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Para la produccibén de preparados de insuline
con efecto de liberacidn retardada se segulan hasta shora
dos caminosy o bien se agregsban a la insulina, ademds de
iones zinc, compuestos con liberacidn retardada tales como
clorhidrato de bis=(4~amino-quinsldin~6-)-N,N'-urea, globi-
na o protamina, o bien se utilizaban suspensiones de insu-
lina cristalina o amorfa.

El efecto de la insulina de las suspensiones cris-
talinas se inicia lentamente y con frecuencia dura demasiado
tiempo. Por el contrario, el efecto de una suspensidn de
insulina smorfa se inicia rdpidamente, pero termina demasia-
do pronto.

Por lo tanto se ha combinado también insulina
cristalizada e insulina amorfa, con el fin de obtener un
perfil mds favorsble de la curva de tiempo-efecto. No obs-
tante, tal combinacidén no siempre censtituye un principio
eficaz de liberacidn retardsda ya que segin las costumbres
gastrondmicas en los diversos paises, frecuentemente, la
actividad inicial de la insulina se inicia con demasiada
lentitud y ls durscidn del efecto se mantiene durante dema-
giado tiempo. Con el fin de solucionsr este problema, se ha
utilizado entonces también la combinacién de insuiina cris-
talizada con insulina disuelta, obteniéndose un éxito.

No obstante, en tales combinaciones debe asegurar-

se que en el transcurso del almacenamiento no se produzca

—o-



ninguna transformscidn de insulina disuelta en insulina
cristalina. Esto se impedis hasta shora utilizando insulinas
de diferentes especies, por ejemplo insulina de vacuno cris=-
"talina e insulina de porcino disuelta. ,
5 | Sin embargo, tal combinacidn posee la desventaja
de que provoca tambidn la formuscidén de anticuerpos contra
ambas especles. Desde hace algunos afos se ha comenzado a
utilizer insulinas de una sola especie, ya que entonces,
al aparecer una resistencia a la insulina debida a causas
10 inmunolédgicas, se puede pasar a utilizar otre insulina que
hasta entonces no habia sido utilizada todavia, por ejemplo
puede pesarse de insulins de vacuno a insulina de porcino.
Esta posibilidad se suprime en el caso de utilizarse combi-
naciones de insulinas de diferentes especies.
15 Se ha encontrado shora que puede mezclarse des~

Bl-insulina disuelta con ceristales de insulins

fenilalanin
completa de la misma especie para formar unsa combinacidn
estable, sin que se produzca una transformacidn de des-

heBl

fenilalaninBl-insulina (Des-P ~insulins) en estsdo di-

20 suelto a estado cristalino.

Bl--insulina, excepto la

Ya que la des-fsnilalanin
fenilalanina ausente, posee las mismas agrupadiones inmuné-
genas que la correspondiente insulina completa, ambas insu-
linas constituyen un sistema estable de dos fases (cristalina/

25 disuelta) con lss propiedades inmunoldgicas de una insulina

28~1~75 -3
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de una sola especie,

Para la estabilidad de los preparados tiene impor-
tancia decisiva el contenido total de zinc en solucién y
en suspensidén de eristales., Este contenido debe encontrarse
entre 25 y 80 mcg/10¢ U.I. de insulina,

Por consiguiente; son objeto del invento prepara-
dos de insulina 2 vase de insulina cristalina en suspensidn
acuosasy que estdn caracterizades worgue contiesnen des-Bl-
fenilalenin-insulina disuelta de la misma especie y en total
25-80 mog iones zinc por 100 U,I. de insulina,

La proporcidén de insulina cristalizada a Des-Phe-
insvlina disuelta determine el perfil de la curva de tiempo-
efecto, Puede encontrarse entre 6C:4C y 90:10 y preferible-
mente es de 80:2C hasgste 90:10, EL contenido total de insu-
lina del greparado es convenienvemente de 40-10C U,I./ml,

Ia suspensidn es ajustada o un valor de pH de 6,8-7:2, pre-
feriblemente pH 6,5-7,0, y contiene 25-80 meg de iones zinc
por 100 U.I,

Cbjeto del invento es ademds un procedimiento para
la produccién del mencionado preparado, que estd caracteri-
zado porque se combina una suspensidén de cristales de insu-
lina con una =olucién de BDes-rhe-insulina de le misma espe-
cie, EBste procedimiento se realiza por ejemplo del siguien-
te modo:

1) Para lz nreparzeidn de 12 suspensidn de crista-

les de insulina,

(Componente cristalino del preparado terminado) se cristaliza

en
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primer término insulins g partir de un tampdn que contie-

ne iones zinc. De este modo se obtienen cristales de insuli-
na de tamaflo uniforme de 15-55/1, que poseen un contenido

de zinc de 0,3 - 1,0%.

