v

T L

| (mézmovia @escriph'va

para

una Patente de Invencién,
por veinte sfios en Egpafia

a ﬁu‘or c[e

la n.s. Noyo Terapeutisk Lgboratorium A4/S.
= sociedad danesa =

residenle en

Copenhagen (Dineamarea) Fuglebakkeve], 115

-~ -
por:

* PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE PREPARACTONES INYECTABLES
) " IE INSULINA CON EFESCTO FROTRAIDO "

INVENTORES: D. Knud Halles=Mgller,
D. Xarl Petersen, y
D, Jfrgen Sohlichtkrull;
los tres de nmcionalided danesa,

v bbb



Relie

20

25

| protraido medisnte inyeccidn subcutdnea de insuline disuelta,

La importancie de la preseccia de cinc en diversas
preparaciones de insuline para inyeccibn subcuténea e intra-
muscular ha sido objeto de cierto nimero de ensayos quiwicos
bioldgicos v clinicos.

D

Es sabido que puede lozrarse un efecto Lerapédutico

en los conejos cuando le disolucién de insulina contiene gran
des cantidudes de ciiiec. De aquil que para obtener un efecto
protraido importante sea necesario emplear cantidades tan con
siderables de cinc (aproximadamente 10-20 gamms por unidad de
insuline, correspondientes aproximedamente a 40-800 mg de cinc
por 100 milimetros con 40 unidades internacionsles de insuli-
na por milimetro) que por la inyeccidn en los seres humanos
eparecen irritacionea graves por el lado de la inyeccidn, al
mismo tiempo que resulta también discutible si tan grandes
cantidades de cinc podrén sdministrarse diariamente al orge~
nismo humano con seguridade. La consecuencia ha sido que las
preparaciones de insulina constituidas por insulina disuelta
con cinec incorporado, nc han encontraedo aceptacién en la préc
tica clinica.

Tembién es sebido gue las preparaciones de protamine~
insuline con incorporacién de cinc poséen un efecto més pro-
treido que el de las mismas preparaciones sin incorporacién.
de cinc. Esta observacién se ha demostrado ser de gran impor-

tencie y les preparaciones de protanmine~insuline con adicién

——
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| de cinc han encontrudo extensa aplicscidén en la préctica cli-

nica.

Pambién es sabldo que cierto mimero de metales tienen
la propiedad de precipitar la proteina. Por ejemplo para la
precipitacidn de las proteinss puede utilizarse hidrdxido de
cine precicitado. |

Asf{ la insulina se ha precipitado cuantiitativemente
agregzndo un precipitédo de hidréxido de cinc  obtenido por el
sulfado de cinec con sosa cdustica, & una disolucidn dcida de
insulina. El precipitado de insulina y de sel bédsica de cinc
ge ha inyectado experimentalmente en animales, dando por re-
sultado un efecto més intenso y protraido de la insulina que
el que se logra con la insulina ordinaria. Sin embargo con can
tidades algo importantes de cinc parece que el metal neutrall
ze. el efecto de la insulina. Pero el efecto clinico de estos
precipitados no se ha enssyadoc y bampoco se han obtenido pre-
paraciores adecuadas pare ls splicacidn clinica a base de en—
seyos bioldzicos realizados.

Finalmente se ha hecho ensayos quimicos respecto a
la Tacultad de le insulina precipitada en estudo amorio para
fijar el ciic con objeto de proporcionsr cinc & lae insulina
en las gléndulas pancreéticas. Como materizal de partida para
estos enscyos se ha utilizado en parte insulina libre de cinec
vy en vnarbte cristalina.

Lz insulding libre de cinc se ha producido de la insu-

lina comerciel ordinsrie medisnte cierto nimero de yrocesos
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sucesivoe de disolucibn y precipitecidén, empleando p. ej. hi-

 dréxido aménico o acetaeto de amonioc como tempén en las fases

de precipitacién lo mismo que p. ej. &cido léctico en las fa-

% ses de disolucién. As{ se ha comprobado que gran parte de la

(| insuline exenta de cinc se precipite con diversos valores del

pH en presenciae de 9,5 gamma de cince por unidad de insullna y
que gran parte de la insuline exenta de cinc se precipita con
un pH de 7,0 en presencia de diversaes cantidades de cinec. Se
ha descublerto que con un pH de 7 como méximo se requeria -
aproximadamente 10 gamme de cine por unidaed de insulins pare
lograr le precipitacidn completa de le insulina y que incluso
con este contenido de eine, con valores del pH inferiores &
7 ¥ superiores a 4,5 se encontraba en disolucidn aproximademen
te del 5 al 15 % de la insulina.

En los ensayos realizados con insulina cristelina, es-

ta insuline cristalina se disolvia en &cido clorhidrico egre-

gando cloruro de cine en diversas proporciones y luegod coun so-—

sa cdustica se ajustaba & pH 6,5, después de lo cual se compro
babe el contenido de cinc del precipitado resultante. Los en-
sayos demostraron que la insuline. amorfa precipitada al ajus-
tar a un pH de 6,5, conten{a cantidades crecientes de cinc al
eumentar la concentracién del mismo c¢inc. Ninguns de las sus—
pensiones conteniendo cinc de insulina amorfe, formadas en los
enpeyos quimicos citados, se ha ensayado bioldgicea o clinica~
mente ¥y ningune de las guspeunsiones era sdecuasda pare emplear—
se en la préctica clinica.

