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La presente invencién se refiere a un procedi-

~miento de producir preparaciones inyeciables de insulina

ipara uso clinico, y a su produccién.

Durashte los primeros afios de la terapéutica in

_sulinica con disoluciones inyectables de insulina amor-

fa, eran comunes las reacciones alérgicas de la piel. Con

la introduccibén de las disoluciones inyectables de insu-
lina cristalizada se redujeron la frecuencia y severidad

de las reacciones de la piel, y se eliminaron prictica-

-mente cuando los pacientes fueron sometidos a tratamien-

to con disoluciones de insulina recristalizada. Hoy dia,

. todas las preparaciones comerciales de insulina para uso

clinico son producidas a partir de insulina eristalina.
La alergia de la piel antes citada era causads

evidentemente por material proteinico pancredtico presen

te en forma de impurezas, en cantidades sustanciales, en

la insulina amorfa, en menor grado en la insulina crista

lizada, y s6lo en proporciones insignificantes, de haber

las, en ls insulina recristaligada,
No se ha atribufdo ningin efecto secundario a

las modernas preparsciones de insulina que contienen in-

- sulina que ha sido recristalizada, aparte de las que han

sido explicadas por la naturaleza de la propia molécula
de insulina. Despuéds de un tratamiento durante varios
meses, se comprueba que el suero del paciente diabético
contiene inmunoglobulinas, que se combinan in viiro e

in vivo con la insulina. (Estos sueros, obtenidos a par-
tir de cobayas tratados con insulina, se emplean hoy

usualmente para la determinacién inmunolégica de la insu-
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line). Este efecto secundario es indeseable por varias (§

razoness

1e= La produccidn de anticuerpos de insulina

indica un estado de continuo antegonismo del

5 cuerpo contra la hormona esencial, la insuli
na.e

2.~ Es probable que este estado sea perjudi-

cial para las células del cuerpo, por ej. Da

ra las células beta, son destruidas en cone-
10 jos por inmunizacidén con insulinae y un coad- |
yuvente. Se sospeche que las posteriores com
plicaciones disbéticas, tales como la angio-

patia, pueden empeorar.

3.~ Se ha comprobado gue una elevada concen-
15 tracidn de enticuerpos insulinicos determina
a vecses una resistencia a la insulina, es de

cir, un requerimiento de dosis elevadas ¥y

une carencia de control metabdlico.

4.~ Se ha calculado que la dosis actualmente
20 requerida por la poblacidn diabética excede

en mucho el requerimiento que seria necesario

si se evitara la formecidn de anticuerpos.

5.~ En algunosg paclentes, los esnticuerpos se

unen a la insulina de vace més fuertemente

25 que a la insulina de cerdo, y se han registra
do casos de hipoglucemis tras un cambio en la
composicion de las preparaciones de insulina.

6+— Cuando los asnticuerpos insulinicos se 1llg

gen a establecer en los pacientes, hay un aumen

30 to simulténeo en la concentracién en le insuli

6012069 - 3 -
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na de suero exdpeno on circulacidn. Parte de

12 insulina de sucro se une o log antlcuerpos,
Las concentraciones de la inoulina total, e

incluso de la insuling libre, pueden llesar a

valores que son de 10 a 100 veces la concen- |

}
tracién Tisioldgica normal. Estas altas con-
centraciones pueden ser perjudiciales pary
los tejidos. Pueden Tavorecer o cotimular la

.

arterioescler051s v pueden daiiar a las células

A

beta adn existentes. Se ha derostrade que las
altas concentraciones de insulina pueden be-

ner un efecto imhibitorio en la secrecibn de

células beta.

El mecanismo del deaarrollo de los anticuerpos

i
[}

Insulinicos y sus propiedades ha sido esctudiado con inte<
rés creciente durante los Ultimos 5 a 10 afics. Se ha come

i
probado que las especies de insulina se muestra como el z

factor dominante en el desarrcllo de log anticuernos,. .
Lo insulina de vaea, que difiere mAs (3 posicloucs de E
aminodeidos) de la insulina humana que la insulina de é
cerdo (1 posicibn de aminodeido), es, como es de e3perarﬁ
mds antigénica que la insulina de cerdo. Por otro lado, %
la insulina de cerdo causa la formacidn de anticuerpos %
contra la insulina de cerdo, incluso en log cerdos. Al
no se ha encontrado explicacidén algumna de esta Wltima :
observacidn, amnque se ha sugerido hipotéticamente que ‘
lag concentraciones anormalmente elevadas de insulina de

cerdo on el punto de la inyeceidn pueden excitar el apa-~

rato inmmoldgico del cerdo para gue produzea anticuerpos

contra su propia insulina, : :

370345
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La presente invencién constituye una solucién
al problema de la intolerancia del cuerpo frente a las
preparaciones conocidas de insulina. Seglm la invencién, !
la respuesta antagénica del cuerpo, por ej. produciendo
anticuerpos insulinicos, no tiene lugar, o tiene lugar pg'
ro en grado muy pequefio, cuando se utiliza un nuevo tipo
de preparaciones de insulina gque estén exentas de ciertasf
sustancias siempre presentes en las preparaciones de in- :
sulina del tipo conocido, teniendo dichas sustancias un
peso molecular superior que el que tiene la insulina. Aug%
que inicialmente se creia que los anticuerpos insulinieos;
eran causados por la propia insulina, se ha comprobado,
segin la invencibn, que, sorprendentemente, el agente cggz
sante no es la molécula de insulina misma. f

En las preperaciones de insulina producidas se
gin la invencién, la insulina estd exenta de proteinas de?
origen pancredtico, que tienen un peso molecular superiorj
a aproximadsmente 6.000, y muestra esencialmente un dni- '
co componente cuando se analiza por eleciroforesis discon:
tinua en un gel de poliacrilamida (EGPA DISC) es decir,
insulina pura o sustancialmenie pura. El método de andli é
sis referido es descrito por L. Ornstein (Ann. N.Y. Acad.:
Sei, 121, 321 (1964)) y B.J. Davis (Ann. N.Y. Acad. Sci.,.
121, 404 (1964)), pero usado con adicién de urea. Las pre'
paraciones han de tener un pH de aproximadamente 7 prefe i
riblemente, con el fin de minimizar la formacién de mono--
desamido-insulina durante su almacenamiento, :

