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la insulina ha sido preparada por primera vez en
forme cristalina por Abel, véase mds adelante Proc. Nat. Acad

Seci. 12, 132 (1926), empleando una mezecla de acetato de amo-

\nio, brucina y piridina como medio de cristalizacidn y mds
1tarde, en 1929, por Harrington y Scott, véase Biochemical J.

\23,38h (1929), a partir de insulina amorfa empleandd un tam-

{'pon de acetato de amonio que contiene saporina, cambiando sl
i

\
Ialor del pH de la solucidén de insulina en los dog casos paral

proximarlo al punto isoeléctrico de la insulina con objeto

!
de. producir la cristalizacién., Estos métodos de cristaliza~

.

cidén que dan rendimientos bastante modestos de cristales
: ] B

11

bgstanye impuros, se han abandonado.después al preferirse el
método de'cristalizacién desarrollado por Scott, véase Bio-
chem J. 28,1952 (1934) y la memoria de la Patente Estadouni-
dense N2 2,143,590,

+E1 método de cristalizacidn de Scott se basa en la
sorprendente observacidén de que para obtemer una cristaliza-
cidn absolutamente reprqducible v rendimientos elevados es
necesarioc que esté presente en el medio de cristalizacidn unal
cierta cantidad de un; de los metales.zinc, cadmio, cobalto
Ay niquel, ‘

Cuando ha habido anteriormente éxito en la crista-
lizacién de la insulina, la razdén ha sido que el medio de crig
talizacidén contenfa por maturaleza zinc,y Scott encontrd que
era un requisito previo para la cristalizacidn que el medio
de eristalizacidén contuviera AXO0,007 gramos de uno de 1los me-|
tales meuncionados por 100 gramos de insulina seca, donde "A"
representa el peso atdmico del metal.

La presente invencidn se refiocro a ﬁn proceso del

tipe en el cual la insulina se tleva a la cristalizacién a
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Scott , en la prdctica exclusivamente el zinc, la presente ine

raxrtir de un medio que contiene cationes como requisito preo-
vio para la cristalizacidn, por cambio del valor del pH del
medio para aproximarlo al punto isoeléctrico de la inSulina,'
se base sobre la observacién de que el zinc, cadmio cobalto
y niquel no son solo metales que constituyen requisitos pre-
vios para la cristalizacidn de léwinsulina, sino que también
los ﬁetales como cobre, manganeso y hierro poseen esta propig|
dad cuando estdn presentes en forma divalente. '

El procedimiento segin la invencidén se caracteriza
asi en que se emplean iones cipricos, iones manganosos o
iones ferrosoé o mezclas de tales lones como cationes gque son
requisito previo para la cristalizaciodn,

Mientras que ha sido necesario hasta ahora cristaw-

lizar la insulina por medio de los metales mencionados por

vencidn hace posib;e efectuar la cristalizacidén con otros me-
tales auponiéndo un enriquecimiento de esta técnica.

| Como es bien sabido, los metales mencionados pof
Scott se absorben por los cristales de insulina, que asi con-
tendrin zine, cadmio, cobalto o niquel. De man;ra correspon=
diente los cristales de insulina produciaos de acuerdo con
la invencidén vendrédn a contener cobre, manganeso o hierro,

b sébre la base de estos nuevos cristales es posible obtener
preparaciones de insulin; con acgtividad terapéutica modifi-~
cadae.

En el supuesto de que la solucidn de insulina em-
pleada no contenga de antemano cationes, requisito previo
para la cristalizzeidén, por ejemplo zinc, que como es sabido
estd presente en ol péncreas, del que se recoge le imsulina,

los iones motdlicos empleados segin 1l iuvencidn deberdn estuy
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_ el manganeso y 0,5% para el hierro. Suponiendo que mds de

presentes en.el medio de cristalizacién en una cantidad por
encima de 0,5% del peso de la insulina., Sin embargo en las
proximidades de este limite inferior la cristalizacién tiene
lugar comparativamente de forma lénta, siendo al mismo tiem—
po el rendimiento de cristales menos satisfactorio. De agquf
que en la prdctica sea preferibié emplear cantidédes consie
derablemente mis grandes de metales,

