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“dcido clorhidrico,'al que se ha égregado un agente preserva-

Después de la aparicién de preparados de insulina
elinicamente Utiles con una accidn insulinica prolongada, -
las soluciones de insulina que se sabe que son de accién
répida han sido gradualmente sustituidas por estés prepara-
dos de insulina mds adecwados. Sin embargo, las soluciones
de insulina poseen ahora trés aplicaciones cada una de las
cuales hace que estassolucionés sean indispensables en te-
rapia, a saber, en el tratamiento de chogue en siquiatrfa,
en el tratamiento de emergencias agudas en la terapia de la
diabetes y en el empleo en combinacidn con los preparados
de insulina de accién prolongada en el tratemiento diario de
los diabéticos. En numerosos casos cuando se hace uso de sﬁg
pensiones acuosas de cinc-protamina-insulina amorfamente pre
cipitadB con un efecto altaﬁente prolongado, es ventajoso
agregar wna solucidn de insulina que se meécla en la jerin-
ga de inyeccidén. Con frecuencia es aconsejable hacer uso de
esta mezela cuando se emplea una suspensidén acuosa de cinc-
protamingfinsulina eristalina.,

En todos los casos en que se desea utilizar una adi+
cibén de insulina en solucidén o cuando esta adicién debe ser
utilizada, sin embargoi debe tenerse en cuenta que las solu-~
ciones de insulina empleadas hasta ahora son incompatibles
eon los preparados de insulina de efecto prolongado en lo
que se refiere a 12 acidez. Mientras en la mayoria de los caq
gos los preparados 8e efecto prolongado son suspensiones neu-
tras de insulina, las soluciones de insulina utilizadas has-
ta ahore son.dcidas y presentan un pH de 3 aproximadamente,
ya que han sido producidas disolviendo insulina amorfa o par-

ticularmente cristalina en un 4cido dilufdo, habitualmente
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. N
tivo y una sustancia que hace la solucidén isoténica y, si se

desea, una sal de cinc soluble en agua, por ejemplo cloruro
de cinc. Sin embargo, las citadas suspensiones con un efecto
prolongado, pasan a solucién a este bajo valor del pH y son
mds o menos inestables al pH que resulia despuéds de mezclar
la insulina en solucién, Como consecuencia de ello; la mez-
cleg de insulina disuelta crea una incertidumbre en el trata-
miento de la diabetes y requiere una aplicacién répida de
las mezclas producidas.

Esta invencidn se dirige a la produccién de un pre-
parado de insulina de accidén rdpida que contiene insulina
disuelta como constituyente activo y que es compatible con.
los preparados de insulina de efecto retardado debido a su
reaccién neutra, en contraposicidén a las soluciones de insu-
lina utilizadas hasta ahora.

Ig invencidn se basa en el descubrimiento de que la
insulina producida a partir de péﬁcreas de cerdo, en lo que
gigue llamada insulina de cerdo, tiene una solubilidad tan
alta a un pH de 7 a 8 que no se forman precipitados de insu-
lina a este valor del pH de manera que queda asegurado que,
incluso cuando en la solucidn hay presentes-iones de metales,
preferiblemente cinc, que provocan la cristalizacién de la
insulina, a una concentracién que es exactamente suficiente
para la cristalizacién de la insulina, después de un almace- |
namiento prolongado no tiene iugar ninguna precipitacién de
insulina cristalina, de la cual se sabe que en suspensidn
acuosa que contengs iones de cinc o metales similares a una
concentracién mayor presenta wna actividad insulinica muy

prolongada, |

Es sorprendente que cuando.se emplea insulina de
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neutra no es reducida cuando junto con los iones metdlicos

cerdo sea posible producir soluciones estables de inéulina
& un pH de 7-8.

El procedimiento de acuerdo con esta invencién se
caracteriza por lo tanto por diselver una insulina de cerdo
en un medio inyectable acuoso con un pH de 7-8.

