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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente a la solicitud de concesién de una,

PATENTE DE INTRODUCCION

SOLICITANTE: VAMCO, SOCIEDAD CIVIL PARTICULAR
(VAMCO, S.C.P.). '

RESIDENCIA: Avd..Pio XII,.n® 99 MADRID. . . .

...............................................................................................................

ENUNCIADO: "UN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR CRIS-

TALES DE INSULINAT. oo

Prioridad: Patente . ... .. ... . ... . .af°. . del...o
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les en amplias cantidades en una solucidn o suspensidén de in-

Esta invencidn se refiere a preparados de insulina, de
los cualeg pueden obtenerse eristales de insulina con seguri+
dad y buenos rendimientos y al procedimiento de produccidn
de estos cristales. '

Anteriormente se han obtenido cristales de insulina,
primero por Abel y posteriormente por otros. Sin embargo, so-
lamente han conseguido obtener en forma crisfalina un peque=
fio poréentaje de la insulina presente en sus preparados y sug
métodos de obtencidn de cristales eran en gran parte empiri-
cos y de éxito incierto.

Hemos descubierto como producir cristales de -insulina
a partir de insulina no cristalina con certidumbre ¥y con al-
tos rendimientos. Hemos encontrado que para ﬁroducir crig=
tales de imsulina con seguridad y altesrendimientos, es ne-
cesario que haya presente un metal del grupo constituido por
cinc, niguel, cobalto y cadmio, en gran cantidad.

Por lo tanto, la invencidn consiste i_‘undamentalmentw K

en garantizar la presencia de uno cualquiera de estos meta=-

sulina, de la que puede cristalizarse la insulina.

Los cristales de insulina que hemos obtenido contienen
este metal en aproximadamente‘las siguientes proporciones,
tomadas como la media de un nimero de determinacioness
Cristales de insulina obtenidos con cinec - 0,52 % de cinc.
Cristales de insulina obtenidos con cadmio - 0,77 % de cadmid.
Cristales de insulina obtenidos con cobalto - 0,44 % de cobaltq.
Cristales de insulina obtenidos con niquel = 0,41 % de niquell.

Si el peso molecular de la insulina se toma}gomo apro—
ximadamente 40,000, que es el intervalo comﬁnmenteﬂacep;édo

para la misma, las oifras que acabamos de dar concuerdan con
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la presencia en la insulina de 3 4tomos de cualquiera de los
metales citados, Sin embargo, aunque creemos que existen in-
dicios de que se produce cierto tipo de combinacidn entre la
insulina y el metal en la formacidn de los cristales, no
avanzamos aqui ninguna teoria en este aspecto.

En la puesta en practica de esta invencién, se forma
cualquier solucidén o suspensidn deseada de insulina. Conve-
nientehente, ge prepara una solucidn que se encuentra consi~
derablemente al lado 4cido del punto isoeléetrico de la in~
sulina; por ejemplo mediante la presencia en la solucidn de
insulina de uno o mis agentes reguladores del pH, tales co-
mo acetatos o fosfatos de sodio, potasio o amonio y una '
cantidad de acido, por ejemplo Acido elorhidrico o acético,
como la necesafia para obtener una concentracidén de idén hi-
drégeno que dé un pH de 2 a 4 aproximadamente., Sin embargo,
es posible preparar una solucidn o suspensidén en el lado al-
calino del punto isoeléctrico, si asi se desea. Asimismo,
para obtener buenos rendimientos, con frecuencia es conve-
niente, como cuando se utiliza un regulador de sodio o pota-
sio, agregar una pequeila cantidad de una sustancia qﬁe rea-
duzca la tensidn superficial de la solucién o suspensién,
como por ejemplo acetona, saponina o alcohol propilico, bue
tilico o amilico, perc esto no es conveniente con algunos
otros reguladores del pH.

Entonces, a no ser que haya ya presente una cantidad
suficiente del metal o metales deseados, del grupo formado
por cine, cobalto, niquel y cadmio, se afiade una cantidad
guficiente de los mismos, en el mejor de los casos cine, pa-
ra que la concentracidn total de dichos metales en la solu-

cidn o suspensidn, con respecto al peso seco de insulina
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 de peso seco de insulina presente sea por lo menos el peso

- metales, sus concentraciones individuales pueden ser, por

.quier medio adecuado, por ejemplo mediante seleccidn apropia-

presente, sea por 1lo menos del orden de la concentracidn del
metal en los cristales de insulina y convenientemente de 3 a
5 veces mayor que la citada concentracibén. Esto significa,
en otras palabras, gue si solamente estd presente uno de di-
chos metales, su concentracién en la solucidén o suspensidn

debe ser tal que el nimero de gramos de metal por 100 gramos

atdmico del metal multiplicado por 0,007-0,008 aproximadamen-
te ¥ que convenientemente sea de 3 a 5 veces esa cantidad,
Una aproximacidn conveniente para las concentraciones mini-
mas de metal antes citadas es alrededor del 0,5 % del peso

seco de la insulina. Si estd presente mis de uno de dichos

supuesto, proﬁorcionalmente menores.

