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PATENTE
DE
INVENCION

por "PROCEDIMIENTO PARA OBTENER SALES DE TOSFOCREATINA DE
GRAN PUREZA PARA UTILIZACION TERAPEUTICA™, a favor de la
firmz italiana STAB. CHIMICI PARM. RIUN. "SCHIAPPARELLIY
S.p.A., domiciliada en 86, Corso Belgio, TURIN (Italia).

MEMORTA DESCRIPTIVA

> » ’ 3 03
Iste invento se refiere a un metode para purificar
sales de fosfocreatina para uso terapéutico, particularmente

las sales de calcio, potasio, sodio y magnesio,

La fosfocreatina, conocida por otra parte como
’ ., . s, . .
fosfageno, acido creatin-fosforico o N-fosforil-~creatina,

tiene la f£ormula general
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N - CH2 ~ CO0H
' peso molecular 211,12
CH3

Fue reconocida por G.#, y P. Eggleton en el misculo
de la rana y aislada por Fiske y Subbarow del tejido musculer
los vertebrados (Biochemical Journal 21, 190 -1927- y J. Biol.
Chem. 81, 629 -1929~). Zeile y Fawaz describieron un método
de sintesis en el que la creatins se fosforila con cloruro
de fosforilo y se aisla la fosfooreatina por precipitaciones
¥y extracciones (K. Zeile y G. Fawaz; Hope Seyler's Zeit.
Phys. Ch. 256, 193 -1938- y patentes alemanas 725033 v
715717). Un método geme jante fue adoptado también por A.H.
Ennor y L.A. Stochen )Bioch. J. 43, 190 -1948- y Bioch. Prep.
5, 9 =1957~). Anatol (patente francesa Ne¢ 1.210.435) patentd
un método de sinfesis que parte de isotiouréidos substituidos
y de sarcosinato de etilo. Ciertos métodos analiticos
utilizan resinas cambisdoras de iones paraasislar la substan~

cia de extractos tisulares (L.G. Abood: Science 1, 123,

545 1956-).

R ’
Fl invento que aqui se expone proporciona un metodo
. 4 .
para obtener sales de fosfocreatina para uso terapeutico, el

cual comprende aislar de una mezcla de fosforilacion de crea-
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tina los lones de fosfocreatina, por medio de una resina cam-
biadora fuertemente aniénica, eluir de 1la resina didhos iones

. ’ .
y precipitar éstos en forma de la sal calcica.

La fosforilscidn de le creatins da una suspensién
en la que la fase liquida contiene en solucidn Naf, ¢1~, OH,
P04, iones de fosfocrestina, iones de creatina e iones
de polifosfato. La fase s6lida comprende cristales de
fosfato sddico y polifosfato sddido. La fase sdlida puede
separarse por centrifugacién, y los iones de fosfato y cual-
quier ion de polifosfato pueden convertirse en la fase s0lida
para eliminacidn por tratemiento con iones de calcio. Los
iones de hidroxilo pueden neutralizarse con una resina cambia-
dore fuertemente catidnice que lleve iones de hidfégeno. Los
iones de fosfato de creatina se fijan en la resina cambiadora

o f .
anionica,

A continuscion se eluyen y precipitan en forma de
le sal cdlcica los iones de fosfato de creetina. Dicha sal
caleica estd en forma bruta, por lo gue pueden contener algunsas
impurezas secundarias. Esta sal tiene un t{tulo de 96~97%
¥y es enterasmente activa en el aspecto bioldgico, como puede
verse por una prueba enzimatica. Bl rendimiento total de pro-
ducto de aislacidn es de ordinario de un 90%. Ta sal puede

purificarse todavia apropiadamente paras uso terapeutico.

I'4 .
Asi pues, ademas de los tres pasos esenciales del
método del invento, o sea la fosforilacidn de la creatins y
eliminacion de los iones inorgdnicos de la suspensién resul-

Id . » .
tante, la percolacion en resina cambiadora fuertemente anidni-
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ca y elucidn de la fosfocreatina y, por ultimo, la precipita—
cidn de la sal célcica bruta, didha sal cdlelca bruta puede
purificarse disolviéndola en agua y preoipiténdola por medio de
un disolvente miscible en agua. Las sales potésica y sodica
pueden prepararse por cambio de iones con uns resina cambia-
dora cationica, con los iones apropiados; y la sal magnésica
puede prepararse por cambio doble, utilizando una sal inorgé-

nica de magnesio, con ventaja el sulfato de magnesio,

Puede verse que el nétodo de este invento tiene la
ventaja de la sencillez sobre los métodos industriales emplea-
dos antes, debidos a Zeile y Fawaz, que requieren una serie de
pasos de precipitacion y extraccidn. El invento aqui expuesto
constituye uha mejora por cuanto proporcions las ventajas si-

guientes:

- pocos pasos, un producto puro que comprende unicamente
f R . « ! .
fosfocreatina, posibilidad de automatizacion y grandes rendi-

mientos.