Como se ha mencioﬁado en lo que antecede, en la
produccién de las soluciones écidas de insulina conocidas has
ta ahora algunas veces se utiliza la adicidén de cloruro de
cinc. Es sabido que los iones ae cine y los iones de otros
metales promotores de la cristalizacién, como cobalto, ni-
quel y cadmio, reducen la solubilidad de 1avinsulina a reac-—
cidn neutra. Por lo tanto, si en el procedimiento de acuerdo
con la invencidn se hace uso de 1z adicién de una sal de cinc
soluble en agua o0 de una sal de uno de los otros metales pro-
motores de la cristalizacidn o si se hace uso de insulina con
wn altdwcontenido en estos metales, debe tenerse cuidado de
que la solucién de insulina producida contenga una cantidad
de iones.cine o similares tal que no tenga lugar la precipif
tacidén de insulina. '

En le produccién de preparados con rééccién neutra
¥y con un efecto prolongade y constitufdos por una suspensién
acuosa de un precipitado de insulina, se sabe hacer uso de
una sustancia reguladora del pH con objeto de mantener la
reaccidn neutra. Son ejemplos de estas sustancias reguladoras
los fosfatos, cifratos, acetatos, boratos, maleatos, dietil=~
barbituratos y glicerol.:

Tembién es sabido que algunas de estas sustancias
reguladoras se combinen con los iones de los citados metales

de tal manera que la solubilidsd de la insulina a reaccién




10

18

20

25

30

‘de fosfato y citrato, debe contener menos de alrededor de

estdn presentes estas sustancias reguladoras. As{, los iones
de todos los metales citados forman complejos con el citrato.
El procedimiento de acuerdo con la invencién se ca-
racteriza por lo tanto por el hecho de que, si se utiliza la
adicidn de una solucidn de un compuesto de uno o mds de los
metales como cinc, cobalto,'niquel ¥y cadmio, que constituye
un requisito previo para la cristalizacidén de la insulina,
0 si se hace ugo de wa insuling con un alto contenido en es-—
tos metales, en ausencia de sustancias tales como las sustan-
cias reguladoras que forman compuestos poco solubles o com-
plejos con los citados metales, la solucidn es.dotadz de -un
contenido de los metales inferior a aproximadamente 3 x A i
10™3 miliequivalentes por litro, donde "A" indica el.niimero
de unidades internacionales de insulina por milili{ro.
Utilizando el cinc como ejemplo y una concentracidn
de insulins de 40 unidades internacionales por mililitro, la

solucibn producida, en ausencia de, por ejemplo, reguladores

1,7 % de cinc. Sin embargo, si estdn presentes iones fosfato
o citrato como reguladores, el prepafado producido puede con-
tener una cantidad de CGinc considerablemente mayor si sola-
mente la cantidad de iones c¢inc que quedan a disposiciédn de
la insulina y consecuentemente no estdan combinados con la sus
tancia reguladora no pasa del 1imite superior anteriormente
mencionado.

Ademds, el hecho es que, a la vista de la estabili-
dad de la solucién cuando se almacena durante un periodo pro-—
longado de tiempo, el limite superior para el contenidd de
dichos metal2s en la solucién de insulina depende del valor

‘del pH y de ia temperatura de almacenamiento de la solucién.
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Cuanto mayor sea el contenido en metal y menor la temperatura
de almacenamiento, mayor debe ser el pH de la solucidn para
que esta Ultima sea estable por almacenamiento prolongado.

En la patente estadounidense n® 2,920,014 (solici~

(solicitud n? 738.011) se reivindican procedimientos para la
produceidn de suspensiones acuosas de cristales de insulina
con un efecto prolongado, reaccién néutra y un contenido en
"einc o en metales similares relativamente bajo. Ias solucio-
nes de-insulina producidas de acuerdo con esta invencién son
muy apropiadas para ser mezcladas con los preparados de -insul
na producidos de acuerdo con las citadas patentes, yg‘que es-
ta mezelg comunic; a estos preparados el efecto inicial desea
do.'La mezgela puede tener lﬁgar incluso en escala industrial
antes de que los preparados sean'introducidds en el mercado,
ya que las mezclas pféducidas son completamente estables in-
clusc despuds de almacenamiento prolongzdo bajo las condicio~
nes que -prevalecen en la préctica. .

.Los siguientes ejemplos de trabajo ilustrarin el
procedimienté de acuerdo con 1a invencidh.