El presente invento tiene por objeto la produceidn de

L]

preparaciones inyectables de iunsulina con efecto protraido y
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basadas en la insulina precipitada en estado amorfo. El inven
to se funde en la siguientes observaciones quimicas:

1). Le insulins precipitada en estado amorfo no so0lo
es capaz de fijar cinc, sino tembién otros metales. Asi, si
se reemplaze el cinc por cobulto, niguel, cadmio, cobre, man-
gerieso o nierro, se encontrard que estos metales se fijan por

la insulina amorfa de modo anélogo al cine, dando wuor resulta

do corvespondienves variaclones en la solubilidsd de lz insu- |

lina y un efectc bioldgico modificado.

2). Ajustendo une disolucién feide de insulina crista
lina o amorfa a un pH aproximedenente de 7, serd posivle te-
ner la insuline precipituds pricticamente en grado cuantitati-
vo en estado amoric en presencia de bastante menos ciic que
en los enszyos bloldgicos arribs mencionados, y en los ensayos
quimicos en los que como meterial de partida se empleaba insu-
lins exenta de cinc. Segin el inventoc se ha descubierto de e
te modo que la precipitacidn cuentitativa puede lograrse fé-
cilmente cuando se haye presente slgo més de 0,6 gamma de cinc
por unided de insuline. Pueden +tembién obtenerse precipita -
clones correspondientes empleandc los metales antes citados
en una cantidaed del mismo érden que la cantidad de cinc sefig-
lada. Con otras palabras: es un hecho que puede tenerse, por
ajuste a pH aproximademente de 7, insulina precipitade en can
tided generalmente cuantitativa en estado amorfo, cuandoAuno
o mds de los metales citados se encuentra presente en tzl can
tidad que la suspensidn resulisunte de imsuline emorfa conten-

ga més de aproximadamente 2 x A x 10~5 miliequivalentes de
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los meteles citados por milflitro de suspensidn, designando

nA® o] mimero de unidades internacicnales de insulina por mi-

1{litro de suspensidn. ‘

3). Ademés los ensayos quimicos hen demostrado de modo
sorprendente que no es posible producir una suspensibn de in-
sulina con cinc segiin el invento por los procedimientos ordi-
nerios conocidos pars obtener preparaciones neutras de insuli
na con efecto protraido. Preparaciones experimentales conte-
niendo cine e insulina y ademés producidas segin los métodos
conocidos (adicidbn del isotdbdnico, tampbn y agente preservador
en condiciones asépticas) tienen por regla general el mismo
efecto gque la insulina ordinarie y ademés son inestables.,
Otros experimentos han demostrado que la cause de esto deve
atribuirse a los tampones comunes, los cuales se ha descuvier
to que interiieren con el proceso quimico entre el metzsl y la
insuline.En este se requiere para el efecto bioldgico protrai-
do que la insulina se haga diffcilmente soluble con la reac -
cién neutra de la sangre y as{ es necesario que sea compgtible
con los posibles factores gue influyen o pueden neutralizesr -
completauwente la formacidn de la insulina amorfe dificilmente
goluble.

El tampén o amortiguador més comdn, los fosfatos, no
puede por tanto utilizerse, & excepcidn de las preperaciones
basadas sobre el niquel. Los tampones de citratos no pueden
utilizarse juntameﬁte con algunos metales. Despuds indicaremos
los tampones adecueados.

El proceso quimico entre la insuline y el metal que
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- d& por resultado el efecto bioldgico protraido, es con otras

pelebras, muy sensible a cantidades inclusoc pequefias de otros
aditementos.

Al escoger estos aditsmentos, como son las sustancias
tampén, los agentes isoténicos y preservativos, hay por tanto
necesidad de asegurarse de que las sustancias en cuestién no
presentan en las councentraciones reQueridas mayor afinidad .
por el metal empleado que la insulina, de suerte que se impi-
da la unidén entre la insulina y el ibn metédlico que se requie
re para lograr el efecto biolbgico retardado.

4). Segin el invento se ha descubierto ademds gque los
precipitédos de insuline amorfe en presencia de los metales
mencionados son sélo estables dentro de un orden de valores
muy definidos del pH y dependiente de la cantidad con que la
insuline se encuentre presenie en estado disueldto. Si el pH
no estd comprendido deutro de un Srden pequefio bien defenido
¥y sl no se towmen precaucliones pars que haye seguridad de que
golo unea cantidad muy pequeila de insulina se hallia presente
en estado disuelto, la insulina precipitada en estado amorfo
se transformerd coustuntemente en insulina cristalina. Con
objeto de evitar la transformacién en insulina cristalins, el
p debe encontrarse entre aproximedamente 6-6,5 y aproximeda~
mente 8,5. Dentro de este orden de valores del pH en cuaslquier
proporcidn se encontraréd en disolucién menos del 2 % de la in
sulina presente,

Cuando el 1limite inferior del pH se determina aproxi-

madauente en 6-6,5 debe advertirse que el limite inferior de-
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pende de la cantidad presente de los meteles citados, de suer~
te que podrd utilizurse uvn valor inferior del pH cuendo aumen-~
te la cenvidad de metal, Si, p. ej. el conlenidoc de cinc es de
5 gamme por unidad de insulina o més, entonces serd posible
descendez & aproximadamente 6 sin peligro de cristalizacidn,
mientras gue con 2 gamma por unidud de imsulina, sélo serd ro
gible descender hasta aproximadamente 6,5,

Las sustancias tampén o amortiguadoras pueden emplearse |
para asegurar el mantenimiento del valor del pH dentro del or-
den indicado. Esto se debe tener en cuenta de modo especial
cuando se emplea un p- préximo al 1lfmite inierior untes indice
do de aproximadamente 6-5,5, ya que toda ligera reduccidn del
pH supone un peligro de cristalizacibn de 1l insulina amorrta.