El invento se describe = continuacion en una modali-

dad especifice por medio del ejemplo que sigue.

EJEMPLO

Tosforilacidn - A partir de 4,600 kg de creatina nastural

(peso molecular, 149,16) se obtienen alrededor de 220 litros
de suspensién de fosforilacion por el procedimiento de Zeile

y Fawaz. En esta suspension se hallan 1,550 a 1,600 kg de
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fosfocreatinato sddido (peso molecular, 327,16; prueba enzima-
tica), junto con cloruro sddico, hidrdxido sédico, creatinato

sddido, fosfato sddido y polifosfato socdico.

Eliminacion del fosforo inorgénicowf Después de centrifugar,

se lave el residuo,

Se ajusta el volumen de 1iguido a 260 a 300 litros

.por dilueion con agua desionizada y se corrige el pH de 11,5

a 8,5 por medio de resina cambiadora fuertemente catidnica

H™ (como la Zerolit 225). Para elifinar todo el ®iforo
inorgénico, se afiaden a 02C, agitando ¥ gradualmente para man-—
tener el pH entre 8 y 8,5, 60 litros de solucion al 10% en
volumen de Ca012.6H 0 y pequefias porciones de suspensidn al

4% de Ca(OH)2 en agua. Se separa el precipitado por centri-

fugeeidn y se le filtra.

Aislamiento de la fosfocreatina.- Tuego se aisla la fosfo-

creating en une resine camviadora fuertemente anidnica. El
aparato utilizado en este paso comprende dos columnas de
material termopléstico transparente, cada una de 110 cm de
altura y 50 em de digmetro interno (parte cilindrica). Se
establecid una calota superior dotada de un distribuidor de
duchs y una calota inferior especial con un tabique de mate-
rial poroso y un cojin de aire subyacente. En cada una de las
columnas se formd un lecho de resina cembiadora anidnica uti-
lizando una resina industrial C1~. Ia resina tenfa una granu-
lacion esférica de 20-50 mallas, 8% de reticulacidn y una
capacidad de 1,1 equivalentes/litro aproximadamente de resina
himeda (como la Nalcite SER). Los lechos de resina se mantu-

vieron a +32C, tenian 70 cm de alture y 50 cm de dismetro
y el volumen total era de 275 litros aproximadamente. A 02 + 42

¥ con una velocldad de paso de 3,5 cc/cmz/mlnuto, se procedlo
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a la percolacién del filtrado obtenido antes, pero dilufdo con
ague desionizads para que su concentracion fuera de 0,005-n
respecto a los cloruros. El pH se mantuvo entre 7,8 y 8. Is
dilucion del percolante se efectud con una bomba medidora en

el econducto de slimentscidn.

Los iones de fosfocreatina quedaron retenidos
por la resina. Terminada la pereolaeién, se proeedi6 al lavado
con dos volimenes de agua deslonizada y se eluyo a 02 + 42 la
fosfocreatina con CaC12 e concentracidon 0,2 molar f Mgélg 8
concentracidn 0,5 molar, con pH de 7,5 y a la velocldad de
0,1 cc/cn’/minuto. Se desechd le primera porcidn del eluato
(la mitad del volumen del lecho) y se recogid la porc;én si-

guiente.

Una cantidad de eluente igual a tres veces el volu-
men del lecho es suficiente para efectuar la elucidn completa

de la fosfocreatina.

El fosfocreatinato calcico se precipité por adicidn
al eluato de tres volumenes de un disolvente miscible con el
agua. Se obtuvieron 1,450 a 1,500 kg de sal calcica bruts,
realizando un rendimiento del 88-91% (prueba enzimética) res-~

pecto a la cantidad presente en la mezcla de fosforilacion.

Preparacién de sales de utilidad terapéutica - ILa sal célcica@ura (¢

(C4H805N3 PCa . 3/2 HZO) se obtiene disolviendo en ggua la
sal bruta, filtrando y reprecipitando por medio de disol-
ventes miscibles con el zgua. Esta sal aparece en forma de
un polvo eristalino blanco, poco soluble en ague (0,6% a

202C¢). Las sales sodica y potasica se obtienen a partir de

=



10,

15.

20.

la sal calcica bruta por cambio con resina fuertemente catio-
. + + . . .

nica N¥a o K , respectivamente (como Zerolit 225), y preci-

pitacién consecutiva con disolventes miscibles en agua, como

el etanol.

Ia sal sodide (C4H805PNa2.4H20) estd presente en
forma de pequefias escamas, muy solubles en agua (alrededor del
30% a 202C). Ia sal potdsica (C4H8052K2.H20) es un polvo

microcristalino blanco, muy soluble en agua.
El rendimiento asciende al 90%.

Ia sal magnesica (C4H805N3PMg.4H20)'se obtiene por
cambio doble de la sal caleica con sulfato ﬁagnésico ¥ precipi-
tacidn consecutiva. La sal se halla en forma de granulos blan-

cos, muy solubles en agua.
El rendimiento asciende al 90%.

