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MEMORIA DESCRIPTIVA

Pers una patente de :{nvencién, por 20 afios, por: . Procedimiento para
la obteneidn de combineciones de la hormona del péncrsas gue rebaje el
azdcar de la sengre = a favor de la razdn soclal Schering A. G., re -

sidente en Berlin (Alemania) M#llerstrasse, 170/178. =

a/u/n/u/u/n/g/u/n'

Ie obtencidn de combinacliones de amceidn retardadora de la hanna‘i
ne que rebaja el azicar de la sangre (de le insulina) es ya conocide.
Ae{ por el procedimiento de la patente inglesa 456 101, haciendo resc .
cionar insuline aqn una protamina y segin ya se ha descrite més deteni.
demente en la literature o;antftioa (K11, Wo, 1938, 443) haciends reac .
ciongr insulina con bis.2.metil.4.eminoquinolil.é.carbsmida (su:fen! |
se obtienen les indicedae combineciones. Tembién en le patente norte .
emericana 2. 179 384 del 7, 11, 39 se ha citado para este objete una
insuline de protemina y c¢ine; en la pstente tembién norteamericana
2. 161 198 del 6.6, 39 se ha citado otra insulina ue globina y oine.

Les combinaciones de insulina con o sin cine, con la protamire
y con la globina tienen el invonveniente de que la insuline estd unida
& une albimine extrafia al organismo himeno y no indiferente a é1. (Véa-
se Umbervy Me: X1i. Wo. 1938 ne 13, p. 443, sec. 2 y D, 445).

En unidn con surfen la insulina se fija en un producto introdu -
cido ecomo antiséctico profundo y emperficilal que no es en ebeoluto in .
diferente. pammon. {Dtgdh. Ked. wo, 1938,cuadernoe 39, p. 1392 sa); Ranoe
(med. welt, 1928, oumdernc 38) Beckmann y Weitzsiicker, (K1i. wo. 1938,
n? 38 p. 1321 es, especislmente p, 1324) W. Beekgrt, (M. Med, 1938
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ne 41, p. 1594 ss, especialmente p. 1596) informan todes de fendmenos

mée ¢ menos fuertes de irritecidn despuds de la inyeccidn con insuline
depot "Bayer? (surfen.insulina)., Tembién la insulina nativa (¥1i. Wo.
19%9 n® 24, p, 837. sea. 6 y 7) contiene un@ cantidad de albimina ele.-
vads aungue al parecer nativa, le cual puede slempre dar ocasifn a fe -
némenos de urticaries en la piel y a infiltrados. phora bien, se ha des.
cubierto gue estos ineanveaientéa pueden evitarse fécilmente cuando
segin el invento se hace reaccionsr la insulina con derivados bésicos
de lg misma, en especial con esteres de insulina, como los que pueden
prepararse segdn Carr. y Me. Bliochem, H. t. 23, P. 1010 ss (1929) o
segéin Freuden Berg, Hoppe Seyler's Zeitschrift £, physiol. Chemle, t,
202 P. 133.136 y p. 149-151 (1931).

Esta reaccidn se verifiea preferentemente de modo gue se haga
regsccionar le insulins con el ester, dedo el case en presencis de com -
binaciones metdlicas que formen complejos con el amon{soc y sean fd -
eilmente solubles en precencia de iones cloro, como son les del cobre,
niguel, cobalto, pers sobre tode les que no muestran cambio de valen -
cia, como el einc o el magneelo, en disolucidn acuosa o en disolventes
orgenicos scuosos, por eje:plo alcohol diluido. Pero también la diso .
tneidn del ester de ineulina puede hacerse sctuar en un disolvente in .
goluble en sgua sobre le disolucién acuosa o acuoso.alcohdlica de la
insuline y precipitar la combinacidn originada sjustendo la mezols de
rescoidn a un DH de 6,6-7,8. Aqu{ sl precipiter de la disolucidn acuo -
so-algohdlica pueden m&;erarse los rendimientos por adicidn de un ai .
solvente no miscible con agua, por ejeiplo de éter, con lo cual puede
mantenerse un campo de PH més amplio para la prpnlpiﬁugién (pH de 438).

