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Resumen:

Teniendo en cuenta la importancia del proceso de cristalizacion de
insulina en la formulacién de inyectables con efecto retardado, dicho
fenémeno es retomado y se actualiza la informacién vinculada al
mismo sobre la base de trabajos experimentales y la aplicacién de la
modelacién matematica. En este sentido se evalud un modelo
fenomenologico con independencia del tamario de cristales mediante
ajuste de los datos experimentales para obtener al mismo tiempo los
parametros cinéticos caracteristicos.

Résume:

En tenant compte de limportance du processus de cristallisation de linsuline
dans la formulation des injectables d'effet prolongé, le phenomene est repris et
I'actuallisation de linformation est devélopé a partir du travail expérimental et de
la modélation matématique. Un modéle phenoménologique non dépendant de la
taille des cristaux a été éssayé par l'ajustement des donnés expérimentaux, dont
on obtient en conséquence les paramétres cinétiques de caracterisation.
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Abstract:

Regarding the importance of the insulin crystallization process in protracted effect
injectable formulations, the phenomenom is retaken and information updating is
developed, based on experimental work and mathematical modelling. A non
dependent crystal size phenomenological model was tested by fitting
experimental data and consequently obtaining the characteristic kinetical
parameters.

Introduccién

La caracterizacién del fenémeno de cristalizacién referente a cualquier
aplicacién en particular es una tarea relativamente compleja pero a la
vez necesaria, pues dicha practica sustenta la base imprescindible ya
sea para el desarrollo de nuevas tecnologias de produccion de este
tipo, incluyendo el disefio del equipamiento correspondiente 0 el
mejoramiento de procesos y equipos tecndlogicos ya en existencia.

La practica comun en este sentido conlleva a establecer de forma
adecuada las leyes asociadas al fenémeno que representan la cinética
de crecimiento de los cristales a través de modelos matematicos, los
cuales deben ser ajustados a los datos experimentales
correspondientes con vistas a determinar los parametros de
identificacion del modelo seleccionado. Dicho procedimiento
semiempirico a su vez facilita la aplicacién de criterios de optimizacion
especificos vinculados al desenvolvimiento del proceso de
cristalizacién en cuestion.

Numerosos estudios de cristalizaciéon relacionados a una amplia
variedad de sustancias organicas e inorganicas han sido reportados
en la literatura, los cuales han sido resumidos por Tavare (1987) y al
mismo tiempo han sido enriquecidos a partir de las investigaciones
desarrolladas en sistemas de mayor complejidad tales como péptidos,
polipéptidos y proteinas con relativa importancia en el mundo actual
(Grabenbauer y Glatz, 1981; Nelson y Glatz, 1985; Rohani y Chen,
1993).

La insulina pudiera ser considerada como una de las proteinas que ha
sido mas extensamente estudiada a partir de su obtencion por primera
vez en forma cristalina realizada por Abel en 1928, sin embargo muy
poca informacién actualizada 6 estudios recientes vinculados al
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fenémeno de cristalizacién aparecen reportados en la literatura. En
este caso, trabajos de investigacion muy importantes fueron
desarrollados principalmente por Hallas-Meller (1952), Schlichtkrull
(1956a,b) (1957a,b,c,d,e) (1958) y mas recientemente por Brange et
al (1987) y Feldmeier et al (1991a,b), aunque los mismos no fueron
estrictamente fundamentados bajo un enfoque relativo a las
operaciones unitarias.

Tal y como ha sido expuesto en trabajos anteriores (Toledo et al,
1995a,b), la cristalizacién de insulina juega un papel clave en la
produccién de inyectables de su tipo, que en su mayoria promueven
un efecto retardado en la terapia de pacientes diabéticos insulino-
dependientes de acuerdo a la distribucién de tamario de cristales y la
cantidad de componente cristalino en cada dosis aplicada.

