
MEMORIA DESCRIPTIVA 

p e ra  s o l i c i t a r

P A T E N T E  DE  I N V E N C I N

- ea

E S P A Ñ A  

por VEINTE años

a nombre ce NOVO TERAPEUTISK LABCRATORIUM A/S, nticsd 3,s.- 

n-ssa, astabIsolda en 11$, Fugléhahkeveg., Cepanhagna, TINA- 

MARCA, por;

"W  PROCEDIMIENTO DE PRODUCIR m  DERIVADO DEL 

HORMON ^UE DISMINUYE EL AZUCAR DE LA SANGRE, 

ASI COMO EL DERIVADO DE INSULINA".-

En l a patente Ni 157*908, se. dcecríbé un procedi­

miento de producir un preparado d'í hormón cu¿ disminuye al 

azhoar c- le sangra haciéndolo reaccionar.con lsoc38netos,

aftodo que- sr caracteriza porque la  reacción de dichas sua-
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te n o ia s  s o lo  n  r e a l i z a  h ? s t a  un punto sn é l  cu a l  s i  h s r -  

mín r s t ia n e  t*do su  e f e c t o  dism ínuidor d a l  e zú ca r  da la  

sangre, o l a  p a r t a  asarte 2. a l  d e l  mismo, en unidad"^' ce in -  ' 

s u l in e ,  s ien do, s in  embargo, ? s t -  e f e c t o  a lte r a d o  do t a l  

5 manera cus e l  -i': oto diam inoidor d el a zú ca r  d: l a  sangra*

e l  organismo, del d ia b é t ic o  Se e x t ie n d e  en un p e r io d o  da 

tiempo mí- la r g o ,  ? s t a b lo c i  Endoso le e  con d ic ion e s  ds ro e c -  

eión n e c e s a r ia s  para, p r o d u c ir  et. r e s u l t a d o ,  como conse­

cu e n cia  de invs e t ig a c io n a s  b i o l ó g i c a s .

10 Como los ieocianetos puedan reaccionar con agua

lo mismo que con aminas primarias o secundarias y grupos 

de hidrcxilo del hormón que disminuye el azúcar de la  san­

gre al realizar e l procedimiento según dicha patente, hay 

gran número da mañeree en quíi la reacción puede tener lu -  

15 gar, razón por la  cual no se conoce con certeza cuál es la  

explicación del efecto observado.

Pero, la s  investigaciones han demostrado ahora que 

la reacción de los hormones que disminuye el azúcar de la  

sangre con lo s isocíenatos, según e l procedimiento descrito  

20 en dicha patente, es principalmente una reacción en la cual 

intervienen los grupos aminicos valorebles presentes gi e l  

hormón,

A consecuencia de esto es posible, según e l pre­

sente invento, producir derivados del hormón que disminuye 

25 el azúcar de la  sangre que hayan ccn servado la totalidad o 

una parte esencial del efecto disminuídor del azúcar de 

la  sangre que tenia e l material de partida, pero estos deri­

vados se distinguen porque su efecto en e l interior del cr-
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ganismo del diabético se extiende a tai periodo de tiempo 

més largo, sustituyendo el isocienato por otros re a c ti­

vos que, lo mismo que e l iáccianatc reacionan con grupos

amiüícos por sustitución da un átomo de hidrógeno o de los

Por via de ejemplo, dichos reactivos pueden ser 

Cloruros a cilico s, snhidrid-s e c ilic c s , catones, a lk il-h a-  

lógenos, aldohidcs y catones, xaatidrol etc.

En el ceso da une acción demasiado fuerte de los  

reactivos, aparece, como en el caso de log%sa:ienatoe, une 

inactivación to ta l o p arcial del hormón. Por consiguiente 

la acción debe regularse de manera que;, el efecto disminui- 

ñor del azúcar de la sangre, calcule de como unidades de in­

sulina, se mantenga to ta l o esencialmente. Esto puede com- 

15 . probarse eegón e l caso con isocienato, por medio de experi­

mentos biológicos en los cueles so emplean los animales que 

permiten oonpareción entre insulina y derivados que tienen 

un efecto de insulina mós ó menos prolongado en el ser hu­

mano. Ya es conocida en si misma esta normalización bio- 

20 lógica de ios derivados de insulina que tienen un efecto  

prolongado.