En conformidzd con las anteriores obgservacines el pro-
cediniento segin el invento se caructeriza porque se prepara
une suspensidn de insuline amorfs en suspensidn acuosa em pre—
sencia de uno o més de los metales de cinec, cobulto, niguel,
caedmio, cobre, mangsneso ¢ hierro en val concentracidn que la
suspensidn terminads contenga por encima de aproximadamente
2 x A x 105 miliequivalenves de los cilitados metales por mili
litro de suspensidn, indicdndose por "i" el mimero de unida-
des internacionales de insulina por mili{litro de suspensidn y
déndose & la suspensién un pH de aproximadsmente & hasta
eproximsdamente 8,5, &8l mismo tiempo que se evita la preseneia
de aguellos iones que con reaccidén neutre tienen para los indi
cados metales mayor afinidsd que posee la insulina por lo cual

debe encontrarse




10

15

20

25

‘en estado disuelto menos del 2 % de la insulina presente en la

suspensién,

Enssyos clinicos han demostrado que de este modo es
posible lleger a preparaciones inyectables de insulina que ma-
nifiestan un efecto protraido de 24 horas y més, y las cuales

en la mayoris de los casos permiten aprovecher mejor la insuli

na inyectade que lo hacen las preparaciones de insulina conoci |

das con un grado de protraccidn correspondiente, lo cual supo
ne un shorro de insulina.

El efecto clinico conseguido puede reproducirse de mo
do absoluto, sun cuando las preparaciones obtenidas se hayan
conservado durante largo tiempo. La razdén de esto estd relacio
nade con el pH de las preparaciones y le pequeiia cantidzd de
insulina en disolucidn, lo cuzl impide que le iusulins amoria
se ‘transforme en insulina cristelina durente el reposo, con -
versién ésta de la insulina amorfa en la insulinea cristelina
gque daria por resultado cambiar considerablemente el efecto
protraido de las preparaciones.

~En la préctica terapéutica de la dimbetes es de gran
importancia tener preparaciones de insulina que posean un e-—
fecto terapéutico gque sea suficiente don una inyeccidn por dia
en la mayoria de los casos de diasbetes. Se ha comprobado que
la necesidad de estas preperaciones puede atemderse con prepe-
raciones de insulina obtenidad segun el presente invento, con
un contenido metédlico de aproximadamente 3 x A X 10> hasta
eproxinedemente 18 x A x 10~> miliequivalentes por milflitro,

correspondiendo en el caso del cinc desde aproximadsmente 1,
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hasta aproximadsmente 6 gasma por unided de insulina. Aplicean-
do una inyeceidn por dia sera posible con preperaciones de es-
ta composicidn conseguir un aeprovisionamiento adecuasdo de in-

suline durente ls mafiana y mediodfe al mismo tiempo que se en-
contraréd suiiciente insulina pars cubrir el consumo de la mis-

ma durante la tarde y la moche.

Como lo anteriormente expuesto, el procedimiento segin |

el invento se carecteriza ademés porgue la suspensién acuosa
de insuline amorfa lleva un conienido de uno o més de los me-
tales citado de aproximadamenie 3 X A X 10~° hasta aproximada-
mente 18 x 4 x 10~2 miliequivalentes por milflitro indicando
"A" el ntmero de unidades internacionzles de insulina por mild
litro de suspensidn,

Esto hace posible gque sin emplear sustancias extraiias
el organismo, se llegue & preparaciones de insulina gue posean
un grado de protacidn muy adecuado y que sean superiores a las
preparaciones conocldas de insulina ya por lo gue toca al apro
vecheniento de lz cantidad inyectada de insulina, ya consi -
gulentemente por lo gue toca a la posibilidad de ajustar al
paciente respecto a la preperacidn,

Si ia insulina empleada coumo material de pertida solo
contiene una pequetia cantidad de metal, se emplea un medio
acuoso de suspensibn gque por si mismo couteuges uno o més de
los metales en cuestidn en unu centidud couwbinada por milfli-
tro de por enciuma aproximsdenente de 2 x A x 10~ miliequiva-
lentes.

Como reviste iuportencia que el pH de las preparsacio-
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nes obtenidas se manienga entre aproximadamentie 6 y aproxime~

- 10 -

damente 8,5 incluso cuando se hayzn conservado durante algin
tiempo algo largo, es conveniente emplear una o més sustencies
tempén para mentencr el pt empleado. Al escoger le sustancia
tampdn hey que asegurarse de gue dicha sustancie no ha de lle-
ver el medio acuosc de suspensibén aniones que posean para el
metal o los metales presentes en la suspensién meyor afinidad
que la que posee la iunsulina. Como ejemplos de sustancias tam
pbn utilizables pueden citarse los tampones de acetato, los de
borato, los de barbiturato dietilico y los de maleato, asi co-
mo los tampones de fosfato, 1los cuales sin embargo Unicamente
deberdn emplearse cuando el grado de protracibén de la prepara-
cidn esté basado en la presencia de niguel.