El metal puede ser agregado en forma de cualquier sal
adecuada, como el cloruro o el acetato o puede ser agregado
en forma metédlica. Incluso es posible realizar esa adicifbn
¥y conseguir una cantidad suficiente de metal presente efec—
tuando el procedimiento en vasijas fabricadas o que conten—
gan el metal deseado o haciendo pasar el preparado a;través
de tuberias realizadas con dicho metal o qué lo contengan.

Ademés de cerciorarse de que estd presente la canti-
dad necesaria de cine, cobalto, niquel o cadmio, también hay
que cerciorarse de que la concentracidn final de ién hidrd-
geno en el preparado de insuling estd comprendida dentro de
los limites de formacidn de los cristales de insulina. El
mejor intervalo estd comprendido habitualmente entre pH 5,8
y 6,5 aproximadamente. Puede obtenerse una concentracibn fi-

nal de ién hidrdgeno dentro del intervalo deseado por cual-

e
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da de 1los reactivos en cuanto a sus caracteristicas de aci-
dez o basicidad o por adicién de un dcido o una base adecua~
dos tales como Acido clorhidrico o acético o hidrdxido sdédi-
c¢o o amdnico, en cualquier fase deseada del proceso, Cuando
se ha obtenido la concentracién final deseada de ién hidré-
geno, el preparado se deja en reposo duraﬁte varias horas,
durantg las cuales se forman cristales de insulina. Los cris+
tales asi formados pueden ser separados, por filtracidn, de-
cantacibn o centrifugacidn y después lavados con agua, seca-
dos y preservados.

A continuacidén damos un ejemplo de este procedimiento
general: '

Se prepara una solucidn reguladora de fosfato conte—
niendo 335 g dé NaQHPO4.12Héo y 55 g de KH’2P04 en 20 litros
de agua destilada. La concentracidn de idn hidrbgeno es tal
que el pH es alrededor de‘7,2. Se miden 2500 cc de esta solud
cidn en una vasije de vidrio y a la misma se afiade un volu-
men igual de agua destilada junto con 200 cc de HCL 1 N, de
manera que la concentracibén de i6n hidrdgeno sea de pH 2,3
aproximadamente. Después se afladen 200 cc de wna solucidn de
insulina conteniendo 30 mg de insulina (15 a 20 unidades por
mg) por centimetro clbico, seguido de 50 cc de una solucién
acuosa al 0,5 % de ZnCl, y 500 cc de acetona. Entonces se
ajusta la acidez de la solucibn a pH 6,2 aproximadamente por
adicidn de 150 cc de NH,0H 1 N. La preparacibén se deja en re-
poso a la temperaturs ambiente durante 4 a 6 horas y después
se introduce en un frigorffico - durante unos 2 dias. A conti-
nuacibn, los cristales formados se separen del liquido que
sobrenada por decantacidn y se centrifugan, se lavan con

agua y se secan a vacio. Empleando este procedimiento, se
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obtienen rendimiento de hasta alrededor del 90 % de la insu-—
lina original en forma de cristales.

Si se desea, puede efectuarse una recristalizacidn.
Ventajosamente se emplea un regulador de acetato, por ejem-
plo acetato amdnico, con objeto de reducir al minimo la formd.
¢idén de sales metdlicas insolubles indeseables. El preparado
de cristales que ha de ser sometido a recristalizacibn se
disuel@e en 4cido acético N/3 suficiente para que cada litro
de solucidn contenga 2,0 g de estos cristales. A cada 500 cc
de esta solucibn se afiade un volumen aproximadamente igual
de NH4OH N/3 de forma que la acidez de la mezcla resultante
es de pH 6,1 aproximadamente. Esta mezcla se deja en reposé
a2 la temperatura ambiente durante 4 a 6 horas y después en
un frigorifico‘durante unos 2 dias y los cristales formades
Se separan, se lavan con agua y se secan a vaclo, como an.tes1

Los cristales de insulina obtenidos por este procedi-
miento estdn précticamente exentos de proteinas extrafias y
de otros contaminantes. Estas impurezas pueden encontrarse
presentes en algunos preparados comerciales de insulina y. en
algunos casos producen efectos indeseables en el paciente,
por ejemplo debido a cierta sensibilidad del paciente a es~
tas impurezas. Asi, mediante la administracidén de cristales
de insulina en solucién o de otra forma, es posible evitar
en gran medida y con frecuencia por completo cualquier efec-
to secundario en estos pacientes sensibles,