Por m¿dio ó# ún control en la-forma descrita, o 

cualquier otro modo, e s posible, en relación con c-ada 

uno do lo s reactivos en cuestión establecer condiciones ^x- 

25 pt¿r imán te le s  por medio de la s  cuales puede conseguirse el

deseado mantenimiento del efecto disminuidor del ézucsr

le  sengt-e c la  parte esencial del mismo.

5 dos.

Pero s? ha descubierto que, s i s&-< :ue el



5

10

15

20

25

^  o  o

íe .o tiT . ^  ou.^ti<Sn y e l hormía ,eao o i.a.n  .a aa. mascl, 

d. r ,.c .id a  lahomogíne., ac se puede evitar en todos los  

M .os, pare le  oettezs a .o e sa ri, ej^aolOn p r a .t i-

"" * * * < * '  S"° Taya damasieg. hacien­

do 3¡u; el hormca es ia .e tiv e  to ta l o parcialmente lo  mis­

mo sw  en e l oaso en qus se usen ieooiaastos ta o.adloio- 

at-s sim ilares. Sa, P "*f, dsoeftls que ls  remolda se rea­

l ic e  en una fase homog&nas, si a s t .  f . „  puede establecer- 

se#

?*re obtener una faaa dgT esoo-ión homogénea, lo  

mismo que sn @1 ceso de hacer reaccionar isocienato con e l  

hormón que. disminuye el azác&r da la sangre, p^r ejemplo, 

puéáf osarse una solución do in solfa a con una mezcla de 

agua y un disolvente orgánico que haga el reactivo  más o 

menos soluble, de manera que le  reacción puede - tsner lugar 

en le  fee& de reacción así establecida conteniendo insulina 

lo mismo que reactivo. Contrsilendo la  temperatura, el va­

lor j^ , le  proporción a que* síi abade el reactivo, su con— 

centración, le  composición del disolvente y e l tiempo de 

reacción si se desea; as posible regalar le  reacción pare 

obtener el derivado deseado, y a l mismo tiempo la reprodu- 

cibilid ad  necesaria para la u tilización  práctica dal méto­

do.

En vez da establecer la s  con dioiones de reacción 

requeridas pare obtener el producto deseado a base de enc- 

p rimen tos biólógiccs, es también posible establecer estas 

condicionas a bea< de investigaciones de carácter puramente 

químico c físico-quím ico.
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Dí. hecho, sí he descubierto que los. darivedee 

que han mantenido total..onuesencielments El afecto dis­

minuí cor drl azúcar de le sangro &el hormón medido en uni­

dades de itísulina, poro en. loe cuales e l ófecto disminoi­

dor del azúcar de la  sangre es do ta l  carácter que su ac­

ción ¿entro del organismo del diabético se extiende en un 

periodo de. tiempo relativamente largo, se caracterizan per- 

cus un número ¿o grupos amia icos val arables en el hormón 

que disminuye pl azúcar de l e o  angra, que ascienda a 1 -  30 

x 10"-̂  mmol/mmol to ta l -N, cu: en los sucesivo se llama­

rán más cómodamente 1- 30 amino-grupes han sido atacados 

por fri reactivo.