En el presente trabajo se retoma el fenémeno de cristalizacién de
insulina en un primer intento de estimacién de los parametros
correspondientes a la cinética de crecimiento de los cristales. Para
llevar a cabo dicha tarea, normalmente se emplean técnicas para la
obtencién de datos cinéticos que requieren de procedimientos y
equipamiento especial para el andlisis de la distribucién de tamafio de
particulas relativo a la fase cristalina, ademas de la determinacion de
la concentracién de soluto del lado de la solucién. Dicho equipamiento
en la actualidad se caracteriza por su alto costo de adquisicion,
especialmente en el caso del andlisis de proteinas.

Ante ésta limitante se concibié un procedimiento particular para la
obtencion de los parametros cinéticos de cristalizacién partiendo de la
variacién con el tiempo del tamafio medio de los cristales y dicha
informacion empirica correspondiente a la fase cristalina fue ajustada
a la ecuacién diferencial no lineal representativa de la tendencia al
crecimiento de los cristales determinada sobre la base de
determinadas consideraciones deducidas del proceso en especifico.

Materiales y Métodos

1. Fundamento teérico

En las preparaciones destinadas al uso farmacéutico de suspensiones
cristalinas de insulina, la obtencién de cristales monodispersos se
desarrolla mediante la introduccion de un numero predeterminado de
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nucleos cristalinos al comienzo del proceso (Schlichtkrull, 1957b),
asegurando de ésta forma que los cristales alcancen el tamario final
deseado y a la vez reduciendo al minimo el fenémeno de nucleacion
secundaria.

La composicidn quimica del medio de cristalizacién y su procedimiento
de preparacion fue establecido en principio por Schlichtkrull y Nering
(1957). El pH en el medio es ajustado al punto isoeléctrico (5,45-5,55)
y a continuacién se inoculan los pequenos nucleos cristalinos
comunmente denominados como semilla 6 medio de semillamiento.
En el proceso de cristalizacién desarrollado sin semillamiento,
aproximadamente un 95% de la insulina se precipita inicialmente en
forma de agregados y durante la primera hora dicha insulina en estado
amorfo se disuelve en la fase solucion de forma gradual para
posteriormente iniciar el crecimiento de los cristales. La fracciéon
correspondiente a la fase cristalina primero se incrementa
rapidamente y mds tarde de forma mds lenta hasta lograr el estado
final de equilibrio. En este instante cerca de un 92% de la insulina
presenta forma cristalina, mientras alrededor de un 3% se mantiene en
solucién y el resto se mantiene en estado amorio.

Por otro lado, el semillamiento acelera el paso del estado amorfo a
solucién y luego a la fase cristalina con la evidencia de que
practicamente todo el precipitado amorfo inicial se transfiere a la
solucién en los primeros 15 minutos, por lo que en este caso las
moléculas de insulina se ven favorecidas para alcanzar la estructura
cristalina caracterizada por su mayor estabilidad.

Analizando de forma rigurosa el fenémeno, éste debe interpretarse
como un proceso dinamico de transferencia de masa que involucra
dos etapas sucesivas con interacciéon descritas a través de un sistema
de tres ecuaciones diferenciales no lineales deducidas en
correspondencia con cada estado de agregacion de la insulina.
Asumiendo que el paso de amorfo a solucion es casi instantaneo y
despreciando el efecto de nucleacién espontdnea en el caso del
semillamiento, el proceso global de cristalizacién de insulina puede ser
representado mediante una ley de potencia empirica que expresa la
deposicion de soluto en los nucleos cristalinos de semilla de la
siguiente forma:
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dW

=K~Arc ¥ 1
dt G™T M

donde 'Kg' y 'g' son los parametros cinéticos basicos. 'AT' es el area
superficial total de los cristales, la cual se va reduciendo gradualmente
a medida que la fase cristalina se va incrementando en volumen, luego
es mas conveniente expresar la ecuacion en funcién del crecimiento
del tamafio medio de los cristales en lugar del flujo masico de
deposicion:

