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MEMORIA DESCRIPTIVA
persa solicitar
PATENTE DE INTRODUCCION

e n
ESPANA
por DIEZ éﬁos
s nombre de A/S DUMEX (DUMEX ITD), entided danesa, estable-
cide en 37, Prags Boulévard, Copenhague, Dinamarca, por:
"UN METODO PARA IA PRODUCCION DE UNA PREPARACION QUE TENGA
UN EFECTO PROIONGADO DE VITAMINA B12".

et gt e e e S e ot e S 2 g g o e et e oo mome
e T T N S R e e e —— ———

Esta invencidén se relaciona con un . método para la
produccién de una preparacidén pare ser inyectads, que tenge
un efecto prolongedo de vitamina B12.

Es sabido que la cianocobelamina y otras cobalaminas,
por ejemplo, hidroxicobelaming, tiene un efecto favorable
sobre verias condiciones de enfermededes, por ejemplo, la
anemia perniciosa, cuando se aplica perenterslmente., Por
medio de inyecciones intramusculeres de las citadaes subs-

tencias, que en lo que sigue quedan comprendidas por el tér-

mino genérico "vitamina Bqo 6 Bqo" solamente, se puede con~-

seguir un sumento del contenido de B12 en donde el suero

-1 -



10

15

20

25

30

316673

d2 la sangre de la persona de que se trate después de la in-
yeceidn disminuyen sin embargo, los citados contenidos, des-
pués de unos dias al nivel presente antes de la inyeccidn,

Une razén pare esta disminucidn consiste en gue enuna inyec-

cidn es solamente posible inyectar alrededor de 30 mge. sin

que tenga lugar una excrecidn urinaria subtenciel, mientras
que la excrecién urinaria aumenta proporcionalmente al au-
menter la dosis, de tal manera que la excrecién sumenta
glrededor de 80 % de la dosis inyectada por una inyeccidn
de 300 mg. en una sole dosis.

Con la dogis diaria de Bqo para los pacientes que su~
fren de ememis perniciosa se evalue al presente en'tanﬁg co—
mo de 5 a 10 mg. es ecidente por lo tanto que son necegarias
inyecciones compearativas frecuentes, y que, de acuerdo con
lo enterior, es conveniente llegar e preparaciones gue ten-

gan un efecto prolongado tras de lg inyeccidn, o sea que

gon llemadas preperaciones de '"depot'.

Para este fin, se han usado susﬁensiones de Bq2 en un
aceite vegetal en luger de soluclones acuosas. Sin embargo
la prolongacidén del efecto que se puede asi obtener, llega
solamente e unos cuantos dies.

Es sebido ademds, que la vitemina Bqo forma un compues-
to complejo con el tanino que es ligeramente soluble en
agua, pero al probar las suspensiones inyectables del cita~
do compuesto, seha encontrado que no se obtiene efecto de
prolongacién de consecuencias, Si se encuentran presentes
sdends iones de cinc al precipiterse el complejo de Bip-tanio
los iones mencionados formen también parte del complejo, ¥
se obtiene un producto insoluble en agua, dando como resul-—

tado gue se inyecta una suspensién acuosa con un nivel més
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bajo en el suero de la sangre de lo que es el caso de la so-

lucidn acuosa de Bqo, y en efecto prolongado que puede du-
rar hagta 3 semanas, La excrecién urinaria es correspon~
dientemente més baja.

Sin embergo, la inyeccién de la citade preperacién
produce dolores graves en el sitio de la inyeccidn probe-
blemente debido = que el tanino actie sobre la proteina de
los tejidos, y afn si este inconveniente se reduce hasta
cierto grado por la adicidn de un gnegtésico local, no pue-
de removerse por completo. Ademés, es deseable una prolon-

gacibn aln mayors

De ascuerdo con la presente invencién, se puede obtener
una preparacibén, que no produce inconvenientes por recha-
z0, y por medio de une sola inyeccién queda un nivel satis-
factorio en el suero de la sangre y que mantiene durante un
periodo considerable més largo de lo que hasta ghora hg 8i-
do posible, suspendiendo un compuesto complejo, que congis—
te de substencias activas de vitamina B4p y tanino, y , si
se desea, con un mebtal fisioldgicamente inocuo, en un acel-
te vegetal o en un éster de dcido graso de caracter oleoso,
en donde se ha disuelto previamente estearsto de aluminio,
0 se disuelve subsecuentemente,