El gque no se trets de une mezela en el producte precipitado,
gino de una nueva combinmeidn y precisemente de cambinaciones a modo
de sales, en que la insulina funcions como écido, se desprende del he .
cho de gue por ejemplo con pH 7 es dificilmente insoluble tanto en ague
gomo en alcohol acuoso de 50 - 70 %, mientras que la insuline =ola o

el ester de insulina s0lo en las mismas condiclones permanecen disuel .
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Ia nueva combinasidn se utiliza preferentemente en forma de BuUs.

toe,

pensiones c¢on un pH de préoximsmente 7, pudiendo utilizar como medios
BUBDENBOYES, ademés de agua, tembien disoluciones acuosas, como dise .
1uciones fisioldgicas de sal comin, disoluciones salinas de suero y
ademés entre otros, 1{guides organicos, como dietilina y aceites, como
sceite de higedo de bacalao, aceite de oliva, acelte de cacshuet, de
ricino, de sésamo, eta. El PH puede tambien sin embarge ajustarse en
disoluecidn scuses s 3,5.4 e inyectar as{ 1s disolucidn. En el tejido
gracias al suero se presenta un tope o tempdn & un pH de wnes 7 ¥y sdlo

en el tejido tiene lugar la precipitacidn del cuerpe depot.
" EJemplo/l/

Se dalsuelven 50 g de insulina orist. (con 20 un.int, por nmg)

en 19,688 1itros de soido clorhfdrico diluide (10 em® de dcido olorhf -

5 e tricre.

drico normel per 1 litro). A la disolucicdn se agregan 60 cm
sol y 160 em® de une disolucidn de 17,5 g de ester de insulina enl
1itre de geido clorhfdriecs n/100. Después de mezclar bilen, se egregs

en gotes y egitando enérgicamente lejfa de potasa csistica n/l10 hasta
gue se asleance un PH de 6,9 a 7,2, (S1 estas operaciones se han reali -
zedo de modo estéril, la suspensidn scuosa entonces originada puede
introducirse directamente en ampolles esterilizsadas con casguete o cie.
rre de goms.(Entonces pueden aplicerse inmedistamente ).

Pero tembidn puede pépararse del modo usual el preoipitade eri -
ginsdo, el insulsto de ester de insuline, secarlo y con suxilio de los
aparates conocldos suspenderlo por ejemplo en diaclventaa organicos,
como aietiliﬁa. aceite de higado de bacslee, etc. S1 estas operaciones
ge realizan de modo estéril, las suspensiones en los indicsdos disol .
venfes orgenicos, que se distinguen por su buena ineltersbilidad per

ejemplo en los trdpices, pusden introducirse directsmente en ampollas.

Ejemplo /2/

Se procede como en el ejemplo 1, pero agregando 1 g de clorure



‘

1o

15

Ze

26

166838 <70

4e =

efncico anhidro a la mezcle de insulina y de ester de insulina, antes

de gjuster a pH 7.

EJempleoe /3

50 g de insuline no cristallzeada (corr&sponﬁientee 8 1mill.un,.
int,) se dlsuelven en 20 1lityos de @cido clorhfarico n/100, oue por 1i.
tre contiens 3 om® de tricresol, Agitando enérgicamente se incorporan
a esta disolucidn 5 g de ester de insulins finamente pulverizade y la
mezola de reaceién se agita enérgicamente hesta disolueidn completa del
polve. 7icha mezcla de reeceidn se puede seguir tiatnnde como Be ha
deserite en los ejemplos 1 & 2. Sin embarge, el pH puede taﬁhién ajus .
terse & 5,5.4 y 81 la disolucidn se ha preparafo estéril, puede intro .

ducirse en ampollas, Si dicha disolucién se inyecta, entonces gracias

| 8l suero se presenta en el tejido un efecto tampdn sobre pH de unos 7

y el precitado del cuerpo depot se reesliza luego en el tejido.

EjJemplo /4/

) 50 g de insulins se disuelven en 20 litros de acldo clerhfdrice
n/100, que contiene 0,3 % de triaresol o 0,3 & de clorstdn o 0,1 % de
tnipagint y 1uego agitando enédrgicamente se agrega & gotas lejla de
potasa caistics n/10 hasta alcanzar un pH de 7, presentandese con PH
4.6 un precipitedo qug ge redisuelve claramente con pH 7. Separadamen.
te se prepara uns déisolucidn de ester de insuline (17,5 g por 1 1litre)
y & gotas se agregs lejfa de potasa camustics n/10 hasta un pH de 7,l.
De ests ailsolucidn clara de insulina se introducen sgitande endrgleca .
mente 160 em3 en la disolucién de insuline. Ia suspensién entoncee ori.
ginads de ls nuevs combinasidn puede seguirse tratendo como en el o;eﬁ;

plo Y
EJemplo /5

200 g de insulina {con 60 g por un.) se disuelven en 20 litros
de alehol al 70 4, que por litros contieme 10 om® de daido clorhfarice
normal., Iuego se disuelve en esta mezela agitanto endrgicemente 11 €

de ester de insuline y a continuacién v siguiendo la sgitacidn se in .
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- ecorpora a gotes lejfa de potasa_cadstica n/10 hasts slcenzar un pH de |

