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;agenxes quiﬁioterapéuticos por su ausencisa casi complete de

“toxicided. Ia reaccion potencialmente adversa mds grave es

Este invento se refiere a un nuevo derivado de penie
cilina de renovade utilided, que en adelante denominaremos
derivado de peniciline hipoalergénico. Por el término "deri-
vedo ‘de penicilina hipoalergénico' se entiende un derivado

de penicilina que no sensibilize a un individuo previamente

no sensible y que es menos probable que p;oduzca une respuesg
ta alérgica,;por ejemplo anafiléctica, en un individuwo previ
mente sensibilizado.

Las penicilinas y sus sales son notables entre los

su capaocidad de hipersensibilizacidn, una reaccidén de natu- |
raleze fuertemente aldérgice. La'verdaﬁera-incidencia de le
hipersensmbilizaclon es diflcll de estimar, pero se cree que
la cifra es fan slta como un 10 %. Tos sintomas de hipersen-
sibilizacidn responden al cugdro familiar de la urticaria
tal como abones o enfermedad del suero infucida por la seguxn
da o subsiguientes inyecciones de una proteina inaceptable
en un animal o sujefo humano sensible. Los sujetos mds sen=
sibilizados presentan el shock anafildctico mis greve que
incluso puede conducir & la muerte,

Un objeto del presente invento es proporciénar un de-
rivado de'penicilina Yy sus sales en una forma-qne esté exen
ta-de material antigeno, gue no produzea reacciones anafildc
ticag en sujetés préviamente sensibi;izados Y que no cause
sengibilizacidn eﬁ las personas previamente no sensibdles &
las penicilinas.

Por con51guiente, el presente invento proporciona

hetacillna hlpoalergenlca ¥y sales no tdxicas de la misme que

comprende una forme, comercial de hetacllmna o de sug sales
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no t6xicag de las que se ha eliminado el material antigeno
de un peso molecular de 1000 como minimo, inherentemente pre
sente en la hetacilina o en su sal no tdxica, realizdndose 1
eliminacién durente la manufecture de la hetacilina o des—
pués, ' 7

En el sentido utilizado aqui, el término "hetacilina®
cubre el derivado obtenido haciéndo reaccionar le «=amino- |
bancilpenieilina con acetona; también este compuesto ha re—
cibido el nombre de dcido 6-{D-2,2~dimetil~5-0x0~4~Ffenilimida
zolidin-1-~il)penicildnico. ‘ A '

Debe entenderse que'o bien puede'purificarse la pro-
pia hetacilina o bien puede ser preparads a partir de una
«=-aminobencilpeniciline que ha sido purificada o prebaréda
& partir del dcido 6~-aminopenicildnico purificedo. '

El material antigeno consiste fundamentalmente en po-
lipéptidos de elevado peso moleoular y material proteindceo
v este meterial no se separa por los procedimientos normel-
mente utilizados en el aislamiento y purificacidn de los an—
tibidticos. '

. Ia purificacién de l1a hetacilina (o de los materiales
de partida a paertir de los cueles se prepera) pare dar un ma
terial hipoalergdnico se realiza por métodos basados en 1as
diferenciée de peso molecular o de dimensionés,e incluye el
uso de 1a filtracidn en estado de gel o didlisis o de mem~
branss pere hiperfiltracidén, siendo las membranes de origen
gintético,natural o natural modificado; optativamente con
grupos funcionales polielectroliticos.

Un procedimiento especislmente adecuado es la filtra-
cidn en estado de gel que implica el uso de un tamiz molecu-

lar que es un dextrano modificado obtenido por fermentacidn
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del azicar, en el que las macromoléculas lineales de dextra-
no estdn retieuladas formando una red tridimensionsl de ca-

denas polisacédrides. Un materinl adecuado se encuentra en el

comercio con el nombre de Sephadéx‘ Otro teamiz molecular ade|

cuado es un gel de pgliacrilamida conocido por Biogel.