Se he encontrado que una suspensién de la clase cite~
da ge puede inyectar intramuscularmente sin inconvenlencia
pare el enfermo, y se han hecho pruebas que sefialan que aln
después de 10 semenasg de una sola inyeccién la concentra-
ci6n de Bqp en el suero de la sengre puede ser substenciel-
mente superior a la concentracidn antes de la inyeccibn., De

souerdo con lo anterior, la excrecidn con le orina es en rea—

lided minima.
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Como se hace evidente por las pruebas agui descritas
no cebe duda que el efecto mencionade se debe al caracter
de suspensién del medio y probablemente en especial al ca-
réoter gelatinoso de la suspensidén que se produce por el mo-
noegtearato de aluminio.

Es sebido con certeze, que cuando se suspende penici-
lina proceins en un aceite vegetel, en que se haya disuel-~
o0 estearato de aluminio, se ontiene un efecto prolongado
que dura de 3 & 4 dias, mientres que una solucién acuosa si-
molar g elle de un nivel efectivo terepe@ticamente en la
sangre de solemente alrededor de un dfa, pero ain asi, si
se llega a la conclusién de que buede obtenerse cierta1
prolongacidn por medio de una preperacién correspondiente
del completo Bqp y tenino, es soprendente e inespersado que
puede obtenerse una prolongacién, que puede durar varias se-
manes, y que puedan inyectarse grandes dosis sin mes que
una excrecién minime de la orine.

Como ejemplos de amceites que se pueden usar como medio
de suséensién ge puede mencionar el aceite de oliva, el
aceite de sésaemo, y el aceite de cacahuete, Como ejemplo
de un &ster utilizado de &cido zraso se puede mencionar el
miristato de isopropolo. En general, se puede sfiedir un en-
tioxidante tel como la cisteina al aceite. De los metales
que pueden former parte del complejo de vitamine Bqp-tanino,
se puede mencionar el bismuto y el cinc, Sobre los linea~
mientos de los resultaedos obtenidos se ha encontrado que
¢l usar suspensiones acuosas, las suspensiones presentes de
aceite muestran también resultados particulermente buenos
cuando el cinc forme parte del complejo, y en una forms pre-

ferente del método mresente, por el tanto, se obtiende com-

prendido dentro de le invencidén un compuesto de vitamina Bqo
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cine y tanino.
Se ha encontrado sdemds que frgccionendo el tanine

que constituye articulo de comercio, se puede aislar una

fraceidn que, cuando se usa en une cantidad menor por peso,
d4 wne precipitacién iguel o mejor delcomplejo de Bipo-cinc-
—-tanino especialmente en relacién con lo que hece el produc-
to de comercio de tal manera que es posible reducir el con-
tenido de tanino. De acuerdo con la invencidn, por lo ten~
to, se usa de preferencia un compuesto complejo en que el
componente de tanino es una fraccifn de la citada clase pro-
ducids del tanino, que forme articulo de comercio.

De acuerdo con la invencién, un método particularmen-—
te gencillo para producir la presente preparacién consiste
en producir el complejo compuesto mexclando soluciones acuo-

sas de los componente, por lo cual el compuesto complejo

forna un precipitado que se filtra, se seca y se muele en
un medic de suspensibn.