6,9 hasta 7,1. El precipitado entonces originedo de la nueve combine .
cién, se separa por centrifugacidn, y en la centr{fuge se lava del mo .
do conocido con uns mezola de alcehol y éter 21 1 ; 1 y luego con éter
seco, Después de msecar en el desecador, el precipitede pesa 148 g,
Agregendo el necesario alcohol el 96 4 hasta que le bureta indique un
contenido de 90 ¢ de esp{ritu de vinc y sgregande 1,5 volimenes de
éter referidos a un voldmen de la mezcla gue contengen 90 %4 de aloohel,
pueden aislarse todavis 62 g de le misma combinacidn,

EJjempl o /&

100 g de insuline (con 18 un/mg) se disuelven en 50 litroe de
gcldo elorhfdrico n/100 y la disolucidn se sjuste con lejfs de sesa
ceustica 1/1 n a PH 7, redissolviéndose completamente el precipitede
de insulins isoeléctrica que entretanto se forms con DH B Al mismo
tiempo se prepsra uns digolueidn de 20 ¢ de ester de insuline en 16
litros de salicileto n/ de metilo. El DH de esta diselueidn es tembién
de 7,0, sAmbas disoluciones, que son cleras, se echan una sobre otrs,
pudiendo observarse en el punto de contecto la formacidn de un preei .
pitado. Agitendo bien o secudlendo en una sacudidora se obtiens un fuer
te precipitade de finos grumos, permaneciendo el PH de la mezcle &
7,0, Despuds de detener la mgitacidn o sacudimiento, se vuelven a se .
perar dos capas 1{quidas y el precipitade de la mueva sombinecidn pue .

de aislarse del modo conocido.

Ejemplo /7/

200 £ de insulina (de la misme calidad que en el ejemplo 6) se
disueIven en 5 litros de sgue clorh{drice con pH 2,5 hesta 3 y con 1e .
J{s de sosa caiustica se gjuste la disolucidn a pH 7, rediselviéndose
la insulins isoeldotrica que entretanto se habfa precipitade con pH
EP6. Por adlcidn de 15 litros de sloohol se obtuvo una digolucidn aous-

so-gleohdlica de unes 75 %. Pare ello se agregd a le dlsolucidn 20 g
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de ester de insulina en 2.3 1itros de etsncl o en 15 litros de eslioci.
leto de metilo, ¥l pH de la dieolusidn del ester de insulina ten{m tem-
vién 7,6, Antes de lg mezcla las dos disoluciones eran claras. Al meg.
clar las dos disoluciones glarae se presenta un precipitade que ee se .
dimenta hermosamente en gruesos grumos, 71 precipitado se completo ﬁor
wdioidn de 30 1itros de éter. Ie nueva combinacidn se mepsra y seca
del modo ususl., Rendimiento: 190 g. Para preparar el ester de insuline
puede tambien utilizarse una insulina menos estable de pancreas male,
gue puede prepsrarse de este pancress malo per un procedimiento gue per.

mite preparar fermentos e insulina del misme pancress.

N 0 T 4

Ia presente patente, consta de las sigu;entea reivindicscionen:

1. . Procedimiento pars lw obtencidn de combinsciones de ls hor -
mona del pancress, gue rebaja el azicar de las sangre, con efecto retar.
dedor, caracterizado porgue se hece reaccionar la hormona con derive .
dos bésices de la insulina, especialmente con esteres de insulina, ds -
do el caso en presencia de combinsciones metalicss que con smoniaco
forman cuerpos complejos y son facilmente solubles en presencia de
iones cloro, por ejemplo &e cobre, cobalts, niguel y preferentemente
de los metales que no presentan cambio de valencia, como el eine.

2. - Procedimiento segun lo reivindicedo en el punto 1, caracte.
rizade porgue la reaccidn se realiza en disolucidn acuose ¢ scuoso .
aleoholica.

%. . Procedimiento segin lo reivindiemdo en los puntos 1 y 2,
caracterizado porgue aomo‘cambinncién metalica se emples slorure ofn .
cigo.

4, . Procedimiento segin lo reivindicado en los puntes 1 & 3,
earacterizado porgue para disolver el ester de insuline se emplea un
disolvente insoluble en agua.

5. « Procedimiento pare la obtencidn de combinaciones de la hor.



168838 /¢7 737

mons @el pancress que rebajs el azicer de la sangre -
Segu'n ge deseribe y reivindicae en esta memoria descriptive.
Ia cual consts de siete hojas, foliadas y eseritas por una sola

de sus caras.

Mudrid, 8 2 ebrero de 1945, =
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