Segdn el invento es tawbién coiveniente que el medio
acuoso de suspensidn tenga o se le dé un pH de préximemente 7.
Esto hace que las preparaciones resulitantes tangan la misma
acidez que la sangre y los fluidos de los tejidos en el or g=
nismo humsno. Con este pH le insulina emorfe es también més d4i
riciluente soluble ¥y consiguientenente son més estables las sug
pensioiies prepsradas. »

Por razones clinicas se prefiere emplear nedios isotdni-
cos de suspensién. Pars obtener estos medios acuosos isoténi-
cos pueden emplearse sustancigs como la glucosa, cloruro sbdi-
co o glicerina. Sin embargo estas sustancias solo hay gue con
giderasrlas como ejemplos. Otros se encontrerén en ls literatu-

re disponible en este campo.
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Atendiendo & la estabilidad de las preparaciones de
insuling es teauwbién conveniente agreger uno o més de los agen
tes preservedores eupleados orvdinarismente para liquidos inyec
tables. Ejemplos de estos wgentes preserveadorss son el p=hi-
droxi-benzoato de metilo (nipagine) y el p-hidroxi-benzoato
de propilo, como tumbién el acetato fenil-mercirico.

El procediuiento segin el invento puede realizerse -
mezclendo los materiales de partide empleados (insulins amoria
compuesto metdlico, agua destilada y si se desea sustancia tau
pbn, agente isotdénico y preservativo) en cualquier érden ¥
ajustando, 81 es necesurioc, el valor del pH de la composiciédn
obtenida & s&proxiusdamente 6 haste aproximasdemente 8,5, tra-
bujendo en condiciones aséplicas si los materiales de partida

ge euncueniran en estudo esteril, p. ej. en forue de disoliucio

nes estériles y asegurando si la prictica del proceso diera

por resultado una mezela conieniendo insulina no estiril, que
la insulina se encontraréd presente en estado disuelto e inter
calando una esteriligacidn, p. ej. una filtracibdn retentorsa de
los géruenes, antes de precipitar le insuiins en condiciones
asépticas, y utilizando las incorporaciones sucesivas, si las
hubiera, en estado estéril.

Como compuestc metdlico puede emplearse una sal inor-

génica u orgénica, como cloruros, sulfatos, nitratos o aceta-

tos, y también un hicréxido, un dxido o un compuesto metdlico
complejo, que =zl incorporarse se hallaré presente en tal esta-

do que el metal pueda fijarse por la insulinsa.
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En Juger de insulina emorfa puede emplearse insulinae
crigtalina como material de pertids, pero en egte caso es un
requisgito absolutamente necesarioc gue 1la insulina crisitalina
se disuelve cuando se realiza el procedimiento.

Ademés es muy ventajoso el utilizar ls insulina en for
me de une disolucidén 4cide de insulina emorie o cristalina de
suerte que la precipitacidn de la insuline amorfs se produzca
durante la preparacidn de 1= misma. Asi se obtendrén las pro-
piedades fisicas més favorables de los precipitados.

En une forme preferida de ejecucidn del procedimiento
se mezcia une disolucidn dcida de insulins con otra disolucidn
de otro de los materisles de partida, a excepcidn de las sus-
tencias tampdn, despuds de lo cual se resliza una filtracidn
por Iiltros microbiancs y luego se agrega uns daisolucibdn es-
terilizade de sustancies tampdn, y, si se quiere sustauncias
para ajustar el pH en condiciones asépticas parz tener un pH
entre eproximademente 6 y aproximadamente 8,5.

Como ya anteriorwente se ha indicado, la insulina amor
fa puede fijar cantidades variebles de los metales citados.
Por consiguiente, en el procediniento segin el invento se
procedersd de modo gue le insulina amorfa se emplee con tal can—
tidad de los metales en cuestidn gue el contenido de metal de
la suspensidn acabade se derive completa o parcialmenie de la
insuline amoris utilizada. En este caso la insulina emorfa ten
dré evidentemente un contenido metélico de més de 0,4 miliequi

valentes por gramo aproximadarente.
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En lugsr de insulina amorie con tal cantidad de me-
tal que el contenido metélico de la suspensibn acabadae se de
rive total o parcislmente de laz insuling emoris empleada, -~
puede tembién utilizerse insulina cristeline con un correspon
diente contenido de metal, pero en este caso ls insuline crig
talina debe hellarse présente en estado disuelto o debe po =
nerse en disolucidén durente la preparacidn para su subsiguien
te precipitacidén en estado amorto.

Para ilustrar més el procedimicnto segziin el invento
&

nos referiremos & los ejemplos sigulentes gue ilustren vearias

formes de ejecucidén aunque el invento no se limita a ellias.

Cuendo en la préctica del procedimiento segin el in-
vento se utilizan disoluciocnes de diversos materizles de par
tida, serd pogible proceder preparando cierto mimero de diso-~
luciones estériles de reserva, las cuales se utilizan a base
de producir diversas preparaciones por incorporacibdn de la -
disolucién bésica en condiciones asépticas. Pueden p. ej. ob
tenerse las siguientes disoluciones bésicas:

Disolucidén de reserva I: 2,18 g de insuline recristalizeds

se disuelven en 25 mililitros de .
écido clorhidrico 0,ln y se agreg;
ague destilade hasta un volﬁmen de
125 mildlitros.