Si la cristalizacidén se efectiia exclusivamente a
base de cobre, el medié de cristalizacidén habrd de presentar
a concentracidén de iones oipricos de al menos 0,01%, La
cifra correspondiente es para los iones manganosos de 0,1%

y para los iones ferrosos de 0,05%,

Sin embargo; los mejores resultados se obtienen con
cantidades algo mayéres de metales, como 0;05—0,1% de cobre,
0,1-0,2% de hierro y 0,2-0,5% de manganeso respectivamente,
Las concentraciones de iones metélicos qué sean mayores a
2-3 veces las Ultimas mencionadas serdn como norma inconvew
nientes. Bn la préctica, la concentracién de cobre nc debe-

ré exceder de 0,5%., La cifra correspondiente es 0,8% para

uno de los metales en cuestidn esté presente en el medio de
cr;stalizacién o que éste por maturaleza contenga o que por
su produccidn haya dé contener cationes, requisito previo
para la cristalizacién,:puede, por supucsto, reducirse coxreg
pondientemente la cantidad afiadida de cada metal,

La concentracién de insulina puede variar dentro
de amplios limites, aunque sin embargo es mds apropiado em-
plear una concentracidén de insulina entre 0,1 y 1%,

No es cri£ica para la invencidén la forma en 1la que

se afiaden los metales en cuestidn al medio de cristalizacidn
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sl solamente los metales estén presentes en forma iondgena
bajo las coﬁdiciones de cristalizacidén, Usualmente es mds
prictico afladir los metales en forma de sus sales tales como
sulfatos, nitratos, cloruros, acetatos, citratos, etc. Si el
medio de cristalizacién es dcido en el momento de la adicidn
ios metales pueden empleérse también en forma de sus hidrdxdi-
dos u otros compuestos de los cuales so liberen en forma lo-
négena en un medio 4cido. Ademds deberd hacerse notar que
los metales pueden estdn presentes como ilones complejos si
solo el metal puede ser el absorbido por la insulina durante
la cristalizecidn.

Allllevar a cabo el proceso segin la iﬂ;encién, la
solucién, que resulta de la fecuperacién técnigg de la insu-
lina, y que hasta ahora se ha empleado para.la produccidn de
insulina cristalina en presencla de iones zinc, puede utili=-
zarse com¢ solucién de insulina, Sin embargo, es también posji]
ble comenzar -con insulina amorfa, tal como la que se encuen-
tra en el mercado en cuyo casé 15 insulina'amorfa se disuelve
en la forma usual en una soluc;én acuosa de un dcido, por
ejemplo, dcido clorhiarico, dcido sulfirico o dcido fosféri-
co. .

Como es bien sabi@o, las soluciones de insulina
técnicas y la insulina amorfa obtenida de las mismas, contie-
nen pequefias cantidades de zinc que tiene su origendel pan=-
creas, Consiguientemente, si es‘éaseable producir cristales
de insulina exentos de zinc,-presente por naturaleza, hay
que separarlo primero, por ejemplo por éiélisis.
| Es preferible gque la solucidn de insulina empleada
tenga un valor de pH por debajo del punto isoeléetrico de la

insulina (pH aproximadamente 5,5) pero las soluclones de in-
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sulina que tienen un valor del pH por encima del punto iso-~
eléctrico, por ej. pH 8, t#mbién pueden emplearse.

. Los rendimientos obtenidos por el procedimiento
seglin la invggcién dependen del grado de pureza de la insu;
lina empleada, Las ;oluciones de insulina eﬁ las cuales la
insulina exhibe una actividad bioldgica por debajo de 15 uni-
dades intermnacionales por miligramo , dardn por lo general
un fendimienéo menos satisfactorio. Se obtienen mejores ren-
dimientos cuando la insulina es cémpletamente pura, es decir,
exhibe una actividad bioldgica de 22-23 unidades internacio-‘

1

nales por miligramo.
. h

: Como es sabido la cristalizacidn de la insulina

tiene lugar en presencia de una sustancia tampon para mante-

ner el valor del pH més favorable durante la cristalizacién.
Bs ventajoso .emplear sustancias tampﬁﬁ también al llevar a
cabo el ﬁroceso segin la invencidn., Como ejemplos de.sustanciss
tampdn dtiles pueden mencionarse tampén de acetato, tampdn

de borato, tampdn de citrato, tampdn de barbiturato de die-

- tilo, tampdn de fosfato, tampdén de maleato o mezclas de és~

tos. Entre estas sustancias tampon es pgeferible utilizar
tampén de citrato ya que con eilo se obtiene una réﬁida cris-
talizacién y los cristales de insulina se forman con menor
contenido en cenizas e impurezas orginicas coloreadas que
con el empleo do otras sustancias tampon.