Los cristales, después de separscidn de las aguas
madres, son suspendidos en una solucidn tampdn, cuyo volu-
men estd dosificado de modo tal que ls suspensidn es ajusta-
da a un contenido definido de insulina dentro del margen
de 40~100 U.I./ml. La solucidn tampdn contiene una cantidad
tal de iones zinc, por ejemplo en forma de cloruro de zinc,
que el contenido total de zinc de la suspensidn de cristales
ajustads a 40-100 U.I./ml ascicnde a 30-80 meg/100 U.I. La
solucidn tampdn conticnes, ademds de ello, también sales,
tales como scetato de sodio, convenientemente en una concen-
tracibén de 0,1 - 0,2%, cloruro de sodio, convenientemente
en una concentracidn de 0,5 - 1%, asi como agentes de con-
servacibén, tales como éster metilico de &cido 4~hidroxiben-—
zoico, convenientemente en una concéntracién de aproximada~
mente 0,1%, y es ajustada con lejia de sosa a un valor de
pH dentro del margen de pH 6,8-7,2 preferiblemente de pH
6,8 ~ 7,0.

2) Para la presaracibén de la solucidn de Des~Phe

ingulina de la nmisms especie (componente disuelto del pre-

parado terminado) se disuelve en un liquido de solucién una

cantidad de Des~Phe~insulins secs cristalizada que tieme un



contenido de zinc de 0,3 -~ 0,7% tal que la solucidn posee
un contenido definido de Des~Phe-insulina dentro del margen
de 40-100 U.I./ml. £l liquido de solucidn contiene una can-
tidad de iones zinc, por ejemplo en forma de cloruro de zinec,

5 tal que todo el contenido de zinc de la solucidn es de 25~
40 meg/100 U.I. El 1fquido de solucidn contiene adenis de
ello cloruro de sodio y éster metilico de acido 4~hidroxi-
benzoico, asi como cantidades de 5cido acético y de dcido
clorhidrico suficientes para disolver la Des-Phe-insulina.

10 Después de filtracibn estédril, ls solucidn de Des-Phe-insu-
lina es ajustads con lejia de sosa a un valor de pH dentro
dél mergen de pH 6,8 - 7,2, preferiblemente de pH 6,8 - 7,0.
‘Despuéds de ello la solucidn tiene los mismos contenidos de
cloruro de sodio, acetato de sodio y éster metilico de dci-

15 do 4~hidroxibenzoico que la solucidén tampén descrita en el
apartsdo 1).

3). Para la produccidn de preparsdos de insulina

de liberacidn retardada dispuestos psra el envasado se mez-

clan el componente cristalino descrito en el apartado 1)

20 y el componente disuelto descrito en el apartado 2), uti-
lizdndose cristales de insulins y Des~Phe-insulina disuelta
de la misma especie. Ia proporecidn en volumen de componente
eristalino: componente disuelto es de 60:40 hasta 90:10,
preferiblemente de 80:2C hasta 90:10. E1 contenido total

25 de insulinz es de 40-100 U.I./ml. El contenido de zinc del

28-1-75 ~6~
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preparado terminado depende de la proporcidn de mezcla de
los dos componentes, y asciende a 25-8C meg/100 U.I.; el
valor del pH se encuentrs dentro del margen de pH 6,8 -~ 7,2,
preferiblemente de 6,3 =~ 7,0,

El preparado segln el invento posee un efecto de
liberacién retardsda de insulina de wayor duracidén y equili-
brado. Estd inslterado en lo que se refisre a su estado fi-
sico ¥ a8l efecto bioldgico incluso después dé almacenamien-
to durante un afio 8 4-82C y g 259C.