Para la inyeccibn, pueden formarse soluciones o suspen-
siones de los cristales de insulina en cualquier liquido con-
veniente, tal como simplemente agua, con o sin adicibn de
otras sustancias., La concentracidén de idén hidrégen6 en la“go-

lucidn se mantiene deseablemente en el lado dcido del punto
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isoeléctrico de la insulina, por ejemplo entre pH 2 y 4.
En resumen,la Patente de Introduccidn que se solicita

deberi recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. .Un procedimiento para producir cristales -

de insulina, & partir de una solucibén o suspensién de ip-

gulina formada con insulina no cristalina y que contiene in-
sulina y por 1o menos un metal del grupo formado por cinc,
cobalto, niquel y cadmio, eétando el metal presente en can-
tidad suficiente, en proporcidn a la insulina, para producir
con certeze un alto rendimiento de cristales de insulina y
ajustar el preparado a un pH comprendido entre 5;8 y 6,5 péra
provocar la formacidén de cristales de insulina.
2, Un érocedimiento segin la Reivindicacidn 1, que con-
siste en formar una solucidn de insulina y afiadir a la misma
una cantidad de un metal del grupo formado por cine, cobalto,
nfquel y cadmio, suficiente para obtener una concentracidn
de este metal tal que el nlmero de gramos del metal por 100
gramos de peso seco de insulina presente sea por 1o menos

igual al peso atdmico del metal multiplicado por 0,007,

3. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, que con
siste en formar una solucibn de insulina, afiadir a la misma
una cantidad de Un metal del grupo formade por cinc, cobalto,
niquel y cadmio, suficiente para obtener una concentracidn dd
dicho metal tal que el nimero de gramos de metal por cada
100 gramos de peso seco de insulina presente sea por lo me—

nos igual al peso atbémico del metal multiplicado por 0,007

y ajustar la solucidn a pH 5,8 a 6,5 aproximadamente para prq
vocar la formacién de cristales de insulina.

4., Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, que con
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giste en formar con insulina no cristalina una solucidn o
suspensidn que contiene insulina y una cantidad por lo me~
nos suficiente de un metal del grupo_formado por cinec, co-
balto, niquel y cadmio, para ser igual al 0,5 % del peso se-
co de la insulina.

5. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, que
consiste en formar una solucidn o suspensidn de insulina no
cristélina, que contiene insulina y una cantidad de un metal
del grupo formado por cinc, cobalto, niquel y cadmio, por lo
menos suficiente para ser iguwal a2l 0,5 % del peso seco de la
insulina y ajustar la solucidén a un pH de 5,8 a 6,5 aproxima
damente para provocar la formacidn de cristales de insul}qé.

6. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, qu ooy
siste en forﬁér con insulina no cristalina una solucibn o
suspensidén a pH regulado, cuya concentracién de idn hidrdge-
no se encuentra en el lado Acido del punto isoeléctrico de
la insulina y que contiene insulina y por lo menos una can-
tidad de un metal del grupo formado por cine, cobalto, ni-
quel y cadmio suficiente para ser igual al 0,5 % como minimo
del peso seco de la insulina,

7. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, que cox
siste en formar com insulina no cristalina una solucidn o
suspensibén a pH regulédo, cuya concentracién de i6n hidrdge-
no se encuentra en el lado Acido del punto isoeléctrico de 13
insulina y que contiene insulina y una cantidad de un metal
del grupo formado por cinc, cobalto, niquel y cadmio por lo
menos suficiente para ser igual al 0,5 % como minimo del pe-
s0 seco de la insulina y ajustar la solucidn a pH 5,8 éfé,S
aproximadamente para provocar la formacidn de cristalés de

insulina.
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8. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, que
consiste en formar con insulina no cristalina una solueibn o
suspensién de pH regulado, cuya concentracién de ién hidré-
geno se encuentra en el lado alcalino del punto isoeléctrico
de la insulina y que contiene insulina y una cantidad de un
metal del grupo formado por cine, cobalto, niquel y cadmio,
por lo menos suficiente para ser igual al 0,5 % como minimo
del ﬁeso seco de la insulina,

9. Un procedimiento segin 1la Reivindicacibn 1, que cox
siste en formar con insulina no cristalina una solucibn o
suspensidén a pH regulado, cuya concentracibén de ién hidrd-
geno se encuentra en el lado alcalino del punto isoeléctrico
de la insulina y que contiene insulina y una cantidad de un
metal del grﬁpo formado por cine, cobalto, niquel y cadmio,
por lo menos suficiente para ser igual al 0,5 % como minimo
del peso seco de la insulina y ajustar la solucién a pH 5,8
a 6,5 aproximadamente para provocar la formacibén de crista-
les de insulina, '

10. Un procedimiento segln la Reivindicaciln 1, que
consiste en formar una solucidn de insulina y afiadir a la
misma una cantidad suficiente de un metal del grupo formado
por cinc, cobalto, niquel y cadmio para producir cristales

de insulina con seguridad, )
11. Se reivindica por Ultimo comw objeto sobre el

que ha de recaer la Patete de Introduccidn que se solicita:

"IN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR CRISTALES DE INSULINA".

L
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente Memoria descriptiva que consta de diez paginas
mecanografiadas.

Madrid, 8 de Abril de 1.974

BERNARDC UNGRIA
b.p.
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