La preséncia del contamirante en le hetacilina de par
tida puede ser detecﬁada dializando ei meterial frente a
agua corriente para’ seperar la hetacilina, concentrando le

golucidn del retentato, hidrolizendola y & continuacidn ana-

lizando los aminodcidog resultentes por cromatografia en una

columna cambiadora de i1on., Mediante este procedimiento puo=
de demostrarse que, mientras el antibiéﬁico gin purificar
desﬁués de la didlisis e hidrdlisis produce un cierto nimero
de los aminodcidos encontrados cominmente en las proteinas,
después de la purificacidén no se obtienen éstos, sino sole-
mente loé,oompuestbs éminieos'que pueden ser producidos por
descomposioidn del propio antibiétieo. Otro método consiste
en someter'el cdptaminante aislado al ensayo de anafilexis
cutdnea pasiva (enséyo,ACP) en animales adecusdemente sensi-
bilizados. '

Los siguientes ejemplos ilustran el invento.

EJEMPLO 1
Una muestra de hetacilina oomefcial (10 g) se suspen;

de en agua (50 ml) y se disuelve mediante la adicidn de So=

lucidén concentradas de carbomato potdsico. Le solucién de la

"sgl_potésica se introduce en una bolsa de didlisis de aceta-

to de celulosa & se dializa exhaustivamente frente a ague

corriente durante 5 dfas, EL materisl retenido se seca por
congelacidn y despuds se hidroliza con un exceso de dcido

. clorhidrico (6 N) en un tubo sellado y evacuado, a 110%
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final noAmuestra le. presencia de ningﬁn aminodecido, excepio
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durante 22 horas, Al final de este tiempo, el hidrolizado
se evapora a sequedad & presidn reducida, se afiade agua

(10 ml) y se repite la eveporacidn a sequedad. ELl residuo
se transfiere cuantitativaments & un matraz graduado y se
diluye con agua haste un volumen de 10 ml. Una parte alicuo -
ta de esta solucidn se analiza entonces en un analizedor de
aminodcidos, modélo 120C de Beckmen-Spinco, para determinar
la presencia de aminodcidos. El cromatograms resultante in-
dicg la presencia de cierto nimero de log -aminodcidos gque

se encuentran normalmente en las proteinas. ' -

EJEMET.O 2

Unas muestras de hetacilina exentas de proteina por
ma descrita en el Ejemplo 1. En este caso el cromatograma

los que se obiienen como resultado ‘de la hidrélisis de la
propia hetacilina o ampicilina, indicando can ellorla ausen-
cia de proteins en el antibidtico purificado. '
| EJEMFLO 3 |
Una golucidn de la sal potdsica de hetacilina (100 g)
en agua (300 ml) se pasa & través de una columna de Sephadex
G.25 (11,5 x 152 cm) y se eluye con agua., EL eluato se ang-
liza por medida continua de su densided éptica & 254 muLe
Ia primera fraccidn que contiene proteina se desprecia y el
resto del eluato sé enfrie y acidulae & pH 2,5 y la hetaci~
1ina doida precipitada se separa por filtraoién, se lava y
se seca & 40°C, El producto era hipoalergénico, como indice-
ba el ensayo ACP en cobayas sensibiliga@ps.
EJEMPTO 4 o

Se repite el procedimiento descrito en el Ejemplo 3
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& excepcion de que la sal potdsice de hetacilina se disuelve
en una mezclas de agua (150 ml) y acetons (150 nl) y se whi~
liza une mezcle similar para la elucidn. E1 Sephadex utilizg
do es la clage IH20 y el producto se éisla en la forms des-
crita en el Ejemplo 3. De nuevo, los ensayos indican que el
producto es hipoalergénico.
h R EJRNPTO 5

Se repite el procedimiento desofito en el Ejemplo 3
con la excepoidn de que el producto se aisla en.forma de su
sal potdsica por secado por congelacidn del eluato exento de
proteina.'. o
' _ EJEMPLO 6