El preparado encuentras utilizacidén como insulina
de liberacidn retardsda en el tratsmiento de la Diabetes
mellitus. Bs especislmente indicado para reacondicionar pa-
cientes cuando debe inmpedirse que se formen anticuerpos
contra varias especies de insulina,

Los siguientes ejemplos explicsn la produccidn

de los preparados sezin 21 invento.

Ejenplo 1.

A. Preparacidn de la sus.ensidn de cristales de insulina

de vacuno.

16 g de insulins cristalina purs de vacuno con una
sctividad minims de 25 U.I./mg calculado sobre sustancia
seca son disueltos en 75C ml de dcido clorhidrico 0,02 N,
que contienen C,0137% de iones zinc en forms de cloruro de

zinc. A esta solucidén de insulina se sgregan 250 ml de una
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solueidn, que contiene 0,95% de dcido acético glacial y

2,8% de cloruro de sodio. Luego, la mezclas tfansparente es
dejada libre de bacterias (esterilizads) por filtracidn de
modo estéril mediante una capa de membrana. A la solucidn
filtrada de modo estédril se agregs una cantidad de una lejia
de sosa 4 N estéril tal que se alcanza un valor de pH entre
5,4 y 5,8. ILa suspensibén de insulins smorfa obtenids es agi-
tada durante corto tiempo en condiciones estériles a la tem-
peraturs smbiente y después de ello es ajustada en la neve-
ra a + 4hesta +72C para la cristslizacidn.

Después de 36 a 40 horas como mdximo se han for-
mado cristales romboédricos estructurados de un modo unifor-
me con un btasmaflo homogéneo entre 15 y BS/u. Los cristales
son separados por centrifugscién en vasos estériles con bajo
nimero de vueltas, siendo sepsrades las pequeilas porciones
amorfas eventualmente existentes todevia. Luego el producto
cristalizado separado por centrifugscidén es suspendido de
nuevo en 7 litros de una solucidén de dilucidn de insulina
neutra, tamponada y estéril(pers su composicidn véase la

Tabla 1) (suspensibén de base).

Tsgbla 1.
Composicidén de 1la solucidn de diluciédn de insulina:
Bn 10 litros de solucidn estdn contenidos:

10 g de éster metilico de dcido 4-hidroxibenzoico = 0,1%
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14 g de acetsto de sodio . 3H0 0,14%

75 g de cloruro de sodio = 0,75%
105 mg de cloruro de zine (ZnCl,) = 5,0 meg de
Zn**/ml

Lejia de soss hasta pl 6,9
La solucidén es filtrads de modo estéril.

Determinacidn del contenido de eristales de insuli-

na en la suspensidn de base.

Para la determinascidén del contenido de cristales
de insulina en la suspensibn de bsse se toms la suspensidn
de cristales, después de un mezclado intenso con ayuda de
un agitedor magnético, 4 veces cada vez en cantidad de 10 ml
(pipeta llens) y el contenido de insulina se determins se-
glin los siguientes métodos:

1) Por gravimetria después e secado con acetona y éter y
pesada. ,

2) Después de disolver los cristales, por espectrofotometria
en U.V. a 280 nm

3) Por determinacidbn del contenido de N,

Preparacidn del componcnte de liberacidn retardada que con-—

tiene 40 U.I./ml.

De acuerdo con el contenido determinado de insuli-

na en la suspensién de base, ésta es ajustada luego, por
adicidn de mis cantidad de soluciébén de dilucidn estéril, al

deseado contenido de insulins de 40 U.I./ml. Rendimiento mé=-



ximo 10O litros.

B. Preparscién del componente disuelto de Des~Phe-insulina

de vacuno.
6,304 g de Des-Phe-insulina de vacuno cristaliza-
5 da se disuelven en 3,5 litros de un liquido de solucién con

la composicidén indicada en la Tabla 2.