Un procedimiento conocido de separacién de mo- ;
léculas proteinicas de diferente tamafio es disolver la

mezcla de proteinas en un disolvente en el que son diso-
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ciadas las moléculas, y dejar pasar la disolucién a tra— .
vés de un temix molecular, por ej. columnas de material
organico que estd reticulado en una red tridimensional
de wn tamafio definido de poros. Se ha denostrado que la i
insulina cristalina disuelta en 4cido acédtico 1 il puede

ger fraccionada en los componentes (a) y (b) conteniendo %

ambos proteinas de origen pancredtico que tienen un peso |

1
T

molecular de mis de 6.000 aproximadamente, y componen— |
te (c), respectivamente, sobre una columna de Sephadex
G=50. Lstos componentes pueden ser aislados a purtir de
sus disoluciones por métodos convencionales, por ej. por :
salificacidn, precipitacidén con una sal de zine en un mem.

dio de reaccidn neutra, liofilizacidn etc. La proporcidn :

{
de componente (a) puede ser de 2-5 por ciento en peso de :
la inguling cristalizada, y menos de 1 por eciento en pesog

de le insulina recristalizada. La proporcidn de componen-

tes (b) puede ser, en ambos casos, de 4-6 por ciento. El

componente (b) puede ser resuelto ademds en varias protei
nas con casi el mismo tamaiio molecular pero gue difieren |

con respecto a la carga. Esto ha sido demostrado con la

resina cambiadora de aniones DEAE Sephadex 4 50 y una RE

solucibén de componente (b) en urea TH tamponada con TRIS i
i('bris(hidroxime'bil)aminometano) a pH 7'7 como se muesira %

en la Tig. 1. Los méximos Nos. 4, 6 y 7 de la figura co=- 2

:
i

rresponden a sustancias conocidas, pro-insulina, el com-

! puesto intermedio, y el dimero, respectivamente. Los otros

' mAximos aln no han sido identificados. Todos ellos puedenf

| ser aislados a partir de su disolucidn por medios conoci-'
‘ ;

dos.

g Pambién el componente (¢), que contiene protqi
i b4 j‘
! n <z 7 iy .
i :5 ;? (} oy :) i
! :

-6 -
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nas de origen pancredtico que tienen un peso molecular de

aproximadamente 6,000, puede ser resuelto por cromatogra- |

]
i

f{a de cambio de iones. Contiene una fraccibén principal !
que es insulina pura, mono-desamido-insulina, y una frag :
cién que es denominada en la Memoria la "arginina-insuli—;
na", ya que contiene més arginina que la cantidad presen-:
te en la molécula de insulina. La fraceién de mono-desami
do-insulina del componente (¢) es variable, y depende de
la historia de la insulina. Com‘mmente, es del 3 a 10 por%
ciento en peso del componente (ec). La arginina~insulina .
puede constituir de 2 a 3 por ciento en peso del componen
te (c). f

En la Figura 2 se da un estudio de los fraccio-;
namientos y de los componentes tal como se observan por !
electroforesis sobre el gel de depoliacrilamida llevada .
a cabo segun el método descrito por Ornstein y por Davis,?
empleando 7'5 por ciento de poliacrilamida y un pH de 819,

Segln la invencidén, las nuevas preparaciones dez
insulina son, sorprendentemente, mejor toleradas por el f
organismo que las preparaciones conocidas de insulina. Ia
explicacién es que los componentes (a) y (b) presentes |
en lags preparaciones concidas de insulina contienen, de
modo no esperado, sustancias fuertemente sntigénicas y
aparentemente diabetogénicas, mientras que, inesperadamen
te, las nuevas preparaciones de insulina no son antigé-
nicas.

Esto ha sido demostrado por medio de experimen=-
tos de toxicidad efectusdos en enimales. Fueron elegidos ;
cone jos porque muestran el mismo tipo de respuesta de losi

anticuerpos del suero que los seres humanos cuando son trg
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tados con las preparaciones conoclidas de insulina, es de-

cir, caracteristicas similares del anticuerpo con respec-

t0 a la capacidad de unirse a la insulina y de afinidad

-para la insuliha. (Ies cobayas producen anticuerpos con

mucha meyor afinided y capacidad. La insulina de conejo

‘difiere de la insulina humana sélo en la posicién B 30,

que es serina en el conejo y treonina en los seres humg-
nos, La insulina de cobaya, por el conirario, difiere de
la insulina humana en 18 posiciones).

Los conejos fueron inyectados tres veces a la
semana con una dosis constante de proteina, 40 microgra-
nos, disueltos en 1 ml, de un tampbén de fosfato de sodio
0,04 M & pH T,4. En el caso de la insulina, esta propor-
cién corresponde a2 aproximademente 0,5 unidades interna-
cionales por kg., que es aproximadamente el valor de la
dosis media en la terapéutica de la diabetes. Fueron exa-

minados los niveles de anticuerpos en el suero a interva-

los regulares, por técnicas convencionales. El nivel se

expresa como el tanto por ciento de 125

I-insulina (de
vaca) unida a los anticuerpos en el Ejemplo. Algunos de
los resultados se muestran en la TFigura 3.

Los dos primeros de los cuatro resultados si-
guientes son muy sorprendentes, y contrarios a lo espere-
do:

1. La preparacién de insulina que contiene sélo

la insulina pura, no produce anticuerpos contra

la insulina,

2. E1 componente (a) que no és insulina provo-

ca una enorme produccidn de anticuerpos pars

370345
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La explicacién més probable es que contiene al—
go relacionado quimicamente con la insulina de
clierta forma no conocida.
3. Ie insulina convencional de alta pureza, es
decir la insulina recristalizada, origins anti—%
cuerpos, como hace en los seres humenos.
4. Las sustancias que pertenecen al componente
(p), o sea la N2 3 (véase Fig. 1), el dimero y
la proinsulina, son antigénicas, y dan lugar =
la produccién de anticuerpos contra la insuli-
na.
No se muestra en la figura el descubrimiento de que la
"arginina-insulina" del componente (¢) produjo una pequos«---i
fia, pero significativa proporcién de enticuerpo despuds
de 45 dias, mientras que es dudoso saber si la mono-desami
do~insulina, es antigena, ?
Durante el experimento de tolerancia, en algunof
de los conejos habla una tendencia a mostrar elevadas eogj
centraciones de azloar en sangre, 1los conejos inyectados '
con componente (b), y especialmente aguéllos que recibie~f
ron una de las fracciones del componente (b): a saber, elj
dimero. E1 dfmero no produjo el mis alto nivel de anti-
cuerpos, pero, por razones desconocidas, las concentra-
ciones de azidicar en sangre eran las més altas en estos _
snimales. Este efecto del componente (b) v el dimero pue—i
de llamarse diabetogénico o de tipo anti-insulinico, ouag;
do, de hecho, se pone de menifiesto que 10s enimales se |
han hecho resistentes a la insulina, como se demuestra en'!
la Pigura 4.
Después de 14 semanas de tratamiento con el di-.
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mero (de vaca, 40 microgramos tres veces a la semana),
los conejos fueron sometidos o ayuno durante 16 horas, y
después se les administré insulina por via intravenosa

