivos. En la tabla siguiante las cifras indican la
axcrecién de 17-hidroxi corticoide en mg/24 horas.

dia inyeccidn de
. 1 60 Unidades USP 3 4
2
1 6,5 22,2 5,8 4,7
2 8,1 29,6 15,1 8,3
3 6,4 26,7 9,7 5,0
4 10,9 33,3 13,3 8,0
5 9,4 39,2 9,2 9,6
6 8,0 43,9 17,5 6,4
7 7,2 24,9 9,4 2,8

Ioes siete pacientes reaccionaron en el dfa ds la
inyeccién. En cuatro de cada siete paclentes sa aprecia

una clara respuesta incluso en el segundo dia después
de la inyeccidn.

EJEMPT.O X

Se preparé una suspensidén 2 la manera descrita an
teriomente con la composicién sigulientas

péptido-31 (148 Unidades USP/mg) 30 USP/ml

. @ EN
e N0 AR
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Niso 4
N&3PO 4
fenol
NeCl

KaOH

E1l ensayo de actividad prolongada indicaba una

accidén prolongada considerable.

cién:

EJEMPLO XTI

Se preparé una suspensidén por el procedimiente
anteriommente descrito de la siguiente composicién:

péptido-26 (99 Unidades USP/mg) 40 Unidades USP/ml

CuS0,

alcohol bencilico

NaCl
NaOH

2 mg Cu/ml
10 mg/ml
9,3 mg/ml
pH 8,0

En el ensayo de accidén prolongads se midié una eva
cuscién de dcido ascérbico de 147 /15/100 mg de gléndula
suprarrenal. -

EJEMPLO XII

Se preperdé una suspensidén de la siguiente composi-

péptido-20
CoS0
4

Ne.PO,

-19-

30 Unidades USP/ml
1,5 mg Co/ml

2’8 m@;’ vioen
e SRR



:glicerol 2,4 ma/ml
fenold 0,5 mg/ml
pH 6,4

El ensayo en cuanto a prolongacién indicé una
evacuacién de dcido ascérbico de 155 00 mg de glén
dule suprarrenal. ’

EJEMPIO XIII

Se preparé una suspensién de la composicién si-
guiente:

péptido-24 60 Unidades USP/ml
ferriacetato 3,5 mg Po/ml
Nagl 9,0 mg/ml
metilparaben 0,85 ng/ml
propilparaben 0,15 mg/ml

HaOH Bl 6,5

Ia evacuseidén de dcido ascérbico fué de 173 /ng/loo
ng de glindula suprarrenal.

RIBIPLO XIV

Se preparé una suspensién de la composicidén si-
gulentes

pépt 1do=19 (45 Unidades USP/mg) 40 Unidades USP/ml

Zx01, | ) 2 mg Zn/ml
Na3PO, 3,3 mg/ml
fenol 0,5 mg/ml

l l‘\ ‘(’}, Y
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La cantidad de actividad de hormona adrenocorti-
ootrépica. presente en el liquido que sobrenadaba des-
puéa de centrifugacién fué de 0,36 Unidades USP/ml lo
que demostré que se habla formado un complejo escasa-

mente soluble.
EJEMPLO XV

De acusrdo con el ejemplo VIII se preparé una
suaponéién de la composicidn siguiente. En lugar de fe-
nol se usé slcohol bvencilico como preservante.

péptido=-24 (101 Unidades/mg) 40 Unidades USP/ml

zine (afisdido como chlz) 1 mg/ml
alcohol bencilico 10 mg/ml
cloruro sédico 9,1 mg/ml
pH 7,8 )

En estas condiciones se formé un complejo escasa-

ments soluble. Se determiné la activided de hormona adrs
nocorticotrépica de lo que sobrenadaba y ascendié a 0,25

Unidades USP/ml. Esto significa que més del 99% de la
actividad es'i:aba presente en el compuesto complejo ea-
casemente soluble. Ademés este preparado reveld una ac—
tividad prolongasda considerable, ya que se comprobdé uma
evacuacibén de dcido asgcérbico de 321 /o.g/loo ng de glén-
dule suprarrenal. )
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EJRMPIO XV

Un preparado gque tiene la composlcidn siguiente:

péptido 1~24 40 Urnidades USP/ml

zine (afiadido como 2m0l,) 4, mg/ml |
alcohol bencilico 10 mg/ml

cloruro sédico 9,1 mg/ml

pH 4,0 tal como se prepard

Este preparade dié una evacuacién de dcido ascér
bico de 137 5g/100 ng de gléndula suprarrenal en el en
sayo de actividad prolongada.

Le presente solicitud que corresponde a la presen
tada en Holanda, con fecha 15 de febrero de 1.963, bajo
el nimero 289.055, se acoge a 108 beneficios del articu
1o 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

‘Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre
sentan pare que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los si-
gulentess

l.- Un método para la fabricacién de preparados
inyectables con actividad reforzada y prolongada de hor
mona adrenocorticotrépica que comprende el hacer reac-
cionar, en un vehiculo scuos¢ apropiado para inyeccidn,
un peptido que tiene actividad de hormona adrenocortico

- 29 - P2 ﬂ”%;@
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trépica con una sucesién de al menos la de 108 prinme-
ros 19 y no més que la de loe primeros 31 residuos de
aminodcido de la molécula de hormona adrenocorticotrd-
pica y 1 o mds sales, hidrdéxidos u éxidos de un metal
que retarda ls resorcidén de hormonas proteinicas y ca-
paz do formar un compuesto complejo escasamente solu-
ble con dicho peptido con un pH eproximadamente igual
al del fldido del tejido.

2.= Un método de acuerde con el punto 1 caracte=
rizado por que el pH de la preparacidn es ajustado a
un valor emtre aproximadamente 6 y 8.

3.~ Un método de acuerdo ocon el punto 1 caracte-
rizado por que se usa un peptido que tiene aotividad
de hormona adrenocorticotrépica y una sucesidén de al
menos la de los primeros 19 y no més que la de los pri
meros 24 residuos de aminodcido de la molécula de hor-
mona adrenocorticotrépica. ‘

4.~ Un método de acuerdo con el punto 1 caracte-
rizado por que se usan de 1 a 20 mg de metal por cada
100 unidades U.S.P. del peptido.

5.~ Un nétodo de acuerdo con el punto 1 caracte-~
rizado por que el metal usado es zino, niguel, cobalto,
cobre o hierro.

6.~ Un método ds acuerdo con el punto 5 caracte-
rizado por que se usa el metal zinc.

7.~ Un método de acuerdo con el punto 1 caracteri
zado por que se usa un dcido derivado de un 6xido de
£éaforo o un ester o una sal farmacéuticamente acepta-
ble de dicho dcido o ester, en una cantidad de aproxi-
madamente 0,05=0,70 mg de miligramo-equivalents de P04

- -
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por miligramo-equivalente de zino.

8.~ Un método pars la fabricacidén de preparados
inyectables con actividad reforzada y prolongada de
hormona adrenocorticotrépica.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede y para los fines que se han especificado.

Ia presente Memoria consta de veinticuatro hojes
escritas a méquina por una sole de sus caras.

Nadrid,

P.a. 13
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