De scuredo con la invencibn, sin embargo, es posible
también prodeder de manere que se produzce primero un gel
digolvente de monoegtearato de saluminic en un solvente or-
gbnico, sgitandose el complejo de vitamina B2 en el citado
gel, posteriormente se evapora el solvente organico, y el
residuo se mezcla con wun aceite vegetal, ZEsto da una incor-
poracifn maes intima del compuesto complejo en el monoestea~
reto de aluminio debido a gue las particulas sencillas se
revisten con una caps de este ultimo, antes de suspenderse

en el aceite vegetel,

Bn lo siguiente, se ilustra la produccidén de las pre-

peraciones por medio de algunos ejemplos.
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Ejemplo 1

Suspensidn de B4o-tanato

Bgjo condiciones asepticas y usando matracas estériles,
se disuleven 500 mg, de Bio en 100 ml, de agua estéricl y
la solucidén se filtra estéril en un metraz de succibén, El
filtro se lave con 3 x 5 ml, de sgua estéril tras de lo cual
ge filtra también esterilmente una solucibén de 2,000 mg. de
tanino y 200 mg. de cisteina en 50 ml. de agua eateril.al
matraz. El1 filtro se lava con 2 x 10 ml, de solucidn scuoss
gl 1 % esteril de NaCl. Después de reposar en un refrige-
redor durente 30 minutos . ZEl precipitado se remueve por
filtracidn, y se seca &l vacio sobre Po05. De acuerdo con
una determinacibn espectrofotométrica, el polvo resultante
contiene 0,40 mg. de B2 Dpor.mg,

Se muelen 500 mg, del citado polvo y 100 mg. de cistei-
na con 400 ml. de un gel de monoestearato de aluminio al 2 %

en sceite de sésamo en un mortero esteril., Iea suspensidn

resultante tiene un tamafiomde particuls de menos de 10 meg.

Ejemplo 2

Suspensidn de B1zfcinc-tanato

Bajo condiciones asépticas, se disuelven 300 pg. de vi-

tamina Byo en 40 ml. de egua estéril en un matraz estéril,
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Te solucidn se absorbe & través de un foltro de vidrio

egtéril hasts otro matraz esteril, lavéndose el filtro, con
10 ml. de ague estéril. A través del mismo,filtro, se saiie-
de una solucién de 1,200 mg. de tanino y 600 mg. de cistei-
ng en 15 mle. de ague estéril., Despuds de Iaver con 10 ml.
de sgua estfil, se afiade una solucién a trevés del filtro
que consiste en 1.200 ng. de acetato de cinc en 15 ml. de
ague estéril, tras de lo cual el filtro se lave con 10 ml.

de agus estéril. %1 matraz se deja durente 45 minutos a 52

C, tras de lo cual el precipitado se remueve poT centrifuga~
cibn. ¥1 precipitado removido se seca sl vacio sobre P20j
Una determinacidén espectrofotométrica muestra un contenido
de 0,15 mg. de B12 pOT mgo

500 mg. del complejo asi obtenido y 100 mg. de cistei-

ne se muelen en un mortero estéril con 150 ml. de una solu~
cién gl 2 % de monoestesrato de alumine en aceite de gésemo.
Se produce de este manere una suspensidn, que contiene 0,5
mcg. de Byp por un mol, que tienen un temafio de perticule

de menos de 10 /Y.

Ejemplo 3

Suspensién de Bio-bismuto-tanato.

De la menera descrita en el “jemplo 2, se introducen
LaY

en el orden citados, soluciones de 30 mg. de Biz en 5 mlo

de agua 80 mg. de tanino ¥y 60 mg. de cisteina en 5 ml. de
agua y 10 mg» de tertrato de bismuto-sodio en 5ml. de agua,
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respectivamente, & un matraz a través de un filtro de vidrio
y se leven con 5 ml., de agua después de afiadir ceda una de
las soluciones. El precipitedo resultante se gislada por
centrifugacién . Ia determinacién espectrofotométrice mues-
tra que el 1liquido, que se centrifuge, contiene 0,08 mg,
de By, por ml, o en totel, 8 % de la cantided inicial de
Btzo

Despuds de secer el vacio sobre P05, el precipitedo
se muele con 10 mg. de cisteins en 55 ml, de una solucién
gl 2 % de monoestearato de aluminio en sceite de sésemo pa~

rg formr la suspensibén finel.