! En la cristalizacidén de insulina conocida hasta
ahora so ha hecho uso de la adicién de disolventes orginicos
impulsores de la cristalizacién, tales como acetona, alcohol
propilico, alcohol butilico o alcohol anmilico. Es ventajoso
también en el proceso segln la invencidén la adicidn de uno

‘o mds de tales disolventes orgénicos, preferiblemente aceto-
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nados, asi como si se desea una sustancia tampén y un disol-

na.

_“En la preparacién de solucién de insulina que con-
tiene metal los materiales de partida requeridos se mezclan
en forma sélida o_disﬁeltos, mientras que la necesaria canti-
dad de una solucidn bédsica o dclida, para disolver la insuli-
na, puede afiadirse si se desea, éi; embargo, generalmente
©s mAs practico utilizar sustancias de partida en forma di-
suelta en una proporcién tanto mds grande cuanto mas inter-
vengan los metales y sustancias tampén, lo cual facilita la

I

dosificacién de estas sustancias.

’

* " Cuando una solucidén de insulina se ha obtenido de

manera que contiene uno o mds de los iones metdlicos mencio-

vente orgdnico impulsor de la cristalizacidn, se efectda la
cristalizacién de la insulina cambiando el pH de la solucidn
para aproximarlo al punto isoeléctrico de la insulina, El
intervalo del wvalor dei pH en la que la insulina puede cris-
talizar estd situado entre pH 5 y pH 7.

En el caso de una solucién de insulina con un va-
lor del ﬁH por debajo del intervalo ante; mencionado, por
ejemplo, un valor de pH 2-4, el valor del pH se incrementa
por la adicidén de una solucidén acuosa de una sustancia de
reaécién alcalina,"préferiblemente un hidréxido y particular-
mente un hidréxido de me%al alcalino. En el caso dg una solu-
cién de insulina con wn valor del pH por encima del inteévalo
mencionado antes, el valor del pH de la solucidén se rebaja
por adicidn de uma solucidén acuosa dcida, por ejemplo de uﬁp
dcido diluido tal como el Acido acético, dcido clorhfdrico,
dcido sulfirico y deido fosférico.

Los siguientes ejemplos de la realizacidén sirven
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Ejemplo I '
Se afiaden 300 ml de uma solucidn de cloruro cipri-
i co que contiene 1,3k g ge Cu012.21120 a 5 g de insulina amoy-
‘ fa (aproximadamente 23.unidadés internacionales por miligra-
mo), después de lo cual se disuelve la insulina por adicidn
lkde 5 ml de dcido clorhidrico 1n, 150 ml de acetona y 500 ml
de tampén citrato, con 10 gr de 4cido citrico y se afladen
\entonces 5,6 g. de hidréxido sédico después de lo cual se
Justa el valor del pH de la selucidn para aproximerlo a 6,0

t

espués de algunas horas se completa la cristalizacién. Se
' .
sepérap los eristales de insulira por succién y se lava pri-
mero con ;gua y despuds con acetona. Contienen aproximadamepn
te 0,37% de Cu,

"Ejemplo IT

s+ El procedimiento es como en el Ejemplo I, emplean-|
do 300 ml de una solucién de cloruro de manganeso, qué con-

tiene 7,22 g de Mn012.hH20, en lugar de la solucidén de clo-

ruro ciprico. Los cristales de insulina seca contienen apro-

ximadamente 0,38% de Mn,
| Ejemplo IIT

El procedimiento es coﬁo en el Ejemplo I, pero em-
pleéndo 300 ml de un cloruro ferroso que contiene 5437 g de
FeClz.&Hzo en lugar de una solucién de cloruro ctiprico. Los
cristales de insulina secos contienen aproximadamente 0,30%
de Fe,

Ejemplo IV

Se obtienen las siguientes soluciones bdsicas:
A, Una solucidn acuosa (pil aproximadamente 6,5) de insulina

amorfa orivin o partir de péncrcas de cerdo, que contiene
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aproximadamente 7,5 g de insulina por litro, 16-17% de ace-
tona y 1,1% de dcido citrico.
B, Una soiuci6n acuosa que cohtiene 0,56% de