Debe obsto-ver se cus hay en conjunto 78 x 10*3 .^ i -  

no-grupos per mmol to ta l -N en 3 1- hormón#

El de seo de efecto pro'-cagado sólo ocurra por lg  

acción de l o s  reactivos sobre los emino-grupes,valorablss 

dal'horcón. Este efecto prolongado se mantiene en acción 

osntinua, pera cuando cierto número de amincgrtpos sa po­

nen en reacción surgirá al mismo tienpc una'activación pro­

gresiva. Esta inactivación es ligera el principie, pero 

se vuelva mf- pronunciada cuando la  reacción sa lle v a  més 

a de renta y el punte en que comienza o manifrotarse está 

gen.:'raímente dispuesto de manera que a l ataque da 25 a&lno- 

grupos vaporables sufre une rurucción dr actividao es 20 a 

25í  ̂ a l  peso que asta reducción -aumenta hasta un $0% cuando 

intervienen unos 30 emino-gruy-r valorables# Un derivado 

cuya actividad cu he r educido ¿. ¿ats modo seguiré poseyen­

do un efecto prolongado, pero por razón del a lto  valor del

-  5 -



10

15

-20

25

hormón cae Risminuy.. #1 azúcar de la  sangre, so s-rr§ uaual- 

mcnte ventájese operar cea un grado tan alto A o 3 n a ctiv i­

dad, y por cenriguientc al inv&nto no incluya métodos en 

que- otan atacadas múa de y¡ emine-grupes val oral 1:- e.

So he Rsecubiarto que baje la -  condicione a Re reac­

ción a consuegrar en le  producción Reí derivado, d ssapare- - 

erró en gen, ral cierto námaro de omino-grupos valer abl^o, _ 

probablemente p^r causa Re nueve disp-'alción intramolecular, 

de manera que una reducción en e l número de emino-grupos nc 

puede intsr-pretarse exclusivas.ante como resultado da la 

acción Re 1er reactivos. Se ha descubierto que ,;&te nue­

ve Ri.:p:..;-ición HKl--cu'fr- sola no tíen influencia sobre la. pro- 

1 nugación R-l efecto ¿ísminuiRer del, azúcar áe le. sangra, 

y per tente, según el pr  ̂ .nts invento es necesaria distin­

guir cuideRoeanont, m try aminogrupes que han pide atacados 

por reactivo y a mino-grupos valorebles que han desapare­

cido o dejado Re ser amino-grupos vadorables como consecuen­

cia Re les nieven ¿Lieposiciones moleculares y sí se quiera 

esto p ueñ-e efectuarse cooparando un derivado dado con un 

control qu? s- produce en le s  mismas cendd cíense, pero sin 

la adicionan? Re le s  reactives en cuestión.

E l  número ñu aminegrupos veloreblsr cuí: en condi­

ciones ¿adar- <--on atacados por un re activo dado, pus Re de­

terminarse da variar manaras difsr--ntes en principio* -

En algunos canos, s-r& asi posible determinar di­

rectamente la cantidad de reactivo que ha reaccionado con 
e l  hormón y por 66te el número de amino-grupos valorables

atacados puré C'-..cuI.prsé, suponiándose que sólo son ata-
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cades dichos grupos. Pero en e l caso d; un ataque más v i ­

goroso, pte- de pf-r necesario corregir una ligara reacción 

con loe, fenol-grupos del hormón Pero esta corrección ape­

nas oseaderá del 5% A@ la. reacción to ta l.

El n&DKro de aminogrupoe valorábles atacados, pueda 

además determinarse valorimétricemente. En este caso el 

nAmero d̂  amincgrcpOs atacados se determinan como la dife­

rencia entra el n Amero do grupos valor ables entes y después 

As la  raacoión, corregida por s i correspondiente valor del 

control arriba mencionado, o bien, lo que vían,-, a ser lo  

mismo, como la  dífersacia entre a l nAmaro de aminogrupos 

valorabite en .el derivado producido sagún asta invento, y @1 

número As- amiaogrupos en un control producido sometiendo si  

material de partida a la s  mismas condiciones, que la s  emplea­

das durante la  reacción* paro sin la  presencie de un reac­

tiv o . Se ha descubierto que si nAmaro de amiao-grupos que 

€scapan a la valoración per razón d le supuesta nueva dis­

posición intramolecular y que sen api independientes de la  

acción dé! reactivo añadido, asciende a 30- 40 je 10"^ mMol/ 

mMol. to ta l -  N, da manera que e l número to ta l de aminogru- 

poa hechos invalorables según el invento puede -ascender a 

60-70.

El número de eminogpupos atacados puedo adsmáa de- 

tsrminarsi" d.c otras arneras que determinando le  cantidad de 

reactivo consumido p e r  reacción o per valoración, por ejem­

plo, por medios calorim étricos, y  e l  invento incluye todo

método on que se atacan I-30 amino-grupea valorabla s de les
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hormonas, sin tener sn cútante cómo detarmins d ich o  nú­

mero, y dejando fuera de le cuente @1 namaro d? amino gru­

pos qu' no se pueda determinar por otra razón que la  ac­

ción coi r . activo,

A continuación sr ap licará, @1 invento con les  

áiguientes ajenplos de realizar al método.