L1 T (2)
dt

donde finalmente 'g' es el orden del crecimiento cinético; 'kg' es el
coeficiente global de crecimiento lineal que en principio depende de la
temperatura, condiciones hidrodindmicas como la velocidad de
agitacién, ademas de la presencia de impurezas u otras sustancias en
el medio y 'sigma' sera definido de forma conveniente como la
sobresaturacion relativa al contenido inicial de insulina en el medio de
cristalizacion antes del semillamiento de la siguiente forma:

g o= = (3)

Al mismo tiempo, la cantidad de insulina transferida durante el proceso
desde el lado de la solucién a la fase cristalina puede ser expresada a
través del siguiente balance de material:

dt dt
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donde 'V' es el volumen del medio de cristalizacion que es asumido
como constante. Transformando la ecuacidn anterior en funcién de la
sobresaturacién relativa dada por la ecuacién (3) e integrando la
misma, se obtiene entonces:

o =cn—%-(w-wﬂ) (5)

donde 'sigmag' es la sobresaturacién relativa inicial en el medio de
cristalizacién e 'l = Cg V' representa la cantidad inicial de insulina en el
medio.

Asumiendo que el factor de forma de los cristales es constante durante
la cristalizacion posterior al semillamiento, el crecimiento masico del
componente cristalino puede ser expresado en términos del tamafio
medio 'L™' a través de la relacién:

W =WoL/Lo)}  (6)

donde "Wq'y 'Lo' representan la masa de nucleos de semillamiento y
su tamafo medio respectivamente.

Combinando las ecuaciones (5) y (6) es posible obtener la relacion
entre el tamafio medio de los cristales y la sobresaturacién relativa de
la siguiente forma:

GzO'o—%[(EIEu)‘—I] (7)

y sustituyendo ésta en la ecuacion (2) se obtiene finalmente:
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la cual es una ecuacion diferencial ordinaria no lineal que describe la
dinamica de crecimiento del tamafno medio de los cristales durante el
proceso de cristalizacion.

2. Ajuste de los datos experimentales.

Con el propésito de evaluar la validez del modelo matematico y al
mismo tiempo obtener los parametros cinéticos caracteristicos 'kg' y
'g', se concibié un procedimiento para el ajuste de la ecuacion (8) a la
informacién obtenida de la variacion del tamafio medio de los cristales
'L' respecto al tiempo en los diferentes ensayos experimentales. Dicho
procedimiento se ilustra de forma esquematica en la fig. 1.

La ecuacién diferencial ordinaria no lineal que representa el proceso
de cristalizacién es resuelta para los parametros cinéticos obtenidos
en iteraciones sucesivas como resultado de la aplicaciéon de un método
de optimizacién por busqueda automética, a través del cual se va
ejecutando la minimizacion de las desviaciones de los datos
experimentales "e" respecto a los valores teéricos correspondientes a
lo largo del tiempo de duracién de la corrida"Ts ", utilizando el siguiente
criterio como funcién objetivo (F.O.) a minimizar:

T,

[elat (9)

0

: 1

I‘ O .= o
r.f
La combinacién de ambas técnicas numéricas se llevé a cabo

simultaneamente utilizando como soporte computacional el sistema
MATHLAB Version 4.2.

3. Trabajo experimental.

Se desarrollé un primer conjunto de ensayos de cristalizacion de
insulina a partir de la inoculacién de volumenes predeterminados de
nicleos de semilla obtenidos mediante dos procedimientos diferentes
descritos por Schlichtkrull y Nering (1958). En este caso se utilizaron
tres preparaciones de semilla cuyas distribuciones de tamano de los
nicleos fueron identificadas con tamanos medios de 10; 68 y 2,2
micras en cada caso.
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Un segundo conjunto de experimentos se llevé a cabo en tanto que fue
seleccionado entre ambos procedimientos de obtencién de semilla
aquel que aseguraba un tamano medio de los nucleos entre 1..2
micras (Schlichtkrull, 1957b). En tal caso se obtuvieron otros tres
preparados de semilla con distribuciones de tamano entre 1..1,5
micras para el desarrollo de dichos experimentos de cristalizacion.