MnSOu.tho
C. Uﬂa solucién écuosa que contiene 0,70% de

FeSOh.7H20
D, Una solucién acuosa, que contiene 0,63% de

CuS0,, . 5H,,0
E, Una 3q1uci6n acuosa, Que contiene 4% de Zcido citrico,
v sé ajusta el pH a aproximadamente 7 con hidrdxido sédico;
(1) se aﬁéden 4 ml de acetona, 20 ml de solucidén B y 7 ml de
solucién E a 50 ml de solucién A, Se reduce el vaior del pH
a aproximadamente 6,4 con 4cido clorhidrico y la mezcla se
mantiene durante 15 horas a aproximadamente.42C,

Los cristales de insulina que se forman se separan
por succidn, se lavan primero con agua y después con acetona
y se secan.

(2) Se afiaden 4 mililitros de acetona, 20 mililitros de so-
lucién C vy 7 ml de solucién B a 50 ml de solucién A, El va~
lor de pH de la solu;ién se reduce a 6,05 con écidq clorhie~
drico y se deja reposar el compuesto durante 15 horas a 4fC,

Se separan los cristales de insulina asi formados,
seilavan con agua y después con acetona y Se secan.

(3) Se aficden 4 ml de acetona, 20 ml de solucién Dy 7 ml de
solucién E a 50 ml correspondientes a la solucién A pero ob-
tenidos a base de insulina amorfa libre de zinc, Se reduce

el vaby del pH de la solucién a 6,03 con dcido clorhfdrico
y se dejareposar el compuesto durante 15 horas a aproximada=~
mente 49C, Se separan los cristales de insulina asi formados,

se lavan primero corl agua y después con acetona y se secan.

B N X

e R b v s g i b
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ios cristales de insulina contienen aproximadamente 0349
dezcobre Yy nads de zinc. ‘

Ejemplo V

Se ofiaden 2000 ml de agua destilada y 200 m] -
de &cido clorhidrico normel a 2500 ml de un tempén fosfa-
to producidq por disolucidén de 335 g de NazHPoq.laHao y
55 gr de KH2P04 en 20 1 de agua destilada después de lo -
%ual se afiaden 200 ml de una solucidn de»insulina, que con

e el »
Flenewgu g 3¢ insulins poer ml vy 500 m) de une solucidn de

lcloruro cfiplico, obtenida por disolucién de 26,8 g de CuC-

1,.20,0 en 1 L de egua destilada y 500 ml de acetona, EI -

valor del p? del compuesto se ajusta entonces a 6,2 por -
sdicién de aproximedsmente 230 ml de NH,OH normal. Le crig
alizacidén de ls insulina tiene lugar en unas pocas horas
¥ los cristales se separan despuds- de pocos dias.
En resumen, la Patente de Introduccidén que se
solicita deberd recaer sobre las siguientes.

REIVINDICACIONES:

. l12,~ UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE -
CRISTALES DE'INSULINA, esencialmente caracterizado porque
consiste en la preparacion de un medio scuoso que contie-
ne insulina en forma no cristalina e iones divalentes de,
pof.lo'menos, uno de los metazles seleccionados del grupo

compuesto por.cobre, manganeso y hierro, y en el ajuste -

del PH de dicho medio acuoso a un valor dentro del interva

lo de 5 a 7, estondo presentes los referidos iones divalen
tes en dicho medio acuoso eh una cantidad superior sl 0,5%
en peso de insulina, tal que log cristales de insulina.que

contienen dichos metales se precintan al ajustar dicho P

del sludide medio al citsdo valor; habiendose previsto que

[ T T e S e PPN

SR




. 10

18

20

25

30

N ~11 =

elimedio acuoso tenga un contenido de 0,01 a 0,5% en peso,
de ién ciiplico; de 0,1 a 0,8% en pego, de ién mqnganesé’&
de 0,05 a 0,5% en peso, de idn ferroso.

B Se reivindica por 1ltimo como objeto sobre el ‘
que ha de recaer la Patente de Introduccién que se solici-
ta: "UN PROCEPIMIENTO PARA LA‘PEODUCCION DE CRISTALES DE -
FNSULINA".

i Todo conforme queda descrito y reivindicado en
ha presente Memoria descriptiva que consta de once péginas

| .
mecanografiadas.

Mad£id, 7 de Septiembre 1.976
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