(0,5 vnidades internacionales por kg.). El grupo de cone

" jos de control habia sido tratado con las preparaciones

que contenfan insulina pura. De las curvas de glucosa en
suero mostradas en la Figura 4, se deduce gue los conejos

de control reaccionaron g la insulina de laz forma espe-~

-rada, mientras que los conejos tratados con el dimero del

componente (b) eran resistentes a la insulina. Ia resis-

tencia puede explicar la elevacién de las concentraciones

de azdcar en sangre, pero afn no ha sido explicada la pro
pia resistencia., Parece ser similar a la resistencia que
aparece en algunos pacientes en el curso de un tratamien
to con las preparaciones conocidas de insulina, Se espe-

ra que la resistencia clinica pueda ser evitada emplean-

" do preparaciones de insulina exentas de componentes (b)

¥y del dimero.
Para aprovechar los descubrimientos antes des-

critos, referentes a las propiedades bioldgicas de las

impurezas presentes en la insulina comereial, la insuli-

na es purificada hasta un punto que hasta ehora no ha si
do realizado ni a escala clenti{fica ni a comercial. Fn
principio, la purificacién necesaria puede ser efectuada
por una gran variedad de téenicas por las que pueden ser
purificadas las proteinss., Pueden emplearse la cristali-
zacién, la precipitacién fraccionada, la electroforesis,
la electroprecipitacién y la filtracién con membrana, pe
ro el método preferido es una combinacién de filtracién

en gel y por cromatografia en columna, sobre un cambia-

570345
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dor de iones o una cromatografia en columna sobre un cam='
biador de iones, sin empleo de filtracién en gel. |
Como se comprenderd, el objeto fundemental de ;
la purificacién seglin la invencién es separar de la insu~
lina empleada como material de partida las proteinas de
origen pancredtico que tienen un peso molecular superior
a aproximadsmente 6,000. Esta separacibn puede conseguir-%
se sometiendo la insulina a filtracidén con gel. Se prefig?
re efectuar la filtracién con gel en un medio acuoso que i
puede contener liquidos no acuoso miscibles con el agua,
pero también es posible llevar a cabo la filtracién con
gel en disolventes orgénicos que contienen algo de agua,
gi se desea. Cuando se emplea un medio acuoso, se prefie-f
re un intervalo de pH de 2 a 4. la estabilided de la in- -
sulina es baja a pH inferior a 2 y superior a 9, de modo
que se forman productos de degradacidn de la insulina du—f
rante el tratamiento en estos intervalos de pH. Por ten~
t0, un pH de 4 a 9 puede emplearse si es aumentada la so-:
lubilidad de la insulinas, por ej. por adicién de urea, |
que también tiene capacidad para destruir los productos
de asociacién que se pueden formar entre lgs moléculas dez
insulina, y entre las moléculas de insulina y las impure-?
zas en los alrededores de reaccién neutrs. Cuando se tra—?
baja a bajo pH, se prefiere emplear un #4cido orgdnico tal;
como el 4cido acético para ajustar el pH, pero pueden em—;
plearse también los dcidos minerales fuertes. Es preferi-!
da ung concentracibén de 0,5 a 4 M de dcido acético. i
Ia temperatura no es critica para la filtraciénf
con gel, y estd limitada principalmente por la estabili~
dad y la solubilided de la insulina. Asi, se prefiere tngg

370345
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bajar en los alrededores de la temperatura ambiente nor-

‘mal, por ej. de 20 a 252C. Las fracciones que son elufdas

antes que el componente (¢) que contiene insulina, son
desechadas. Ias fracciones del componente (e¢) que estén
exentas de material con un peso molecular superior a 6.000
gon reunidas, ¥y la insulina puede ser recuperads, por ej.,
por evaporacibén, salificacién o precipitacién con iones

de zinc.

Para obitener preparaciones de insulina con la
entigenicidad més pequefla posible, es necesario separar
también las sustancias similares a la insulina que tienen
casi el mismo peso molecular que la insulina, pero que di
fieren ligeramente de la misma en su composicibén quimica,

por ej. la conocida mono-desamido~insulina, y lo que pa-

rece ser un derivado de argining de la insulina. La mono=-

:-desamido-insulina puede, incluso después de su completa

separacién, formarse en pequeflas proporciones durante el
almacenamiento de las preparaciones farmacéuticas de in-
sulina, y, como su entigenicidad dudosa, su eliminacién

es de menor importancia. El método preferido para la se-
paracién del derivado de arginina y la insulina desamida
da es por cromatografia en columna sobre un cambiador de
iones y recogida de las fracciones correspondientes a la
parte central mayor del pico de insuling., Casl todos los

cambiadores de iones disponibles en el comercio que per-

‘miten la penetracién de la moléoula de insulina pueden

<l
&2 ,4
€4
(&) }
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. de la menera usual,

El procedimiento de cambio de iones pusde sex -
" efeciundc oon up eluyente de disolvente orgénico que con-
?tiene egue, y se prefiere que el disolvente orgénico sea
Emiscible con el agua. Son ejemplos de estos disolventes
‘la tetrametil urea, dimetilformemide, dioxano, cetonas
miscibles con el agua, tales como la acetona, y akcholes
.inferiores, tales como el metanol, etancl y propanoles.
. 5S¢ prefieren los alcoholes, que pueden ser empleados en
‘una concentracion de 30 a 80 por ciento (vol/vol), y pre
feriblemente de 50 & 70 por ciento (vol/fvol).

Cuando el eluyente contiene menocs del 50 por cien
. to (vol/vol) del disolvente orgdnico miscible con el agua,
puede ser denominado un medio acuoso, y en estos casos el
digolvente orgdnico puede ser sustitufdo por urea, emplea
de en una proporcidn tel que se obtienen disoluciones de
4 o 8 molares, y preferiblemente aproximademente % molares,
Cuando se emplea una disolucion de urea, ha de emtar exen
te de cianato de amonio, porque el ién cianato reaccions

con los grupos amfnicos de la molécula de insulina.

El aluyente contiene siempre umne sustencia tem-
' ponadors para controlar el valor del pH del eluyente. Se

. prefiere trabajar & un velor constante de pH. Cuando se

; utiliza un cambiador de cationes, el valor de pH del eluw

: yente ha de mentenerse en el intervalo de 3 a 6,5 y prefe

. riblemente de 4 a 6, y cuando se emplea un cambiador de a_
niones, el valor del pH del eluyente ha de mantenerse en
el interveloc de 5,5 a 10, y preferiblemente de 6 a 9.