“EJEMPIO 1 ‘

Se disuelven 1,74 g (40,000 unidades) de insulina
de cerdo amorfa exenta de cinc en 500 ml de agua conteniendo
2 ml de HC1 1IN, 50 g de glucosa y 2 g de fenol. Ia solucién
se filtra estérilmente, se neutraliza con NaOH 1N g pH 7,6 ¥
se diluye con agua estéril haéta 1000 mililitros,

| EJEMPLO 2

~ Se disuelven 1,74 g (40,000 unidades) de insulina
de cerdo cristalina, conteniendo alrededor_de 0,4 % de cinc,

‘en 500 ml de agua conteniendo 2 ml de HCl 1N, 50 g de glucosa

tud ntmero 692.612) y en la patente estadounidense n? 3,058.8%

D

| o
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‘las soluciones, debe utilizarse un pH mds alto con objeto de

y 1 g de p-hidroxilbenzoato de metilo, Ia solucién se filtra
esterilmente y neutraliza con 500 ml de una solucidn estéril
de fosfato sédico 0,02 molar (pH = 7,5). Si es necesario, el
pH de la mezcla se reajusta con NaOH 1N a 7,3-7,5. Como se
observard en lo anterior, 1,74 g (4000 unidades) de insulina
de cerdo cristalina, conteniendo 0,4 % de metal (cinc) se di-
suelven en 500 mililitros de agua y esta solucién se mezels
posteriormente con 500 ml de una solucidén estéril de fosfato
sédico para dar un total de 1 litro aproximadamente de solu-
cién, Asi, el preparado final contiene 6,96 mg de metal por
litro y, como 1a concentracién de insulina es de 40 unidades
por mililitrg, el preparado final contiene alrededor de 5 i’
Ax 1073 miliequivalentes del metal por litro.

EJEMPIO .

Se disuelven 1,74 g (40.000 unidades) de insulipa
de cerdo cristalina conteniendo alrededor de 0,7 % de cinc
en 400 ml.de agua conteniendo 2 ml de HC1 1N y 1 g de p-hidrg
xibenzoato de metilo. Ia solucién se filira estérilmente y sq
megcla con 500 ml de wna solucién estéril que contiene 1,4 %
de NaCl y acetato sédico 0,02M. El pH se ajusta a 7,3-7,5 con
NaOH 1N, despﬁés de lo tual la solucidén se diluye con agua
estéril hasta 1000 ml, -

En todos los ejemplos anteriores, las soluciones
producidas tienen un contenido en insulina de 40 unidades in-
ternacionales por mililitro. Sin embargo, de ‘acuerdo con la
invencidn también es posible producir soluciones mis concen-
tradas, conteniendo, por ejemplo, 80 unidades infernacionales
de insuling por mililitro. Al aumentar la concentracién de in

sulina, manteniendo por lo demds idéntica la composicién de
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| alcanzar 13 x A x 10~2 miliequivalentes por litro, siendo A

WV

asegurarse de que no precipita nada de insulina‘ée las solu
ciones cuando son almacenadas. Como ya se ha insistido ante
riormente, el contenido de zinc y de metales similares en -
las soluciones y el tipo de regulador utilizado, si se em-
plea alguno, influiri sin embargo en la solubilidad de }a -
insulina de cerdo, lo que también debe tenerse -en comsidera
cién cuando se emplean éoncentraciones mas altas de insuli-
na.

En resumen la Patente de Introduccidén que se soli-
cita débéré recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES
l - UN METODO DE OBTENCION DE UN PREPARADO DE IN-

SULINA, esencialmente caracterlzado porque consiste en pre-
parar una solucién estéril de insulina de cerdo cristalina
conteniendo un metal tal como zinc, cobalto, niquel y cad-

nio, en un medio inyectable acuoso a un pH de valor entre -
7 v 8, sproximadamente, de modo que ln concentracifn del my

tal seleccionado sea de 5 x A x 10~2 como minimo, pero sin 4

el nlmero de unidades internacionales de insulina por mili-
metro de. preparado. -

| _ 2. Se reivindicé.por 4ltimo como objeto sobre el
qﬁe ha de recaer la Pa%eﬁte de Introduccidn que se solicitsz

UN METODO DE OBTENCION DE UN PREPARADO DE INSULINA.
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Todo conforme qQueda descrito y reivindicado.
en_la presente memoria descriptiva que consta de nueve pa|

ginas mecanografiadas.

Madrid, 22 Marzo 1.974
BERNARDQ UNGRIA
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