Ejemplo I.

Se di. sufrí ven 3 ,2l g. de insulina en 6$ mi. de agüe 

por medio de EC1 n/1 ; se eñedgn 67 mi. de acetona y sg re­

gula e l pH con NaOE n/1 a 8, 0 . á intervalos de 10 minutos 

se añade 31*5 mg do cloruro de b en zoilo en 3 mi, d&s acetona 

an conjunto cuatro veces, restableciéndose si valor 1 oH de 

pués de cade adición con NaOE n/1 . La solución se diluya 

luego con 450 mi. de agua, el derivado de insulina se pre­

c ip ita  a pE 4 . 8 , se disuelve sn 50% de acetona de pE 7-*8 y 

precipita con acetona en exceso. El precipitado se recoge 

se lava en actt*ne y éter y luego se seca,

8s produce un control de igual manera paño con la  

'xclusión do cloruro de benzoilo.

En el preparado producido según lo anterior por 

medio de cloruro da bengoilo, e l número d- eminó-grupea 

que han desaparecido se determina valorimetricamante y as­

cienda a 31, al paso que el número de amino-grupos desapa­

recido en el control es 31. Asiáay 20 aminogrupos ataca­

das.

Por e^yarimentos biológicos realizadas en la for­

ma ordinaria, por ejemplo, en conejos, *1 d arivaao produci­

do resu lta contenír préctivemente ei mismo número da unida-



de insulina que los 3*2-̂  8 de insulina. Los ensayes 

clin ices han demostrado que hay un adecuado grado de pro­

longación#

Ejsuplo II.

Se disuelven 3.21 g. de insulina en 65 mi. de 

agua por medio de HC1 n/1 ; se añaden 67 mi. de acetona y 

el valor de p H se regule oon NaOH n/1 a 8. 0# á ¿ oto se 

añaden a intervalos da 10 minutos 42.8 mg. de áster ben­

c ílic o  del ácido cioro-fórmico, en 4 mi. d$ aceV) na, en 

conjunto tros veces, restableciéndose s i  citad o  valor pg 

después de cade adición por medie de NaOH n%l. La solu- 

oión se diluye luego con 45O mg. na Ĥ O, e l derivado de in­

sulina se precipita a pH 4. 8, luego se disuelve en acetona 

de 50%; a pH 7-8, y se p recipita con acetona en exceso.

El precipitado se recoge, se lave an aoetona y éter y se 

seca#

Se produce un control de igual manera, pero sin 

le adición de áster bencílico d-1 ácido cloro-fórmico.

Valorando el producto producido por medio de ás­

ter bencílico del ácido cloro-fórmico se oonp ruaba que en 

conjunto han desaparecido 50 eminogrupos al paso que en 

@1 control desaparecen 31 amino-grupos, de lo cual resul­

ta que han sido atacados 1$ amin. -grupos.

Por emprimantes biológicos realizacbs o on$j os,

se conprueba que e l preparado contiene e l mismo número da uni­

dades de insulina que lo s 3.2I g. de insulina enpleedos co­

mo material de partida. Por ensayos diín icos se ve que 

e l derivado tien e un adecuado grado de prolongación.
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Ejemplo III .

2 g. de insulina se disuelvan en 8$ mi. de agua 

por medio de EC1 n/1. Se regula e l pH a 7.0 por me­

dio de NaOH n/1 , y en e l  curso de 20 minutos se añade a 

K, gotas une solución de 63.4 mg. de an di árido acético en 4 

mi. de acetona. Añadiendo al propio tiempo una cantidad 

equivalente de NáOE n/10, so mantiene el pE a 7 . 0 . El 

derivado de insulin? así formado sá precipita con acetona 

an exceso, se recoge, se lava an acetona y  éter y se sa­

lo  ce. Los ensayos clín ico s muesq-tran que tiene un grupo 

adecuado de prolongación#

Esta so lic itu d  que corresponda a la  presentada 

an Dinamarca e l 13 de diciemíbre de 1$43  ̂ ba¡jo e l n&mero 

3. 216/43 se acoge a lo s beneficios del artículo $1 del v i-  

15 gente Estatuto de Propiedad Industrial#

- o  -  N O T A  -  o -

Los puntos de invención propia y nueva que se pre­

sentan para que sean objeto de asta Patente de Invención en 

España, por VEINTE años, son les siguientes:

20 l e . -  En procedimiento de producir un derivado del

hasaón que- disminuye el azúcar di- la  sangra, #n el cual es­

te  hormón sf: hace reaccionar por meció de reactivos que# s i-  

milarmenta a le^ isocianatoe ataquen los amino-grupos de ta l  

manara rm- un átomo e átomos de hidrógeno da dichos grupos

2$ sean sustituidos, cuidándose en la  elección de las candiel9_ 

nes de reacción habituales te le s, como tiempo, temperatura

-  10 -
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y conoantración da los componentes empleados en la  rasca?^n, 

ñ'... que la i-:- accidn sO'lt p.rcctdf hasta un punte : n cus el h ri- 

mon mantu-r-'t̂  t^do su tíhcto diem^nuid^i- de-l, az&csr ce la  -an­

gra-. o una- parte esencial- del mismo, p^ro ĉ  carácter altera­

do s i ihrma que- í l  sfsoto sohrt si organismo del diabético 

áe c.xtlsndy --n un periodo da ti cope m̂ e largo.

2 8 Ui p r o c e r  ir i . itn tc  según as r-: i v in d i 'c a  en e l  pun­

t o  18 , ya t i  c u a l  l a r  f a c c i ó n  s^br hl. hormón d e l  r  t a c t i v o  

c a p e s  el. s u r t i t u i r  ami.nc.grupi-;, s . r e a l i z a  an un eh. eterna h c -  

meginto.

38. -  Un procedimiento según s: reivindica en el pun­

to 28, en e.l cusí se emplea une mezci a d̂  ec^-t^ne y aguapa­

ra  $1 disolvente común.

48.- Un proctdiDh ,-ntc *-"gún se i-'-ívír^ica en <L 

punte 1^, u el cual. a* erp re un cloruro anilina.

5*.-Qn prses ti miento según te reivindica rn t-1 pun­

t o  i s ,  .,.n 1 1 c u a l  u *m pita un a n h íd r id o  a c í l i c c .

68.- un p roo oc imisnto según se raivini ice ?n e l  pun­

to 1&, t-n t i cual $1 punto- fina l di .- a r:,aec3ún s-- determi­

na ño manara que haya atacado 1- 30 x 10"^ mMol emlnogrupos 

venerables por mMol Total N an el hormón que disminuye s i azú­

car -t la sangre.

7a .-  Un proc: cimiento según se reivindica ai el pun­

to 6e, en d  cual el número ¿o omine-grupos atacados se ce- 

t - rmine por la cantidad de -t activo que ha reaccionado con ' 

ti hormón.

88.- Un pi-ccff'imi-nto según s-e reivindica sn e l  pun­
to 68, m ti cual el número de amino-grupas atacaras pe d^- 

t-rrménf valorimftr? ca n^nte como la  diferencia ontr si núme­

ro <t. aminc-grup es valorthl-p en -'1 derivado producido según

11
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e l invento, y en un control que ee produce sometiendo el 

m ateria de S srtid . a la s  misma, condiciones que las  

picadas durante la  re.ccidn# pero con e^lusiOn del reaoti*
ve.

- ^  p ro c tó im ícn to  según se r e i v i n d i c a  en el

punto 18, virtual mente como se describe en le Memoria y en
lo s  ejemplos.

^ *̂*** ^  Procedimiento de producir un derivado 

del hormOn que dism inuye el azúcar de la  -'angra, asi oomo 

el derivado da insulina.

Tai y como ss ha descrito en la  Memoria que ante­

cede y con los fines que se han especificado#

Esta Memory a consta de doce hojas escritas por 

una sola cera.

Madrid, 13 SEP. 1346
P* A#
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