Los valores de pH citados son medidos con un

~ electrodo de vidrio ajustado frente & un tampén estdndar
(TN ‘!ﬂ‘ 5
37034
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402C, y preferiblemente 0% a 302C, esxcepto cﬁando el |

80 se prefiere mantener la temperaturas en menos de
dimiento de purificacidn, se emples ordinariamente in~

ces. No obgtante, puede usarse también insuline cru~

‘da, tal como la torta de sal que contiene insulina que

‘ne de 10 a 30 por clento en peso de insulina, pero los

 precipitacidn isoeléctrica, ajustando el valor de pH de

En la literatura disponible pueden encontrarse
sustanciuy Sawpuncdoras adecuadas.
Es esencial que la temperatura sea mas bien cong

tante durante la operacidn de cambio de iones. Le tem-

peratura puede elegirse en el intervalo de ° 108 g
eluyente es une disolucidén acuosa de urea, en cuyo ce-

5eC.

Como material de partida de insulina en el proce
sulina comercial, es decir insuline amorfa o insulina
cristalina, que puesde haber gido cristalizada varias ve-
se forms durente la recuperacion de insulina a partir

de las gléndulaa del pancresas, ¥ que usualmente contie~

altos contenidos de impurezas hacen a este material de

partide menos adecusdo para la purificacion segun la
invencidne. Puede obtenerse un mejor materisl de parti-~ |

da sometiendo une disolucidn de la torta de sal a una

la disolucidn a 5,5, y aislando el precipitado por cen—
trifugacidne.

EL resultedo de las operaciones de purificacién |
es siempre una fraccidn de disolucidn de insulina purifica
da, a partir de la cual es recuperada la insulina de
la msners usual, por ej. por evaporacidm, salificacion

0 precipitacién, en presencias de iones de zinc. Ia insu-

370348
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'1ina puede ser cristalizada, si se desea, y formulada en

ipreparaciones inyectables de insulina de la misma meners

que la empleada hasta ahora en la téenica.
Segii la invencién, se ha comprobado que es po

sible obtener la insulina pura por un procedimiento de

‘una sola operacién sin utilizacién de filtracién en gel.

Ia principal caracteristica especifica de este proéedimieg

$0 es que la insuling impura es sometida a un cambio de

“aniones orometogrifico en columna, preferiblemente con

cambiador de aniones fuertemente bdsico, un ejemplo tipi-
co del cual es el QAE-Sephadex A~25, que ha sido citado
en la Tabla de la pégine 13. BEste cambiador de aniones es

muy estable, y sus cadenas de dextrano no reaccionan ni

‘¢on sustancias lébiles. Como eluyentes se emplean un di-

solvente orgdnico que contiene agua y que es miscible con
el agua, y particularmente un alcohol alifdtico. Es sor-
prendente que por medio del cambio de aniones sea posible
desposeer & la insulina cruda de las proteinas con un pe-
50 molecular superior a 6.000, y que un medio alcohélico
acuoso tenga capacidad para romper los enlaces entre las
moléculas de proteinas de la insulina comercial en tal
grado que pueda recuperarse insulina pura, cuando se re-
cogen fracciones correspondientes a la parte mayor cen—
tral del pico de insuline.

La purificacién de la insulina es ilustrada por

medio de los ejemplos 1 a 7 siguientes.

Al
Ny
€2
LN |
MC
(o] |
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E;‘emglo 1 i

5 kg. de Sephadex G 50, de grado fino (de PHAR
MACTA, Uppsala Suecia) son hinchados en &cido acético 1 M;
y las partfculas mds finas son separadas por decantacién. .
El material es empleado para el relleno de una columna ?
con un didmetro de 15 cm. y una altura de 130 cm., La co- |
lumna es equilibrada con dcido acético 1 M.,

10 gramos de insulins cristalizada una vez a
partir de un tempén de citrato son disueltos en una mez-
¢la de 390 ml. de dcido acético 1L M y 8 ml. de C1H 1N.
Esta disolucibn es aplicada sobre la columna. La elucidn
es efectuada con Acido acético 1 M a una velocidad de
1 litro/hora. Son recogidas fracciones de 200 ml.

Son medidas las extinciones a 0!276 micras, ¥y
representadas gréficamente frente a los nimeros de las
fracciones., Las fracciones que corresponden a la parte
central principal del mdximo de insulina (el méximo més
grande) son reunidas, y la insulina es precipitada afia-
diendo 200 g. de ClNa por litro de la mezcla. El precipi—f -
tado es aislado por centrifugacibén y sometido a una pre-
cipitacién isoeldetrica y cristalizacién a partir de un
tampdn de eitrato que contiene acetona, de forma conoci-
da. La produccidén es de 8 gramos de insulina cristalina
exenta de proteinas de orfgen pancredtico con un peso mo

lecular superior g aproximademente 6.000.

370345
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La insulina cristalina purificada obtenida co-

‘mo se ha descrito anteriormente es purificads ademés por

cromatografia de cambio de iones sobre wna resina cembia-

dorg de iones de Amberlite. Son preperadas disoluciones

©TM de urea, y desionizadas haciéndolas pasar a través de

columnas de resina cambiadora de iones en lecho mixto
(Amberlite MB-1). Esta urea desionizads es empleada des-
puéds para preparar el tampén: fosfato de sodio Otl3M-urea
TM=~1% de n-butanol, pH 6'00 a 258C, El tampbén es almaceng
do y utilizado = 42C, 1'5 kg. de Amberlite CG 50 Tipo II
son tratados con: 1) agua; 2) acetona; 3) agua + NaOH;

4) aguas 5) asgua + ClH, y 6) agua. La resins lavada es
después agitada con 5 litros del tempén. El pH de la sus
pensién desciende inmediatsmente, y se afiaden porciones
de aproximadamente 30 ml de NaOH al 40 por ciento (peso/
vol), cada pocos minutos, para que el pH se mantenga en
6'0 aproximadamente., Cusndo el pH de la suspensién perma-
nece en 6'0 despuéds de 15 minutos de agitacién, la mez-
cla es agitada durante toda la noche a 42C. ILa resina es
filtrada y lavada con 30 litros del tampén durante un pe
riodo de 8 horas. E1l pH del filtrado final ha de ser idén

tico al del tampén inicial. El material es utilizado pa-

ra el relleno de una columna con un difmetro de T!'5 cm.
¥ una altura de 80 cm. La columna es equilibrada con el
tampén.