Disolucidn de reserva IXt A 20 milflitros de unae disolucidn

ecuosa de cloruroc clncico contenien

do 1 % de cinc se agrega asgua desti
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Disolucidn de reserva III:

Disolucidn de reserve IV:

amroaspaen

Disoclucidn de reserve V:

Disolucibén de reserva VI:

Disolucidn de reserva VII:

Disolucién de reserva VIII:

Disolucidn de reserva IX:

lada hesta un volimen de 125 mi-
1{litros.

A 10 xilflitros de una disolucién
acuosa de cloruro ciprico conte-~
niendo 1 % de cobre se agrega -
ggua destilade hasta un volimen

de 100 mil{litros;

A 10 milflitros de una disolucidn
acuosa de cloruro de niguel con~
teniendo 1% de niquel se agrega
agua destilade haste un voldmen

de 100 milflitros.

1,36 g de acetato séddico con 3 mol
de agua de cristalizacidn se di-
suelven en ggua destilada hasta
un volimen de 100 mililitros.

1,16 g de dcido maleico se disuel
ven eu aggusa destilada hésta un vo-
1¥men de 100 milfilitros.

2,06 g de dietil-barbiturato sédi
co ge disuelven en agua destilada
hasta un volimen de 100 milf{litros.
0,95 g de borex se disuelven en
aguea destilada hasta un volidmen
de 100 mil{litros.

3,58 g de fosfato sbdico secunda-
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estéril hasta un volumen de 100 milflitros.
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rio con 12 mol de ague de crista~
lizacidn se disuelven en agua des-—
tilada hasta un vollimen de 100 mi-
1{litros.

BEJEMPLO )

1,3 milflitros de glicerina se mezclan con 0,5 milfli
tros de une disolucidn al 25 % de nisegina en etanol y se agpgx
gan 50 milflitros de agusa destilada. A la mezcle obtenida des ;
pues de filtracidén estéril, se agregan 10 milflitros de la di
solucidn de reserva I, 2,5 mil{litros de la disolucién de re-
serva II y 10 nmilflitros de la disolucidn de reserva V, des-
pues de lo cual se iucorporan 3,0 milflitros de hidrédxido sé-

dico estéril 0,1 n y con agua destilada se completa le mezcla

La insuline se precipitard en ezbado amorfo al agre-
ger el hidrdéxido sbdico y la suspensiéﬁ producide tendré un
PH de 7. Contendré aproximadasente 1 gemma de cine por unidad
de insulina.

EJELPLO 2

Se procede como en ejemplo 1, pero empleando doble
cantidad de la disolucién de reserva II, con el resultado de
que la suspensién formada de insuline amorfa coantendrd aproxi-
medanente 2 gamma de cinc por unidad de insulina.

EJELNPLO 3
Se procede comc en el ejemplo 1, pero empleando 10 mi-

1{litros de la disolucién de reserve II, y 3,4 milflitros de
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hidréxido sédico estéril 0,1 n. La suspensidén de insulina emor
fa as{ producide tendrd un p¥ de 7, pero conbendrd aproximade
mente 4 garme de cinc por unidad de insulina.
| EJENPTO 4

Se procede como en el ejemplo 3 pero se emplea une
mezcla de 2,7 milflitros de hidréxido sbédico estéril 0,1 n,
con el resultado de que lea suspensidn obtenide de insulina
ambrfa tendrd el pH 6,

BIEHPLO 5 ‘

1,3 mild{litros de glicerina se mezclan con 0,5 milili
tros de una disolucibn al 25 % de nipagina en etanol, y 50
milflitros de sgua destilada, a la mezcle obtenide despuéds de
filtracidn estéril se agregan 10 milf{litros de 1la disoluciédn
de reserva I, 5 milflitros de la disolucidén de reserva II ¥
10 milflitros de la disolucién de reserva VI, después de 1lo
cusl se adicionen 21,4 milflitros de hidréxido sdédico estéril
0,1 n y con agua destilada estéril se diluye la mezcla hasta
un volimen de 100 mil{litros. La disoluciédn formade de insu-

lina amorfe tiene un pH

de 7 y contlene aproximsdamente 2 ga~
mm& de cinc por unided de insulina.
EJEIPLO 6
Se procede como se ha indicado en el ejemplo 5, aun-
que se eumplean 10 mil{litros de la disolucidén de reserve VII
en lugar de 10 milflitros de la disolucibn de reserva VI, ¥y
4,5 mil{litros de écido clorhidrico estéril 0,1 n en lugar de

21,4 milflitros de hidréxido sédico.
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La suspensidn producidas de insulics emoria tiene ol
pH de 7 y contiene aproximadaente 2 gamms de cince por unidad
de insulina, |

BJEPLO 7

Se procede come se ha indicado en el ejemplo 5 pero
empleando 10 milf{litros de la disolucidén de reserva VIII en
lugar de 10 mililitros de la disolucién de reserva VI, y 0,9
nililitros de deido clorhidrico estéril 0,1 n en lugar de 21,4
milf{litros de hidrédxido sddico.

La suspensidn producida de insuline amorfe tiene un
PH de 7 y un contenido de cinc de prdéximemente 2 gamme por
unidad de insulina,.