Todag estas sales tienen propiedades bastante buenas

de conservabilidad a 02C y en ausencia de humedad libre.

Anslisis - Ia identidad y la preza de los diversos productos

se determinan con las pruebas siguientes:

Determinacidn enzimgtica de la fosfocreatina: segﬁn
E.N., Pawaz, G. Pawaz y K. von Dahl (Proc. Soc. Exp. Biol. Mec.
109, 38 (1962)).

Determinacion del fésforo total: segﬁn Fiske y
Subbarow (después de hidrolisis en HC1 0,1-n, durante 10 minu-

tos, & 659C), (Journal Biol. Chem. 66, 375 (1925)).



10.

15,

20,

i
[e+]
I

Determinacidn de la creatina total: segin Jaffe
(Después de calentamiento a 902C durante 3%'horas, en
tampon de citrato de 0,15 de concentracion molar y pH 2,2;
se trata del mismo modo el patrén de creatina), (H., McIlwain,
L. Buckel, J.D. Cheshire, Bioch. J. 48, 12 (1951), J.F. van
Pilsum, Bioch. Anal. 7, 193 (1959)).

Determinacidn del agua total: segﬁn X. Gischer,

Cromatograf{s de papel: segun Caldwell (Bioch. dJ.
55, 458 (1953). (Deben depositarse 20-microlitros de una

solucidn de 5 mg/microlitro.)

He aqu{ los datos analiticos referentes al fosfo-

creatinato sodido (C4H805N3PNa2.4H20):
Peso molecular: 327,16

Contenido enzimatico: 98,5%

Fosforo totel: 9,4% (en teoria, 9,47%)
Creatina total: 40% (en teoria, 40,08%)

Agua total: 2%,6% (en teorfa, 22,03%)

Cromatografia de papel: mancha unica en Rf = 0,29 (tan solo
cuando los depdsitos son de 4 a 6 ve-
ces mayores, existen vestigios de
creatina libre (0,1%; Rp = 0,47) y de
fosfato inorganico (0,2%; Ry = 0,20).

Resultados semejantes pueden obtenerse con las
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otras sales. Puede verse, por lo tanto, que todo el Fosforo
y toda la creatina se hallan en forma de fosfocreatina bio-

1dgicamente activa.

NOTA

Descrito el objeto de la invenoién, ge declars
nuevas las slgulientes reivindidaciones, con prioridad ita-

liana n® 24660/65 del 2 de noviembre de 1965:

1. Procedimiento para obtener sales de fosfocrea-
tina de gran pureza para utilizaecidn terapeéutice, caracteri-
zado por los pasos de aislar de una suspensién de fosforila-
cion de creatine los iones de fosfato de creatina, por medio
de una resina fuertemente aniSnioa, eluir de lg resina dichos

a - 03 ’ -
iones y precipitar éstos en forma de sal calecica.
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2. Procedimiento como se define en la reivindi-

’ . . \ .
cacion 1, caracterizado en que previamente se priva a la suspenei
gidn de su fase sélida, de los iones de fosfato, de los iones

de polifosfato y de los iones de hidroxilo.

3. Procedimiento como se define en las reivindi-
caciones 1 y 2, caracterizado en que los iones de fosfato y
los iones de polifosfato se separan por mediomde iones de cal-

ecio.

4. Procedimiento como se define en las reivindi-
caciones 1 y 2, caracterizado en que los iones de hidroxilo se
. 3 ’ 2 .
separan por contanto con una resina cationica fuerte e iones de

. ’
hidrogeno.

5. Procedimiento segin se define en cualquiera
de las reivindidaciones anteriores, caracterizado en que la
sal calcica precipitada se disuelve en agua y se vuelve a pre-

cipitar por medio de un disolvente miscible en agua.

6. Procedimiento como se define en las reivindi-
cacliones precedentes, caracterizado en que la sal caleica pre—~
cipiteda del eluato se pone en contacto de cambio idnico con
una resina catidnica fuerte, de ilones de sodio o de potasio,

£ e . .
para obtener la sel sddica o la potasica, respectivamente,

7. Procedimiento como se define en las reivindi-
caciones 1 a 5, caracterizado en que la sal calecica precipi-
tada del eluato se convierte en sal magnésice por cambio doble

con sulfato de magnesio.
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8. Procedimiento como se define en las reivindidacio-
. ? 0 ’ .
nes 6 y 7, caracterizado en que la sal sgodica, potasica o mag-
nésics se disuelve en agua y se vuelve a precipitar por medio

de un disolvente miscihle en agua.

9. Procedimiento para obtener sales de fosfocreatina

de gran pureza para utiligzacidn terapéutica.

’
Segun se describe y reivindida en la presente memoria

que consta de 1l hojas, foliadas y eseritas = méquina por una

gola de sus carass.

Medrid, a e octubre de 1966

p.a. [OAIVE ISERN
B

Firmador JDIE kvunovel
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