15 gramos de la insulina preparada por el pro-
cedimiento del Ejemplo 1 son aplicados sobre la columna,
en forma de disolucién en el tampén, al 10 por ciento
(peso/vol). La elucidn se lleva a cabo con el tampén a

‘una temperatura de 42C, y una velocidad de 200 ml/h. Se

3703545
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»

recogen fracciones de 100 ml.

i
Son medidas las extinciones a O 276 micras, y i
representadas gréficamente en funcién de los nimeros de f
las fracciones. Las fracciones correspondientes e la par-%
te central principal del méximo de la insulina (el méxi- |
mo més grande) son mezecladas, y la insulina es precipi-
tada afladiendo 2 litros de HZO’ 15 ml. de ClH 4N, y 600
gramos de ClNa por litro de la mezcla. El precipitado es
aislado por centrifugacién, y sometido a precipitacién
isoeléctrica y cristalizacidén a partir de un tempén de ci
trato que contiene acetona, de manera conocida. |
La produccién es de 10 gramos de insulina cris--
talina, que contiene sélo un componente, cuando es some~
tida a electroforesis con gel de poliacrilamida. En otras:
palabras, la insuline cristalina ha de considerarse in- |

sulina pura.

Ejemplo 2

Es preparado un tampén de la siguiente compo-

gicidn:

370345
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CINH4 0'1 M

NH. 0'02 M

7 et;nol al 60 por ciento (vol/vol)
% E1 pH es de 8'3 a 259C

: 15 gremos de Dowex 1x2 (malla de 149-297 mi-
icras de aberturé) son hinchados en el tampdn, y las
Eparticulas més finas son separadas por decantacidn. El
imaterial es empleado para el relleno de une columne con
%un didmetro de 1'6 om y une slture de 25 cme La columna
Ees equilibrade con el tampdn.

500 mg, de insulina cristalizeda una vez a

‘partir de tampdn de citrato, son disueltos en une mez-

‘cla de 20 g de sal disddica de dcido etilendiamintetras-

i cético, 5 ml. del tamgdn, 5 ml. de etanol al 60 por
tclento (vol/vol) y 0,04 ml. de NH, 13'3 M (pH finel,

: 3
'8'5)e El material insoluble es separado por centrifuga-
§

;cién, v 1la disolucidn transparente es aplicada a la co-
! ’ ’

:lumna. La elucion se lleva a cabo con el tampon a una
§tem:peratura. de 252C y unse velocidad de 7'5 ml/h. Se re-
Ecogen fracciones de 5 ml.

: Son medidas las extinciones a 0'276 micras,
:y vrepresentadas gréficamente en funcidn de los numeros

" de las fracciones. Las frecciones correspondientes a la
)
i

' parte principal centrel del méximo de insulins (el mé-
" ximo més grende) son mezcladas, y la insulina es preci=
- pitada siiediendo 100 ml. de agua, 1'3 ml. de ClH 1 N ¥y
| 2 ml. de scetato de zine 1M por cada 100 ml. de la mez-
;cla. El precipitado es aislado por centrifugacidn, y

? oristalizado a partir de un teampén de citrato que con-

. tiene acetona, de forma comocida. La produccidén de insu-

370345
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lina pura es de 200 mg.

Ejemplo 3

Is preparado un tempén de la siguiente composi-
ciodn: :
2¢5 litros de urea TM (desionizada como se ex-
plica en el Ejemplo 2)
31'3 gramos de tris(hidroximetil)aminometeno
36'3 ml. de C1H 6N
EL pH es de T'9 a 259C. |

40 g. de QAE-Sephadex A-25 (de PHARMACIA,
Uppsala, Suecia)

son hinchados en el tampbn, y las particulas mis finas ?
son separadas por decantacifén. Bl material es empleado pgi
ra el relleno de una columna con un didmetro de 2¢5 com. !
y una altura de 25 cm. La columna es equilibrada con el
tampén.

500 mg. de insulina cristalizada una vez a par-j
tir de un tampdn de citrato se disuelven en una mezcla
de 5 ml. de tampbén y 5 ml. de urea TM, ajusténdose el pH j
a 7'9 con tris(hidroximetil)aminometano sbélido. El mate-— %
rial insoluble es separado por centrifugacidén y la diso- ;
lucibén transparente es aplicada sobre la columna. La elu~-.
cibén se lleva a cabo con el tampén a una temperatura de ,
42C y wna velocidad de 30 ml/h. Se recogen fracciones de
5 ml.

Se miden las extinciones a 01276 micras, y se
representan gréficamente frente a los nimeros de las
fraeciones‘-Las fracciones correspondientes a la parte

central principal del méximo de insulina (el maximo mds

n- 370345
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grande) son mezcladas, y la insulins es precipitada afia-

diendo uvn volumen de agua igual al de la mezcla, ajustan-

do el'pH g 2'8 con ClH, y afiadiendo dos veces el volumen

- de la mezcla d& ClNa saturada. El precipitado es aislado

por centrifugacidén y sometido a precipitacibén isoeléetri
ca, y cristalizacibén o partir de un tampén de citrato
que contiene acetona, de forma conocida. La produccién
de insulina pura es de 200 mg.

Ejemplo 4

Se prepara un tampén de siguiente composicidns

25 g, de tris(hidroximetil)aminometano

29'0 ml. de C1H 6N

12 litros de metanol,

Agua hasta completar un volumen total de 2 li-

tros.

El pH es de T!3 a 252C.

40 g. de QAE-Sephadex A-25 son hinchados en el
tempén, y las particulas mis finas son separadas por de-
cantacién. El material es empleado para el relleno de una
columna con wn didmetro de 2'5 cm. y una altura de 25 em.
ILa columna es equilibrada con el tampén.

500 mg. de insulina cristalizada una vez a
partir de un tampén de citrato son disueltos en una mez-
cla de 20 mg. de sal disédica de 4cido etilendiaminte-
traacético, 94 mg. de tris(hidroximetil)aminometeno, 10
ml. de metanol al 60 por ciento (vol/vol) y 0'073 ml. de
ClH 6N (pH final, T7/3). E1l material insoluble es separado

por centrifugacién, y la disolucidén trensparente es apli-

v =
5. 0845

- 22 o



cada sobre la columna. Ia elucién es efectuada con el tagi

pén a una temperatura de 252C y a una velocidad de 30 ;
ml/h. Se recogen fracciones de 5 ml. ‘

Son medidas las extincilones g 01276 micras, y

5 representadas gréficamente en funcibén de los nvmeros de
las fracciones. Las fracciones correspondientes a la par
te central principal del méximo de insulina (el maximo
més grande) son mezcladas, y la insulina es precipitada
afiadiendo 100 ml. de agua y 2 ml., de acetato de zinc

10 1M por cada 100 ml., de la mezcla. El precipitado es ais-
lado por centrifugacidén y cristalizado a partir de un
tampén de citrato que contiene acetona, de maners cono-

cida. La produccibén de insulina pura es de 250 mg.