Se repite el procedimiento descrito en el Ejemplo 4
& excepcidn de que la sal potdsica se aisla por secado por
congelacidn despuds de separar la mayor parte de la .acetona

por evaporacidn a presidn reducida. - ' e

EJENPTO 7

_ Ia sal potdsica de hetacilina (10 g) se disuelve en
una mezela de egua (15 ml) y acetona (15 ml), se coloca en
una bolsa de didlisis de acetato de celulosa y se disliza
en una mezela agitada de agus destilada (1,5 1) y acetona
(1,5 1) a 5%, El dializado se lleva a pH 4,7 y la «-amino-
bencilpeniciline presente se separa por.filtraciéﬁ; despuéds
se llevq'a pH 2,5 y la hetacilina precipitada se filtra, se
lave y se seca. Los ensayos con la hetaciling producids de-
muestran la ausencis de impurezes antigenas de alto peso mo-
1ecular{ A

EJEMELO 8 o
'Se disuelve hetacilina (10 g) en doido clorhidrico

(1 ¥, 200 ml) y la solucién se coloca en una bolsa de didli~
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‘clpitade se separa por filtracidn, se lava y se seca, El
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sis de acetatb de celulosa y se dializa en deido clorhidri~

co (1 N, 11) a 10°C. EL dializado se evapora a presidén re—
ducide hasta ia nitad de su volumen y el pH se ajusta a 2,54
Ia hetacilina precipitada se separa pbr filtracidén, se lava
¥ se seca. |

‘ EJEMPLO 9

Se disyelve hetacilina (10 g) en decido clorhidrico

G.25, realizédndose la elucidn con decido olorhidrico (1 N).
Despuds de descartar la fraccidn que contiene proteina, el
eluato se concentra haste le mitad de su volumen a presion
reducida y se ajusta el pH & 2,5, La hetacilina precipitada
se separa por filtracidn, se lava j g6 86C8.
| EIEMPIO 10 |
Se disuelven 10 g de hetacilina en 200 ml de dcido

clorhidrico 1 Ny la solucién se pase a través de una wem-
brana destinada & la separacion de materiales de peso mole-
cular superior & 1000 por hiperfiltracién, bajo una presidn
de 30 psi (2,1 kz/cm?), El filtrado se evapora & vacio hag=|

ta pequéﬁo voluman; se ajusta a pH 2,5 ¥ la'hetacilina Pr'Em

producto es hipoalergénico como demuesira el enseyo ACP,.
En resumen la Patente de Invencidn que se. solicita re-|

caerd sobre las siguientes:
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‘terial antigeno de peso molecular 1000 como minimo, inheren-

I ' ha sido sometida como minimo a un proceso de purificacidn

basado en las diferencias de peso molecuar o de dimensiones.

aminobencilpenicilina se prepara a partir de écidq - 6=-amino

. dicaciones 1 a'3, en el que el proceso de purificacién es

" es una filtracién- en estado de gel.

‘vindicaciéngs 1 a 3, en el‘que el proceso de purificacidn

implica el uso de membranas.para hiperfiltracidn.

REIVINDICACIONES ‘

1. Un procedimiento para la preparacion de hetacili]
na hipoalergénica o un# sal no téxica de la misma, cuyo pro-
cedimiento consiste en someter una forma comercial de heta-
c¢ilina o de una sal no téxica‘de la misma como minimo a un
proceso de pu:ificacién basado en las diferencias de peso
molecular o de dimensiones, ya sea durante la manufactura

de la hetacilina o después, para separar de la misma el ma-

temente presente en la hetacilina.
2. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,ca
racterizado por una modificacidén que consiste en que la he-

tacilina se prepara a partip de oL-aminoﬁencilpenicilina que

%. Un procedimiento segin la Reivindicacién 2, ca-

racterizado por una modificacién que. consiste en gue la: A~

penicildnico que ha sido sometido como minimo a un proceso
de purificacidén basado en las diferencias de peso molecular
o de dimensiones.

4, TUn procedimiento segin cualguiera de las Reivin

una didlisis,
5. Un procedimiento segin cualquiera de las Reivin

dicaciones 1 a 3, en el que el proceso de la purificacién

6. Un procedimiento segin cualquiera de las Rei~ |,

r
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7. Se réivindica por Gltimo como objeto sobre el --
que ha de recaer la Patente de Invencién que se éolicita: -
"UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE HETACILINA HIPOA-
IERGICA" , |

Todo coniorme queda descrito y reivindicado en la

presente memoria descriptiva que consta de nueve péginas me-

.
canografiadas,
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