BJEWFLO 8

1,3 milf{litros de glicerina se mezclan con 0,5 mili-
litroe de una disolucibn al 25 % de nipagine en etanol y se
agregen 50 mililitros de z.ua destilada.

Se agregan 10 milf{litros de la disolucibn de reserva
I, 10 wilflitros de la disolucidbn de reserva ILI y 10 nilili-
tros de la disolucidn de reserva VII & le mezcla producids des
pués de filtramcibn estéril y luego se incorporan 3,4 milfli-
tros de &ecido clorhidrico estéril 0,1 n v 1o mezcla se diluye
con agua destileda estéril haste un voldmen de 100 mililitros.

La suspensién asi producide de insuliiw amoria tiene
el pH 7 y contiene aproximadasente 2,5 gamma de cobre por uni-

ded de insulina.
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EJEMPLO S
1,3 mililitros de giicerina se mezclan con 0,5 milili
tros de una diselucibdn al 25 % de nipasgina en etanol, y se a~-
gregan 50 mililitros de sgua destilada. Se incorporan luego
10 milflitros de la disolucidn de reserve I, 10 mililitros de
la disolucién de reserve IV y 10 mililitros de le disolucidn
de reserve IX & la mezcla'producida después de puesta en auto
clave, y luego se sgregan 0,5 milflitros de dcido clorhidrico
estéril 0,1 n, y la mezcla se diluye con agua destilada esté-
ril haste un volimen de 100 mil{litros.
La suspensidn producida de insulina amoria tiene el pH
7 y contiene aproximaedamente 2,5 gamma de niquel por unidad de
insudine.
EJENPLO 10
174 mg de insuling cristalina se suspenden en 2,5 miw-
1{litros de una disolucién de cloruro cincicc conteniendo 0,16
% de Zn**, Yy se disuelven en una mezcla de 10 milfilitros de

HC1 0,02 n. Luego se agregan 1,3 mil{litros de glicerina con

lisoténico y 0,5 mililitros de alcohol al 25 % de nipagine co-

mo agente pregervativo, después de lo cual se diluye con agua
hasta uﬁ volimen de 87 mil{litros y se filtra la disolucién
estéril. 10 mililitros de un tampdn puesto en autoclaeve conte
miendo 1,36 % de acetato sédico 3,H,0, se agregan luego, des—l
pués de lo cuasl se ajusta el pfl & 7 con 3 mililitros de NeOH
estéril 0,1 n. El producto resuliante es unu suspensiédn de in

sulina amorfa de la misma composicibn que en el ejemplo 1.

t
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1flitros de HCL1 0,02 n. Iuego se agrega la siguiente disolucitm

EJEVPLO 11

174 mg de insulina cristalina se disuelven en 10 mi-

1,3 mili{litros de glicerol.

0,5 milflitros de alcohol o espiritu al 25 % de nipa~
gina.

8 miiigramos de Zn (como cloruro),

uds sgua destilade haste 80 mililitros.

Le mezcla se filtra estéril, después de lo cual se ob

tiene en el auntoclave una mezcla constitulda por:

3,0 milflitros de NaOH 0,1 n.
136 miligremos de acetato sédico 3 H,0,
méds agua hasta 10 milflitros.

Le suspensién de insulina amorfa as{ producida tiene

la misme composicidn que le suspeunsidn obtenide segin el ejem

plo 2.

EJELPLO 12

174 mg de insulina cristalina se disuelven en lo'milg

litros de HCl 0,02 n conteniendo 16 miligramos de Zn como clo

ruro y la disolucibn se filtre estéril. Luego se prepara una

disolucidn conieniendo: .

136 miligramos de acetato sbaico, 3 H0

1,3 mili{litros de glicerol,

0,5 mili{litros de espiritu de nipagina al 25 %
3,4 mililitros de NaOH 0,1 n,

més egue hastea 90 mililitros.
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Esta disolucién tampbién se filtra estéril, después de
lo cusl se mezclsn las dos disoluciones riltradas estériles

en condiciones asépticas.

La preparacibén asi obtenida tiene la misma composicidn

que la del ejemplo 3.
EJEPLO 13

4.000 unidades internacionales de insuline amoria se
suspenden en 10 mililitros de disolucién de cloruro de cinc
conteniendo 0,16 % de Zn++: luego se la disuelve por incorpo-
racién de 10 mililitros de HC1 0,1 n. Como isoténico se agre-
gan 1,3 milflitros de glicerol y como agente preservatiéo 0,5
mil{litroes de espiritu de nipagina al 25 %. Diluyendo con a~
gua hasts 90 mililitros, se realiza luego la filtracidn esté-
ril después de lo cugl, se incorporasn en el autoclave 10 mili
litros de NaOH 0,1 n conteniendo 136 miligremos de acetato 86
dico, con 3 H,0.

Finalmente se ajusta el pf & 6 con 0,07 wililitros de
NaOH 1 n estéril.

Por este prooed?miento se obtiene una preparscidn de
la misma composicibén que la del ejemplo 4.

EJELPLO 14

4.000 unidades internacionales de insulins amoria se
suspenden en 5 milf{litros de uusa disolucién de cloruro cinci-
co conteniendo 0,16 % de cinc y se disuelven con 3 mil{litros
de HC1l 0,02 n y 10 mililitros de disolucién de dcido maleico

al 1,16 %. Luego se agregan 1,3 mililitros de glicerol, 0,5
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mil{litros de espiritu de nipagina al 25 % y &gﬁa haste 80
nilflitros. La disolucidn se filtra estéril y despuds el po
se ajusta & 7 con 20 milfilitros de WNeOH estéril 0,1 n.