15 Ejemplo 5

Se prepare un tampén de la composicibn siguien~
te: i
Tris(hidroximetil)aminometano 0106 M
20 OlH O!'02 N
ClNa 01075 M
Etanol al 60 por ciento (vol/vol)
pH, 813 a 259C
80 gramos de QAE-Sephadex A-25 son hinchados
25 en el tampén, y las particulas mds finas son separadas
por decantacién. El material es empleado para el relleno :
de una columna con un didmetro de 2!5 cm. y una altura
de 50 cm. La columna es equilibrada con el tampén.
215 g. de insulina cristalizada una vez a par-

30 tir de un tampén de citrato, son disueltos, a 02C, en una§

i
}

.. 370345
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‘mezola de 450 mg. de tris(hidroximetil)aminometano, 100

‘mg. de sal tetrasédica de Acido etilendiamintetraacético,

25 ml. de tampén, 25 ml. de etanol al 60 por ciento (vol/
vol), y 008 ml, de C1H 4 N (pH final a 252C: 8'4). El ma
terial insoluble es separado por centrifugacién a 2 a 42C,

v el 1lf{guido transparente gue sobrenada es aplicado a la

columna. Ia elucidn se lleva a cabo con el tampbn a una

temperatura de 42C y a una velocidad de 26 ml/h. Se reco-
gen fracciones de 20 ml. ‘

Se miden las extinciones a 0!276 micras y se
representan gréficamente frente a los némeros de las frac
ciones. las fracciones gue corresponden a le parte cen-
tral principal del mdximo de insulina (el méximo més gren
de) son reunidos, y la insulina es precipitada afiadiendo
un volumen igual al de la mezcla de acetato de zine 0102
M, ClH 0'03 N, El precipitado es aislado por centrifuga-

cién y cristalizado a partir de un tempén de citrato que

~contiene acetona, de manera conocida. Ia produccién es

de 1'3 g. de insulina pura.

Bjemplo 6

Se prepara un tampén de la composicién siguien-
te:

14'9 g, de monocloruro de higtidinio

38'7 ml, de NaOH 1 N

1611 g, de C1Na

3712 litros de etanol de 96 por ciento (vol/

vol) agua, hasta completar un volumen total de

5 litros.
:5 / €3 oy :)
- 24 -



10

15

20

25

30

28.4.71

el pH es de 6'5 a 25%C
35 g. de QAE~Sephadex A~25 son hinchados en el

tampén, y las particulas mds finas son separadas por de-

cantacién, El material es empleado para el relleno de una
columna con un didmetro de 2'5 cm. y wna aliura de 25 om.
La columna es equilibrada con el tampén. |
500 mg. de insulina cristalizada una vez a par—:
tir de un tampén de citrato son disueltos en una mezcla !
de 20 mg. de sal disbdica de 4cido etilendiamintetraacé-
tico, 6'5 ml. del tampbén y 6 ml. de etanol al 60 por cien
to (vol/vol), ajusténdose el pH a 6'8 con NaOH 1N. El ma-

terial insoluble es separado por centrifugacibén, y la di-

A o S e o s 2 abtbce

solucién transparente es amplicada sobre la columna. La

elucidén se lleva a cabo con el tampén a una temperatura
de 259C y una velocided de 30 ml/h. Se recogen fracciones :
de 5 ml. ‘

Son medidas las extinciones a 0'276 micras, y
representadas grificamente frente a los nimeros de las |
fracciones, Lag fracciones que corresponden a la parte ;
central principal del méximo de insulina (el méximo més g
grande) son reunidas, y la insulina es precipitada afia- %
diendo un volumen igual al de la mezcla de acetato de 5
zinc 0'02 M. El precipitado es aislado por centrifuga-
cibén y cristalizado a partir de un tempén de citrato que
contiene acetona, de manera conocida. La produccilén de in !

sulina pura es de 210 mg,

Ejemplo 7

Eg preparado wn tampbén de la composicibn si-

910345




gulente:

§ 1,25 k2, de tris(hidroximetil )aminometano

| 725 ml. de C1H 12'3 N

: 62'4 litros de etanol de 96 por ciento (vol/wvol)
5 ; agua hagta completar un volumen total de

: 100 11tros.

El pH es de 7'3 a 259

1'3 kgo de QAE-Sephadex A-25 son hinchados en

ol tempdn, y las particulas mds finas se separan por

10 {decantacién. El material es empleado para sl relleno
de una columa con un diémetro de 15 cm y una altura
de 25 cme Le columma es equilibrada con el tampdn.

18 gramos de insulina cristalizada una vesz
g partir de un tampon de citrato son disueltos en una

15 mezcla de 0'72 g. de sal disddica de dcido etilandiamin-

tetrascdtico, 10'2 g. de tris(hidroximetil )aminometano
¥y 720 ml. de etanol al 60 por ciento (vol/vol). El ma~
terial insoluble es separado por centrifugacidn. 10'7

ml. de C1H 6N son sfiadidos a la disolucion transparen—

20 te, que después es aplicads a la columna. La elucidn

es efectuads con el tampén a une temperaturs de 252C
‘ y una velocidad de 1'2 litros/h. Se recogen fracciones
: de 0'5 litros.
: Son medidas las extinciones a 0'276 micras
25 i (E276)’ vy representadas grificamsnte frente & los volu-
. menes de eluido, como se muestra en la figura 5. lLas
fracciones correspondientes a la parte central princi-
+ pal del méximo de insulina (el méximo méds grande) son
| reunidas (como se muestra en la figura). Le insulina es

30 . Precipitada de le mezcla efiadiendo un volumen de acetato

370345
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‘de zinc 0'02 M igual al de la mezcla. El precipitado

eristalizacidn se lleve & cabo a temperatura ambiente

gin la invenciodn pueden emplearse para la obtencidn de

’mm-nm S

es sisleds por cenbrifugacidn y cristalizado a partir
de un tampdn de citrato que contiene acetona, de mane-

ra conocida, La produccion es de 8'2 g. de insulina

PUTrse

La insulina es recrigtalizada a partir de

wn tampdn de la composicidn siguiente:

2'0 por ciento de insulina !

0'8 por ciento de Znt * (on forms de cloruro),
caloulado con respecto
al peso de lz insulina.

acetato de sodio 0'01 M i

7'0 por ciento de cloruro de sodio

C1lH hasta pH 5'45 a 5'55,

La insulina es disuelta en agua que contiene

ClH y el Cl,Zn, y después es afiadida una di-

solucién de acetato de sodio y cloruro de sodio. Ia

con agitgeidn mecénica. Ia cristalizacidn se completa
en uno o dos dfas. Ia insuline es aiglada por filtra- .

cidn, lavada con agua y secada en vacio. Ia produccidn

es de 8'0 gramos.