En todos los experimentos se preparé el medio de cristalizacion con un
contenido de 1% p/v de insulina de origen porcino altamente
purificada, 7% p/v de NaCl, entre 8..9 mg de Zn2+ por gramo de
insulina para asegurar una proporcion de 4 Zn2+/hexédmero de
insulina; 0,1 M de acetato de sodio trihidratado y suficiente NaOH en
concentracién 2N para ajustar el pH del medio entre 545..55
correspondiente al punto isoeléctrico de la insulina. La insulina
utilizada fue suministrada y a la vez certificada por DIOSYNTH. El resto
de las sustancias fueron suministradas y a la vez certificadas por BDH
como reactivos para uso analitico. Las mediciones de pH se llevaron a
cabo mediante un pHmetro digital RADIOMETER con apreciacién de
+0,01.

Una vez preparado el medio de cristalizacion, se introdujo en cada
caso una cantidad de semilla predeterminada de acuerdo al
procedimiento descrito por Schlichtkrull y Nering (1957) y Brange et al
(1987). Durante el proceso de cristalizacién se tomaron muestras a
intervalos de tiempo especificos para determinar la distribucion de
tamarfio de cristales a través de un microscopio 6ptico OLYMPUS BH-2.
En tal sentido se emple6 una técnica de conteo, una vez que se
verificada la precision y la repetibilidad del dispositivo, en la cual
debian contarse y medirse mas de 100 cuerpos cristalinos aislados en
una cdmara FUCHS para determinar el porcentaje numérico de
distribucién acumulativo y diferencial en cada muestra. Al mismo
tiempo, el tamano medio fue determinado a través del cociente entre el
primer momento M; y el momento cero My para cada distribucién de la
siguiente forma:

Lmax

N jnLdL
B =t (10)
: In dL

Linin
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Discusion de resultados

En las fig. 2 y 3 se ilustra de forma grafica el ajuste del modelo
matematico propuesto a los datos experimentales obtenidos en las
diferentes corridas realizadas. De igual forma en la tabla | se muestran
los parametros cinéticos correspondientes producto de los ajustes
realizados, asi como el indice de la calidad de los ajustes expresado
numericamente por el propio criterio de optimizacién (F.O.).

En todos los casos se observa que el modelo teérico reproduce en
buena medida las tendencias de crecimiento de los cristales con un
mayor o menor grado de calidad en el ajuste, lo cual esta dado
fundamentalmente por los errores inherentes a cualquier medicion
experimental.

En el primer grupo de experimentos se evidencia que a medida que se
emplean tamafios medios de semilla mas pequefios el coeficiente de
orden cinético 'g' se incrementa en magnitud, lo cual es consecuencia
del aumento considerable del area superficial especifica de los
nucleos de semilla en relacién inversa al tamario de los mismos, por lo
que de acuerdo a la ecuacién (1) la transferencia de masa hacia los
nucleos se ve favorecida y en tal caso el proceso de cristalizacion se
verifica de forma mads répida.

De igual forma se observa una influencia similar sobre el coeficiente
global de crecimiento 'kg', aun cuando todas las experiencias se
realizaron a temperatura ambiente de 200 C y agitacion constante de
85 rpm. No obstante, las condiciones hidrodinamicas en el medio de
cristalizaciéon parecen también ser favorecidas con la disminucion del
tamano medio de los niicleos cristalinos dado que la cantidad de
nucleos a inocular para obtener el mismo tamafno al final es menor,
aunque tampoco se descarta una posible relacién con el tamafio y la
forma de los cristales, la cual durante las mediciones realizadas en el
microscopio se detectd que es predominantemente rombohédrica.