Ejemplo 4

Suspensién de B, ~tenato con o sin metal como parte

1 g. de monoestesrato de aluminio se caliente en 50 ml
de benceno en un bafic,de agua, a 502 Chasta que se forma un
gel limpido, En este ultimo, se agitan 250 mg. de complejo
de vitamine Big-compuesto, producido de amcuerdocon uno de

los ojemplos del 1 &l 3, junto con 50 mg. de cisteina, molién-

dose subsecuentemente embos compuestos hagtae former un polvo
fimo en un mortero. Después de evaporar el benceno, el pol-
vo remanente se muele en 200 ml. de aceite de sésamo esté-

ril., Todo el procedimiento se lleva gl cabo bajo condicio=-
nes eséptocas, obteniendose una suspensién estéril que es

facid de agiater,si se précipita.
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Para determinar el efecto de "depot", se han hecho

pruebas comparativas con inyeccioneé de lés preperaciones
antes mencionadas de B4y que se marcen con el isdtopo de
0060°
Conejos machos con un peso de cuerpos de 2u7—3 kg. re-
cibieron inyecciones intramusculares de las verias prepa—
rgciones en un mduculo de la pierna bejo nercosis, y le
radiosctividad en el sitio de la inyeccidén se tuvo bajo
observecién por medio de un detector de cintilacién. Se
usaron las siguientes preparaciones:
Ko~ Vitemina By en solucion ecuosa & 0,9 % de NaCl
con un contenido de 500 meg. de Bz por ml. y
0,18 microcurie de Bqig —-Cob0 por ml.

Bo~ Vitamine B4p~cinc-tanato en suspension acuosas Con~

tenido de Bip y contenido de Cob0 como en A,

C.~ Vitamina Bqp-tanato de cinc suspendido en una so-
lucién al 2 % de estearato de aluminio en aceite
de sésamo con 500 meg. de Bq2 y 0,5 microcurie de

B12-Co6o por ml.

D~ Vitemina Bip-tenato suspendido en el mismo medio
en que se prepara C, y con el mismo contenido de

B2 ¥ B12 ~(%0 por ml. como en C.

E.~ Tenato de vitemina Bip suspendido en aceite gésamo
gin monoestearato de eluminio, contenido de Byp y
6o como en Co

De las preperaciones A y B se usaron 0,30 ml. y de

-,9 -
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¢y Dy E se usaron 0,25 nl, para cada inyeccidn.

En le tebla siguiente 1, la cantidad remenente en el
sitio de la inyeccidn en tiempos diferentes después de le
inyececidn se da en porcenteje de la centided inyectada. La
table 2 muestra la cantidad por ciento que se excreid con

la orina después de 1', 2' y 3' dfss después de la inyec-

cién, respectivemente,

i
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Tabla 1.
‘Preparscién Intervalo después de la inyeccién
1 hora 1 die 4 ddas 10 dias 25 dias
A 46 <1 <1 - -
B 90 15 4 - -
¢ - 85 67 56 27
D - - 61 49 33
E - 47 15 - -
Tgblg 2.
Preparacidn Borcentaje de doeis excreteda con la gpipy
1t dias 2! diss 3t dies
K 60 <5 L2
B 10-15 <5 < 2
c < 0.3 £ 0.3 < 0.3
D < 005 £ 005 & 005
B 19 11 3

11 -
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Tas tablas muestren que la vitamine 312 eg eliminada

a un régimen mucho més bajo que en las suspensiones de acei-
te ( preperaciones C y D ) que en los medios acuosos (pre~
parécioneS'A y C), ¥ que la excrecién con la orina es mini-
ma. Une comparacién entre los vealores encontrados para las
preparaciones D y E muestran que el monoestearato de alumi-
nio tiene une responssbilidad substanciel en el efecto pro-
longadc obtenido,

Le inyeccidn intiamuscular de las preperaciones FmG,
H y J que se egpecifican adelante se hizo ademés sobre se~
res saludables y se siguid el contenido de Bq2 en el suero
de la sangre y en la orins por medio de determinaciones mi-
crobioldgicas con Lactobacillus leichmennii. Ias inyec-
ciones, cada une de las cuales contenia 300 meg. de vitami-
ne B4y se hicienron de manerg tal que cads persona probads
recibiere todas las 4 preparaciones sucesivemente con inter-

valos adecuados, y las inyecciones se hicieron en el orden

G, F, 3y 7y los resultados de la determinscidén microbio-

14gice pars una persona probede elegida ol azer en las siguien-

teg teblas 3 ¥ 4, en que el nivel en el suero de la sangre

de Bqo se da en proporcién por ml. y la excrecién con la

orine se de en meg. de Bqo por dia.