Tabla 2.
Composicidn del liquido de solucidbn de Des~Phe-insulina
10 En 5 litros de solucidn estédn contenidos:
5 g de éster metilico de dcido 4-hidroxibenzoico = 0,1%
2,85 ml de 8cido acético (proporciona 0,14% de acetato

de sodio.BHEO)

37,5 g de cloruro de sodio = 0,75%

15 21 mg de cloruro de zinc (anhidro) = 20 meg
L

Zn+‘/ml

5 ml de 4cido clorhidrico &4 N,
La solueidn transparente de la Des-Phe~insulins
es luepgo liberada de bacterias (esterilizada) mediante un
20 filtro de membrana y, por 3dicidén de 400 ml de liquido de
solucidn que habia sido heché pasar después de la filtra-
cidn de insuline a través del mismo filtro estéril, es lle~
vada hasta un volumen de 3,9 litros. Por adicidn de lejia
de sosa estdril 4 N se ajusts un valor de pH de 6,9 (con-

25 sumd aproximsdamente 13 ml). Afadiendo 34 ml mds de una solu=-

28-1-75 -10~
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cidn de dilucién de insulins, neutrs y estéril (pars su com-
posicidén véase la Tabla 1) se ajusta un volumen finsl de
3,947 litros y un contenido de insulina de 40 U.I./ml, es~
tableciéndose como base uns sctivided de la Des-Phe-insulina
de 25 U.I./ag.

C. Produccidn del preparado dispuesto para el en-

vasado.

Mezclando el componente de liberacidn retardadas
preparado de acuerdo con A, que contiene cristales de insu-
lina de vacuno, con el componente preparado de acuerdo con B,
que contiene Des~Phe-insulina de vacuno disuelts, en la pro-
porcidn en volumen 80:20, se obtiene un preparado que contie-

ne 32 U.I,/ml de insulina cristalina y 8 U.I./ml de Des~FPhe-
insulina disuelta, es decir en totsl 40 U.I./ml de insulina.

Ta suspensidn es envasads de modo estéril en frasquitos ca=~

da uno de 10 ml,

Ejemplo 2.
A, Preparscidn de ls suspensidn de cristsles de insulina de
porcino

Una suspensién estéril con 16 g de cristales de
insulina dé porcino con un tanmano de 15—35/u, que habian si-
do cristalizados a pH 5,4 -~ 5,8 a partir de un tampdn apro-
piaao,.de un modo andlogo al Ejemplo 1, es centrifugada.

Después de decantacidén de la porcidén sobrenadante, los cris-

-1l-
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tales son suspendidos de nuevo en 7 litros de solucién de di~-
lucién de insulina neutra, tamponsda y estéril (suspensidn

de base) (para su composicidn véase la Tabla 3).

Tabla 3.

Composicidén de la solucidn de dilucidn de insulina.

En 10 litros de solucidn estdn contenidos:

10 g de éster metilico de 4cido 4~hidroxibenzoico = 0,1%

14 g de acetato de sodio . 3H0 = 0,14%

75 g de cloruro de sodio = 0,75%

210 mg de cloruro de zinc (ZnCla) = lOmegde
Zn'*/ml

Lejia de sosa hasta pH 6,9.
Ta solucidn eg filtrads 4e modo estéril,

Determinacidn del contenido de cristales de insu-

lina en la suspensidn de base.

Para la determinscidén del contenido de cristales
de insulina en la suspensibn de base, la suspensidén de cris-
tales es tomada, después de mezclado intenso con ayuda de un
agitador magnético, # veces cada vez en cantided de 10 ml
(pipets 1llena) y el contenido de insulina es determinado de
geuerdo con los siguientes métodos:

1. Por gravimetria después de secado con acetona y éter, y
pesada.

2. Despuds 4de disolucidn de los cristales, por espectrofoto-
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metria en U.V. & 280 nm.
%, Por determinacidn del contenido de N.

Preparacién del componente de liberacidn retardada que con=-

tiene 40 U.I./ml.

De acuerdo con el contenido determinado de insu-
lina en la suspensidén de base, &sta es ajustada luego, afia-
diendo mis cantidad de 1a solucidn de dilucidn estéril, has~
ta el deseado contenido de insulina de 40 U.I./ml. Rendi-

miento: mdximo 10 litros.

B. Preparacidn del componente disuelto de Des-Phe-insulina

de porcino.
6,304 g de Des-~rhe~insulins cristalizada ds poreino

se disuelven en 3,5 litros de un liquido de solucidn con la

composicibdn reproducida en 1 labla 2.