T2 insulina purificade y la insuling pura se-

toda clage de preparaciones farmaceuticas de insulina
para uso clinico, %
Para consegulr une accion répida de la insuli- |
na es conocido el empleo de una disolucion acuosa inyec~
table de insulina. Beta disolucidn tiene usualmente wun

valor de pH de aproximademente 2 a 3, pero existen tam-

blén preparaciones conocidas de insulina que constan de |
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una disolucidn de imsulina con un valor del pH de apro-
xixadameute 7 o 8. Con respecto a esta disolucidn de
insulina Wltimamente c¢itada, puede hacerse referencia,
por ej. & la Memoria descriptiva de la Patente de los
EE.UUs N2 3.0910573. La insulina purificeda y la pura
segun laninwenéién pueden emplearse para la formulacidn
de ambos tipos de disoluciones inyectables-de insulina.

Son conocidos tembién preparaciones inyecta-
bles de insuline, en las gue la insulina estéd combina-
da con un compuesto que hace a la insulina escasamente
goluble al valor de pH de la sangre y los tejidos huma-
nos. Son ejemplos de estos compuestos la protamina, la
globina y surfen (bis-2-metil-4-aminoquinoleil-6-carba~
mida). Una preparécién de esta clase muy conocida eg
una suspensién acuosa e un precipitado amorfo de insu~
lina y protamina en un medio gue contiene zinec. Otro
ejemplo 23 una suspensidn scuose inyectahle de un com-
puesto de insuline y protemina en forma cristalina. La
insuline purificada y la insulina pura segin la inven=-
cidn pueden ser utilizadas tembién para la formulaeidn
de preparaciones inyectables de insuline de estas cla-
sese

Unos tipos de preparaciones inyectables de

insulina que han encontrado un emplio uso son suspensio-

' nes acuosas que contienen insuline en estado amorfo y/o

crigtalino. En estas suspensiones de cristales de insu=-

line hay presentes iones de zinec en tal proporcién que

5 los cristales de insulina en suspensidén contienen al

' manos 0'35 miliequivalentes de zine por gramo de los corig

tales, y las suspensiones tienen un pH de aproximadamente T.

370345
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sacho mede lifcerge refevencia, nor ¢j., a
o Cenewia desexivtive de la Patente de log BE.UU, He
2,002,202, Da ingulina purdificada y la insulinn pura se—

(3 « 2
stn la inveneidn pusden cer emvleadas vava formmlar

este tipo de preparaciones iryectables do insulina.

;
Durante la dltima década se ha uibilizado bam~

o<

bidn una suspensidn acuoza inyectable que contiene crig-
tales de insulina bovinae gque tienen la foxma de romvoe-:

dros de arictas vivas unidos por caras criztalinas

g 4 -, -
rlanas, siendo el angulo obtuso de cada rombo de entre

1142 7 1152, Con respecto a la produccidn de cstos cris-

1
tales, nuede hacerse referencia, por ¢j. a la Hemoris |
i
descriptiva de la Fatonte de log 1E.UU., He 2,920,014, !

i

Ta susnensidn de cstog cristales de insulina Sovina

suede contensr vanbidn insulina en disolucidn. La insu-
1o e P P . . B "4 . . £
lina »urificada y la ingulina pura segun la invencion
vucden ser cimpleadas también vara formular cstos tipos
de preparaciones de ingulina para uso clinico.
Pinalmente, es sabldo que se considera venta-~
joso gue los cristales de insulina enpleados en formo

crisvalina en suspensiones de cristales de insulina

nara inyeceidn scan de tamafio suctancialmente unif:‘ox'me.l
L8to Tusde consegulrse como se deseribe en las ﬂemoriag
descriptivas de las Patontbes de log BE.UU. Hos. 2»819.599
7 2.799.622, Lutos procedimicntos de cristalizacidn pue-
den ser emplcados en relacidn con la formulacidn de la
ingulina purificada ; la insulina pura sesin la inven-
cibén en suspensiones de eristales de insulina para in-
roceidn,

“n los cjomplos siguientes se ilustra cémo

L. 9/03545
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emplear la insulina purificada y la insulina pura para la

produccibén de algunas de las clases de las preparaciones

de insulins citadas anteriormente.

Ejemplo 8

Inyeceién de insulina neutra 40 u.i/ml.

160 mg. de insulina pura preparada segin el

ejemplo 5 son disueltos en 20 ml. de dcido clorhidrico

' 0,01N. Ta disolucidn es esterilizada por filtracién, y el

filtrado es mezeclado asépticamente con 60 ml. de una di-
solucién acuosa estéril que contiene 0!l g, de p-hidroxi

benzoato de metilo. Finalmente se afiaden 20 ml., de una

disolucién estéril que contiene 136 mg. de acetato de so

"dio, 0!'7 g. de cloruro de sodio y 10 mg. de hidréxido de

sodio, la preperacién final tiene un pH de aproximadamen

te 7'3. Bs introducida asépticamente en ampollas esteri-

lizadas.
Ejemplo 9
Inyeccidn de insulina con protamina y zinc.

40 u.i{ml.

116 g. de insulina purificada preparada segin

- el Bjemplo 1 son disueltos en 75 ml, de 4cido clorhidri-

co 0103 N. La disolucién es esterilizada por filtracién,

¥y el filtrado es mezclado asépticamente con agitacidn

constante con 800 ml. de una disolucién estéril que con-

tiene 16 g. de glicerol, cloruro de zinc en cantidad equi
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valente a 35 mg. de zinc y 1 g. de p-hidroxibenzoato de
metilo. A esta disolucién se afiaden 25 ml. de una diso-
lucién estéril de 340 mg. de sulfato de protamina en dci
do-clorhidrico 0'08 N y 100 ml. de una disolucién esté-
ril de hidréxido de sodio 0!1058 N que contiene 1!36 g.
de acetato de sodio. La preparacibén tiene un pH de apro-
ximadamente T!'2. Se envasa asépticamente en ampollas es-

terilizadas.

Ejemplo 10

INYECCION DE INSULINA BIFASICA. 40 u.i./ml.

Para la obtencidn de esta preparacién farma-
céutica de insulina se usa una insulina pura que ha si-
do recristalizads a partir de una disolucién tampbn de
acetato~sal. 116 g. de insulina pura (de vaca) prepara-
da segin el Ejemplo 7 son disueltos en 75 ml. de &cido
clorhidrico 0,04N que contiene cloruro de zinc en canti-
dad equivalente a 1'1l mg. de zinc. La disolucién es es-
terilizada por filtrzeidn, y el filtrado es mezelado
asépticamente, con agitacibén constante, con 25 ml. de

una disolucién estéril que contiene 1'36 g. de acetato

de sodio, 7 g. de cloruro de sodio, e hidréxido de sodio '

suficiente para producir un pH de 514 a 5!/5 en la mez-
cla. La agitacién es continuada durente veinte horas
aproximadamente, 0 hasta que el precipitado de insulina
es convertido en cristales rombgédricos. La suspensién
es afiadida después asépticamente a 800 ml. de una digo-

lucién acuosa estéril que contiene 1 gramo de p-hidroxi-
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- benzoato de metilo, y la mezcla es dilufda con 100 ml.