- 12 =
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Tabla 3

Pre?a— Nivel de suero en la sangre en % por
racibn | ~
Antes de| Tptervalos después de la in
la inyec {
cién "
1 hro 1 dia 3 do 6 do 9do 1
G 320 2940 1150 450 | 375
? 320
F 320 110550 775 | 350 | 320 |.
H 320 1525 1250 | 800 | 450 | 390
J 320 580 730 | 750 | 520 | 430

—-13 -~
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% por ml,

Y

la inyeccidn

5 e \ 0a.| 12 a.| 24 a. | 48 a] 72 ¢
-;75 320

320

450 | 390 | 360

520 | 430 | 430 | 520 | 520 |560




F.-
G."‘

Hc"

Jo"

Vitemine B,, en solucidn acuosa

Viteming Bqo en suspensién oleosae cOn mMONoes-
tegrato de aluminio.

Bqo-tenato de cinc en suspensidén acuosa
Bipotanato de cinc en suspensién de acelte con

monoegtearato de seluminio.

- 14 -



S00° .
00°0 L*6 20°0 10°0 SBID, €
Lo*0 Lez 20°0 Lo°0 SBFP 42
£€°0 8°91L 6l 062 BIP 41
L H D Ky
_ 1 ugTosxad
bad ®T 9p UQPTO09AUT
U? BIpP T® Us BUTIO (*Bow us ) uplasenc |_ BT op‘sondsep od
: BT U0O BPBLaJOXe Sbg |WOTL 9P EOTBAXDAUT

$L581¢




Intervalos de tiem

Bqo excretada con lg

po después,de la cuestidén ( en meg.) orina
inyeccidén de la prg¢ .
paracidén
P G H
1t dfa 250 195 16.8
2V dies 0.01 0,02 2,7
' 4
3tdias 0.01 0,02 9.7
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La excrecién normel sin edministracién de Bqo es de me-
nos de 0,02 mcg. por dies.
Parece ser por la Tghla 3 que en la suspensidn en a-

ceite con monoestesrato de aluminio efiadido del compuesto

complejo que consiste de Bq2, cinc ¥y tenino, se produce un
efecto de prolongacién de Bqo que dura cuando menos 6 ve-
ces més que la prolongacién que se obtiene con le suspensién
scuosa conocida del mismo compuesto complejo.

Por la Tebla 4 se desprende que précticemente no tie-

ne luger excrecidén de le orina con Bqp después de la inyec-

cidn de ls invencidén la preperacién producida de acuerdo
con la invencién.

Se hicieron otras pruebas comperativaes con 3 pacientes
con snemis perniciosa tipice no tratada.

El paciente No. 1 recibié una inyeccidn intramuscular
de 540 mcg. vitamine Bqp en solucién acuosa, de los cuales
400 mog. 6 77 % fueron excretedos con le orina durente el
primer dfa.

El paciente No. 2 recibié una inyeccidn de 1 ml. que

correspondfe a 1,000 meg. de vitemina Bqp, de manere que
una suspensién de Bjg-tanato de cinc en acetato con monoes-
tearato de aluminio. Durente el primer dfe después de la
inyeceibn se excretaron 0,4 mcg. con laorina, gue corres-
pondia & 0,4 % de la dosis inyecteds.

El paciente No. 3 recibié un ml. de Una suspensién
de B12—tanato de cinc en aceite con monoestearato de alumi-
nio que correspondieron a 500 mg. de vitemina Bip. la ex—

crecidn con la orina durente el primer dia, fué de 0,12 meg.
de By, que correspondié & 0,2 por mil.