En los experimentos 3, 4, 5y 6, donde se utilizaron tamafos de semilla
entre 1y 2,2 micras se determind un mismo valor para el coeficiente
global de crecimiento de 65,0 y un coeficiente de orden cinético
promedio de 13,08 con una desviacion standard de +1,80; muy por
encima de los valores normalmente reportados en la literatura para
otras sustancias que generalmente se encuentran en un rango entre 0
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y 2,5 por lo que se evidencia que para las condiciones en que
normalmente se desarrolla la obtencién del componente cristalino en
las formulaciones de insulina tipo LENTARD y sobre las cuales se
basaron estos experimentos, el proceso de cristalizacién se verifica de
manera bastante rapida.

No obstante en los experimentos 5 y 6 el crecimiento de los cristales
fue insuficiente para satisfacer plenamente el rango de tamano de
cristales establecido entre 10 y 40 micras para este tipo de
formulacién, lo cual puede haber sido producto de que se hayan dado
condiciones favorables para el desarrollo de una nucleacién
secundaria en estos experimentos en particular.

Conclusiones

Como resultado final del trabajo se demostré que el modelo
matematico propuesto basado en la ley de MacCabe de crecimiento
lineal con independencia del tamafio de particulas y con las
consideraciones realizadas de antemano, reproduce en buena medida
el proceso de cristalizacién de insulina que normalmente se lleva a
cabo en la obtencién del componente cristalino para formulaciones de
Insulina-Zn de efecto retardado, el cual se verifica de manera
relativamente rdpida en comparacién con otros procesos de
cristalizacion conocidos para otras sustancias érganicas e inorganicas
de menor complejidad.

No obstante, se recomienda para futuros trabajos la evaluacién de
otros modelos matematicos similares que incluyan la influencia del
tamano de cristales sobre la velocidad de crecimiento asi como la
velocidad de nucleacion bajo las mismas condiciones experimentales.

TABLA 1: PABAMETROS CINETICOS OBTENIDOS A PARTIR DE LOS AJUSTES EFECTUADOS

EXPERIMENTO COEFICIENTE kg (um/m) ORDEN CINETICO 'g' INDICE DEL AJUSTE

1 85 1.7 6,23
2 11.0 3.5 0.4
3 65.0 10,6 0.7
4 65.0 12.9 10.3
5 65.0 145 6.7
6 65.0 143 2,0
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Nomenclatura

AT: Area Superficial Total de Cristales (m?2)

c Concentracién de Insulina en el Medio (g/mL)

- Concentracién de Insulina en Condiciones de Equilibrio

(g/mL)

Co: Concentracion Inicial de Insulina en el Medio (g/mL)

e: Desviacion de Tamano de Cristales Relativo a su Valor
Tebrico (um)

o) Coeficiente de Orden Cinético

I: Masa de Insulina Inicialmente en el Medio (g)

kg: Coeficiente Global de Crecimiento Lineal (um/h)

Ka: Coeficiente Global de Transferencia de Masa {glm2.h)

L: Tamano de Cristales (um)

L=: Tamarfo Medio de Cristales (um)

Lo: Tamano Medio de Semilla (um)

Lmin:  Tamafo Minimo en la Distribucién (um)
Lmax:  Tamano Maximo en la Distribucién (um)

Mo: Momento "0" de la Distribucién Diferencial

Mi: Primer Momento de la Distribucién Diferencial

n: Densidad Poblacional de Cristales (No./um..mL)

I Tiempo (h)

Tt Tiempo de Duracién de Corrida (h)

V: Volumen del Medio (mL)

W: Masa de Cristales (g)

Wo: Masa de Nucleos de Semilla (g)

SIMBOLOS GRIEGOS:

sigma:  Sobresaturacién Relativa a la Masa Inicial de Insulina en el
Medio

sigmag: Sobresaturacion Relativa Inicial en el Medio
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