La preparacidn asi obtenida tiene lu misma composi-
cibn que la del ejemplo 5.

BJEEPLO 15

4.000 unidades internacionales de insulina amorfa es- |
téril se suspenden en el medio de suspensidn filtrado estéril
e continuacidn indicado:

8 miligramos de cinc (como cloruro).

206 miligremos de dietil-barbutirato sbdico.

1,3 milflitros de glicerol

0,05 milflitros de espiritu de nipagina al 25 %.

6,5 mil{litros de HC1l 0,1 n,

mnds agua haste 100 wmililitros.

La suspensidn de insulina amorfa asi obtenida tiene

el pH7y contiene aproximadamente 2 gemma de ciiec por usidsd

- de insulina.

EJEMPLO 16
4.000 unidades internacionales de insulina amoria es—
téril se suspenden en el medio de suspensidn filtrado estéril
e continuacidn indicado:
8 miligramos de cinc (como cloruro).
95 miligraemos de bdrax.
1,3 milflitros de glicerol

0,5 mili{litros de espiritu de nipagina al 25 %.
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2,9 milflitros de HC1l 0,1 n,

nés agua hasta 100 wililiiros.

La preparacidén asi obtenida tiene La misma composi-
cibn que lz del ejemplo 7.

EJEZPLO 17

4.000 unidades iuteruscionales de iusulina amoria se
disuelven en una disolucidn constituida por:

10 miligramos de cobre (como cloruro).

5,4 mil{litros de HC1l 0,1 n.

1,3 mil{litros de glicerol,

0,5 milflitros de espiritu de nipagina =l 25 %,

nés agus hasta 90 miliiitros.

Se filtra estéril la disolucidn y después se sgregan
10 mililitros de une disolucidn estéril de dietil-barbitura-
to sédico al 2,06 %.

La suspensibdn resultsnte de insuline =morfe tiene la
misma couposicidén que le del ejemplo 8.

BJ BB PLO 18

174 mg de insulina cristelina se suspenden en 10 mi-
11litros de una disolucidn de cloruro de niguel conteniendo
0,1 % de niquel, y se disuelven con 2,5 milflitros de HC1l 0,1
n. Se agregen luego 1,3 milflitros de glicerol y 0,5 milili-
tros de espiritu de nipagina al 25 % y se diluye con ague has
ta 95 milflitros. Se filtra estéril lu disolucibdn y luego se
incorporan 5 mili{litros de tampdn contenidos en autoclave con

teniendo 358 mg de NaoHPO, con 12 Hg0.
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Le preparacién obtenide tiene lez miswsa composicibn que

la del ejemplo 9.
EJRMPLO 19

200 ng de insulina smorfe (20 unidades internaciona-
les por wiligremo ) conteniendo 2,3 % de cinc, se mezclen con:

2,5 mili{litros de disolucidén de ZnClpy conteniendo

0,16 % de Zn.

3 milflitros de HC1l 0,02 n.

1,3 mililitros de glicerol.

0,5 mililitros de espiritu de nipagine sl 25 %.

10 milflitros de dcido meleico al 1,16 %,

més ague haste 80 mili{litros.

Le disolucidn se filtra estéril, después de lo cual se |
‘ajusta el pH a 7 con 20 mil{litros de NeOH estéril 0,1 n. |

Le preperacidn tiene le misma composicidn que la de
los ejemplos 14 y =57

EJENMPLO 20

200 mg de iunsulina smorfa (20 unidedes intermaciona-
les por miligramo) conteniendo 5 % de cutt se mezclan con:

5,4 mililitros de HC1 0,1 n.

1,3 mililitros de glicerol.

0,5 mililitros de espiritu de nipagina,

més agua hasta 90 mil{litros.

Le disolucién obtenida de insulina se filtra estéril,
se ajusta luego el po con 10 milflitros de une disolucidn es-

téril de dietil-burbiturato sddico & 2,06 %, con lo que se ha=-
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ce que la insulina se precipite amorfa.

La preparacidn tiene la misme composicidn que la de
los ejemplos 17 y 8.

EJEMPLC 21

174 mg de insulina cristalina conteniendo 2,7 % de 2Zn,
se disuelven en:

10 milflitros de écido maleico al 1,16 %.

1,3 milflitros de glicerol.

0,5 mil{litros de espiritu de nipagine al 25 %.

0,8 milf{litros de HC1 0,1 n,

més sgua hesta 80 mililitros.