Tas determinsciones de Bqp en la orina se han hecho

- 16 =
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microblolégicamente con Lactobactillus leichmennii, y de la
mismg maners se determinsron los niveles en el suerc de lm

sangre de Bqge Los valores de los ultimos, que se han deter-

minado hasta shora, se dan en la Tabla 5 que sigue en por-
centaje por ml, Para fines comperativos, el nivel de sue-

ro de la sangre en personas saludables es de entre 150 a 800

en porcentaje por ml.

- 17 -
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Tgabla 5

=

Pgciente Nivel de suero de la sang
No.
1 hora
despuds Despué
de la in |- N
yeccidn
1 |el3jse| &8
1 14800 850 | 420|260 | 170 220|210
2 2710 675 |740|460|126¢520 | ~ |E
520
3 500 385 [420| - {a5q °°
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la sangre de 312 en % por ml.

Después de la inyeccidn, dias

6 | 8 [,12 | 15 {19 |21 |25 (34|43 (54

3 2201210} 170160 | - {130| - |-

500.520| _  _ é920; - | 740590450| 30
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Parece ser por la <tebla que el nivel de suero en la

sangre para el, paciente No. 1 que tenfa un velor muy alto
inmediatomente después de la inyeccidn, disminuyé haste me-
nos de el nivel permisible en el cursgo de 16 df{as, mientras
que el paciente No. 2 degpués de 19 dfas y el paciente No.

3 después de 34 dfas mostraban alin niveles de sangre por
encims del velor prometido de mas de 400 % por ml. pera per-
sones normeles. El paciente No. 3 cuyo nivel de suero en
le sangre al presente he sido seguido durante 54 dfss tie-
ne sn un nivel en el suero de la sangre dos veces el velor

minimo pere los seres humanos saludgbles.

N O T A

Tos puntos de invencién propis. no nueve, pero no es-
tgblecida, practicade ni divulgedse en Espaifla, que se pre-
gentan pare que sean objeto de la presente solicitud de Pa-
tente de Introduccidén, por DIEZ afios, son los giguientes:

12 ,- Un método pere la produccidén de unae preparacidén
que tenga un efecto prolongaedo de vitamina B2, caracteri-
zado en que un compuesto complejo de una vitemina B12 de
una substencis ective y tenino y si se deses, un metal fisio
l4gicamente inocuo, se suspendan en un acelte vegetel o en
un éster de &cido de caracter oleoso, en donde se disuelva
monoestearato de aluminio antes o después de la suspensidn,

08 .~ El m&todo de scuerdo con la reivindicacién 1,
caractefizado porque se use un compuesto complejo de vita~

mina B4o, cinc y tanino.
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32,— El método de acuerdo con las reivindicaciones 1
é 2, ceracterizado porgque se use un compuesto complejo, en-
gue el tanino sea una fraccibn del tanino comercial.

42 ,- E1 método de acuerdo con cuslesguiera de las rei-
vindicaciones 1 a 3, caracterizado porgue el compuesto com-—
plejo sea producido mezclando soluciones acuosaes filtradas
estériles de los componentes, por lo cual el compuesto com-—

plejo see precipitado, y el precipitado sea filtrado, sece-

do y sea molido en un medio de suspensidéne.

58,~ EL método de acuerdo con cuglesquiers de las rei-
vindicaciones 1 a 3, caracterizado porque se produzca un gel
que consista de monoestearato de eluminio en un solvente
orghnico, asgiténdose el compuesto complejo de vitamina Bq2
en el mencionsdo gel, tras de lo cual se evapora el solvente
orgénico, y el residuo se muele en un aceite vegetale.

62 .~ Un método pars la produccibén de una preparacién
que tenga un efecto prolongado de vitamina B2,

Tel y como se ha descrito en la Presente “emoris, y pa-
ra los fines gque se han especificado, |

La presente Memoria consta de veinte hojas escritas

a méquina por una sole de sug ceras.

Medrid, 20 AG0_
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