~de una disolucidn de hidréxido de sodio suficiente pa-

ra obtener uns preparacibén con un pH de aproximadamen-
te 7. A esta preparacién se afiade una disolucién neu-
tra estéril de insulina pura que contiene 1'6 mg. de in-

sulina purs por ml:, hasta que la cuarta parte de la in-

sulina estd presente en forma soluble. La suspensibn es

envasada asépticamente en recipientes esterilizados.

Ia disolucibn estéril de insulina pura es prepa
rade por el método siguiente. 0l4 g. de insulina pura
(de cerdo) preparada segin el Ejemplo 7, son disueltos
en 25 ml., de dcido clorhidrico 0,02N que contiene clo-
ruro de zinc en cantidad equivalente s 0,25 mg. de zinc.

La disolucidn es esterilizada por filtracidén, el filtra-

do es dilufdo asépticamente con 200 ml. de una disolu-
cién scuosa estéril que contiene 0'25 gramos de p-hidro-

xibenzoato de metilo y 25 ml. de una disolucibn estéril
que contiene 0!'34 gramos de acetato de sodio, 1'75 gra-
mos de cloruro de sodio, e hidréxido de sodio suficiente
para producir un pH de aproximadamente 7 en la disolu-
cibn final.

Ejemplo 11

SUSPENSION DE INSULINA Y ZINC. 40 u.i./ml,

Primero, la fraccibn cristalina de la prepara-
cifn es obtenida por el método siguiente. 1'6 g, de insuli

na pura preparada segin el Ejemplo 2 son disueltos en 75

ml. de Acido clorhidrico 0,02N que contiene cloruro de

TN "
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zine en cantidad equivalente a 10 mg. de zinc., La diso-
lucibn es esterilizade por filtraecidn, y el filtrado es
mezclado asépbicemente, con agitacién simultdnea, con 25
ml. de una disolucibn estéril que contiene 136 g. de aqg;
5 tato de sodio, 7 g. de cloruro de sodio, e hidrdxido de |
sodio suficiente para producir un pH de 514 a 515 en la
mezcla. La agitacién es continuada durente veinte horas |
aproximadamente, 0 hasta que el precipitado de insulina
pura es convertido en cristales romboédricos. La suspen- '
10 sibn es afladida después asépticamente, con agitacibén con ;
tinua, a 900 ml de una disolucidén estéril que contiene i
cloruro de 2zinc en cantidad equivalente a 70 mg. de zinc,'
1 gramo de p-hidroxibenzoato de metilo, e hidrdéxido de
sodio suficiente para producir un pH de aproximadamente
15 73 en la fraccibén cristalina. i
La fraccién amorfa es preparada por el método
siguiente: 1!6 g. de insulina preparada segin el Ejemplo
4 son disueltos en 100 ml, de dcido clorhidrico 0,02N
que contiene cloruro de zinc en cantidad equivalente a
20 10 mg. de zinc, la disolucidén es esterilizada por fil-
tracibn, y el filtrado diluido asépticamente con 800 ml. .
de una digolucidn estéril que contiene cloruro de zine
equivalente a 70 mg. de zine, y 1 gramo de p-hidroxiben-
zoato de metilo. 100 ml. de wna disolucibn estéril que
25 contiene 136 g. de acetato de sodio, 7 gramos de clo-
ruro de sodio e hidréxido de sodio suficiente para pro=-
ducir un pH de aproximadamente 7!3 en la fraccién amor-
fa final, son afiadidos después asépticamente con agita-
eién continua.

30 La suspensién de insulina y zinc es preparsda
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mezclando asépticemente 7 volimenes de la suspensién crig
talina y 3 volfmenes de la suspensién amorfa. La mezcla

es envesada asépticamente en ampollas esterilizadas.

BEsta solicitud que corresponde a la presentada

ien Gran Bretafia, con fecha 9 de Agosto de 1.968, bajo el

Ne 38081/68, (provisional), se scoge a los beneficios del
articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indus-
trial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los
siguientes:

l.~ Un procedimiento para fabricar una prepa-
racién inyectable de insuline para uso clinico, caracte-
rizado por el hecho de que es purificada insulina cruda
o comercial, preferiblemente por filtracidén en gel y crg
matografia en columna, en tal extensién que esté exenta
de proteinas de origen pancredtico que tienen un peso mo
lecular superior a 6.000, aproximadamente, y muestra esen
cialmente un tmico componente cuando es analizada por
electroforesis en gel de poliacrilamida, y porque la in-
sulina as{ purificada se formula como una preparacidén in
yectable de une manera en si conocida,

2.~ Un procedimiento segin la reivindicaeibn 1,

caracterizado por someter primeramente insulina comercial

370345
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0 cruda a una filtrascién en gel y a continuacién a cro-

matografis en columna sobre un cambisdor de iones, reco~

ger en ambos casosg las fracciones correspondientes a la

parte mayor central del pico de insulina, de manera que

1

después de la cromatograffia en colums las fraocciones re .

cogidas muestren esencialmente un componente vnico cuan-—

do se analiza por electroforesis en gel de poliacrilami- .

da, recuperar la insulina de las fracciones recogidas y
formular la insulina asi purificada en una preparacién
de insulina inyectable.

3.- Un procedimiento segin la reivindicacibn 1,
caracterizado por someter insulina comercial o cruda a
cromatografia en columna sobre un cambiador de aniones,
de preferencia fuertemente bdsico y utilizaer un disolven
te orgénico miscible en agua, que contiene agua, preferi

blemente un alcohol alifético, como eluyente, recoger

las fracciones correspondientes a la parte mayor central :

del pico de insulina y que muestran esencialmente un com .

ponente unico cuando se analizan por eleciroforesis en
gel de poliacrilamida, recuperar la insulina de las frac
ciones recogidas y formular la insulina as{ purificada
en una prepaeracién de insulina inyectable.

4,- Un procedimiento para fabricar una prepa-

recibén inyectable de insulina.

i

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-

tecede, representado en los dibujos que se acompaiian y

con los fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de treinta y cinco hojas y

- la presente escritas a miquina por una sola cara.

d MAY. 1971

Madrid,
P.A.

28.4,71
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