Se filtre le disolucibn estéril, despuds de lo cual el
pH se eleva & 7 con 20 mililitros de NeOH estéril 0,1 n, con
1o gque la insuline se precipita amorfa. Le suspensién de insu-
line producids tiene el pH 7 ¥ contiene aproximademente 1 ga~

mme de cinc por unidad de insulina.
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| pensidn que contiene 1 o wds de los meteles en cuestidn en una

N o I A

La presente patente de Invencidn comprende las si-
guientes reivindicaciones:

1.~ Procedinmiento para la obtencidn de preparaciones
inyectables de insulina con efecto protreido, caracterizado
porcue se produce una suspensién de insuline amoffa en un me-
dio acuoso de susvensidén en presencia de uno o més de metales
como ecine, cobalto, niquel, cadmio, cobre, manganeso y hierro,
en tal concentracidn que la suspensibn aecabade contenga por en
cima de aproximadamente 2 x A X 102 milieguivalentes de los
metales citados por mililitro de suspensidn, indicando "A" el
ndmero de unidades internacionales de iunsulina por milf{litro
de suspensidn y porque & la suspensibn se le déd un pH de gproxi
madamente 6 hesta aproximadamente 8,5, al mismo tiempo que se
evita la presencia de iones que con resccidn neutrsa tienen pa~-
re los metales citados mayor afinidad que la insulina, dando
por resultadc gue menos de 2 % de la insulina presente en la
suspensibn se encuentre en estado disuelto.

2.~ Procedimiento segin lo reivindicado en el punto 1,
cerscterizado porque la suspensién scuosa recibe un contenido
de 1 o méds de 1los metlales citados de aproximadamente 3 x A X
10~° hasta aproximedarente 18 x A x 10~2 miliequivalentes por
milflitro.

3.~ Procedimiento segin lo reivindicado en los puntos

1l o 2, caracterizado porque se emplee un medic acuoso de sus-
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cantidad combineda por mililitro superior sproximadamente &
2 x 4 x 10~ miliequivalentes.

4.- Procedimiento segin lo reivindiczdo en cualquiera
de los puntos 1 & 3, caracterizado porgue para mantener un pH
definido de la suspensién se utiliza una mezcla de una o més
sustencias tempén.

5.,= Procedimiento segin lo reiviandicado en cualguiera
de los puntos precedenies, caruciterigado porgue el medio acuo-
so de suspensidn tieue o se le dd un p? de arroxiuadazente 7.

6.~ Procedimiento segin lo reivindicado en cualquierae
de los puntos precedentes caructerizudo porgue se emplea uun me
dio isotdniccu de suspensidn.

7+= Procedisniento segin lo reiviadicado en cualgquiera
de los puntos precedenies, caracterizudo porgue se emplea un
medic de suspensidn al que se ha incorporado un agente preser
vador. '
8.~ Procedimiento segin lo reivindicado en cualquiere
de los puntos prececdentes, caraclerizado porque se emplean l1los
materiales de partida, (insulina amorfa, compuesto wmetdlico,
ague destilada y sustuncia tampdn, agente isotdnico y preserva
tivo 8i los hay, se mezclan en cueglguier orden y porque si es
necesario, el valor pH del compuesto producido se ajusta aproxi
madamente a 6 y hasta aproxiwadauente 8,5, trabajando en condi
ciones asépticas si los materiales de partida se encuentran en
estedo estéril, p. ej. en forma de disoluciones esiériles y ca

80 de que la préctica del nroceso diese por resultudo uns wez—
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cla conteniendo iusulina no estéril, asegurando que la insuli
ne ge habréd de encontrar presente en estado disuelto e inser-
tendo luego unea esterilizacidn, p. ej. por Filtros microbiae~
nos, antes de precipitar diche insulina en condiciones asépti
cas, y empleando, si hubiere lugar, en forma estéril las in-
corporaciones subsiguientes.

9.~ Procedimiento segiin lo reivindicadc en el punto 8
caracterizado porgue se emplea insulina cristalina en lugar
de iusulina emoris, disolviéndose la insulina cristalina duren
te la préctica del procedimiento.

10.- Procedimiento semin lo reivindicado en el punto
8, caracterizado porgue se emplea una disolucibn £cide de in
sulina amorfa o cristalina.

1l.~ Procedimiento segln lo reivindicado en cualguiers
de los puntos precedenbes ceracierizado porque una disolucibn
dcida de insuline se mezcla con una disolucién de otros mate-
rigies de partida a excepcibn de la sustancia tempén, desplies
de lo cual se efectia una filtracién bacteriana y luego se
sgrega vna disolucién esterilizada de le sustauncia de tampdn
en condiciones asépticas, y si es necesario, se incorporan
sustancias para ajustar el pH con cvbjeto de obtener un valor
del mismo entre gproximadamente 6 y aproxiumadwrente 8,5.

12.- Procedimiento segin lo reivindicado en cualguie-
ra de los puntos precedeuntes, caracierizado porgue se emplea
insuline emorfa cou tal cantidad de los metzles en cuestiébn

que el contenido metdlico de la suspensidn acabada se deriva
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gompleta 0 parcialmente de la insuline amorfa empleada,

13.~ Procedimiento segiin 1o reivindicado en el punto
1l, caracterizado porque se emplea insulina amorfa oon un con-
tenido metdlico de por encima aproximedamente de 0,4 miliequi-
velentes por gramo,

14.- Prooédimiento seguin 1o reivindicado en los rune
tos 12 y 15, oaracterizado porque en lugﬁr de insulina amor-
ia se émplea insuline oristaline que se transforme en estado
amorfo por disolucién y subsiguiente precipitaciém.

lS=;~ Proceaimiento para la obtencién de preparaciones
inyectebles de insuiina con efecto protraidoi,

Segtn se desoribe y reivindica en le presente memoris
desoriptiva.

Consta esta memoria de veintiocho hojas foliadas y es=

oritas a méquina por una sola e sus carasi,

Madrid, a 26 de Junio de 195Z.
GUILLERMO ROEB
p- P
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