Tabla 2. Composicidén del 11 uido de solucidén de Des-Phe-insu-
lina,

En 5 litros de solucién :3tin contenidos:

5 g de éster metilico ie dcido #4-hidroxibenzoico = 0,1%

2,85 ml de &cido acético (proporciona 0,14% de acetato de

sodio .3H20)

37,5 g de cloruro de sodio = 0,75%
42 mg de cloruro de zinc (anhidro) = 4,0 mcg de
5 ml de deido clorhidrico 4 N zatt /m1

La solucidn transparente de ls Des-Phe-insulina es

~13~
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luego liberada de bacterias (esterilizada) mediante un f£iltro
de membrana, y mediante adicidén de 400 ml de liguido de so-
lucidén, que habia sido hecho pasar después de la filtracidn
de insulina, a través del mismo filtro estéril, es llevada

a un volumen de 3,9 litros. Por adicién de lejia de sosa es-
téril 4 N se ajusta a un valor de pH 6,9 (consumo aproxima-
damente 13 ml). Afiadiendo 3% ml mds de uns solucién de dilu-
cién de insulins neutra estéril (pars su composicidn véase

la Tabla 1) se ajusta & un volumen final de 3,947 litros y
un contenido de insulina de 40. U.I./ml, estableciéndose

como base uns actividad de 1ls Des-Phe-insulina de 25 U.I./ng.

G. Produccidn del preparado dispuesto para el envasado.

Pof mezcla del componente de liberacidn retardads prepasrado
seglin A, que contiene cristales de insulina de porcino, con
el componente preparado de acuerdo con B, que contiene Des-
Phe-insulina de porcino disuelta, en la proporcidn en vo-
lumen 80:20, se obtiene un preparado que contiene 32 U,I,/ml
de insulina cristalins y 8 U.I./ml de DesePhe~insulina di-
suelts, es decir en conjunto 40 U.I./ml de insulina. Le sus=-
pensidn es envasasda de modo estéril en frasquitos de 10 ml

cada uno.

Ejemplo 3.

Se mezelan 75 partes del componente de liberacidén retardada

preparado de acuerdo con i, qQue contiene cristales de insu-

~14-
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lina, con 25 partes del componente preparado segﬁn B, que

contiene Des~Phe-insulina disuelta de la misma especie;

y se obtiene un preparado que contiene 30 U.I./ml de insu-
lina cristalina y 10 U.I./ml de Des-Phe~-insulina disuelta,
es decir en total 40 U,I./ml de insulina. Ia suspensién es

envasada de modo estéril en frasquitos de 10 ml cada uno.

Ejemplo 4

Se mezclan 70 partes del componente de liberacidn retardada
preparado de acuerdo con A, que contiene cristales de insu-
lins, con 30 partes del componente prepasrado de acuerdo con
B, que contiene Des-Phe~-insulina disuelts de ls misma espe-
cie, y se obtiene un preparado que contiene 28 U.I./ml de
insulina c¢ristaling y 12 U.I./ml de Des~Fhe-insulina disuel-
ta, es deeir en total 40 U.I./ml de insulina. La solucidn

es envasada de modo estéril en frasquitos de 10 ml cada uno.

Ejemplo 5

Se mezclan 90 partes del componente de liberacién retardada
preparado de acuerdo con A, que contiene cristales de insu-
lina, con 10 partes del componente preparado de acuerdo con
B, que contiene Des~Phe-insulina disuelta de la misma espe-
cie, y se obtiene un preparado que contiene 36 U.I./ml de

insulina cristalina y 4 U.I./ml de Des~Phe-insulina disuel-

ta, es decir en total 40 U,I./ml de insulina. La suspensidn

~15~



es envasada de modo estéril en frasquitos de 10 ml cada uno,

- BREIVINDICACIONES -

10
Los puntos de invencidn propia y nuova que 88 pro=-

gentan para que sean objeto de esta molicitud de Patente de
Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son 1lds que se recogsn
on las reivindiocaciones sigulentesi

15 18,~ Procedimiento para la produccién de un prepara~
do de insulina a base de insulina ‘oristalizada y des~fenilap.
laninBl;insulina disuelte de la misme especie, caracteriza.
do porque se ajuste con lejie de sosa a pH 6,8«7,2 uﬁa SUGw
penaidn acuosa estéril de cristales de insulina de {amafio

20 uniforme de 15-35 micras, que contiene, ademds de un agen~
te de conservacidn, tampén de acetato de sodio, sal comin

*++ v 86 redne la sus-

hasta isotonfa y 30-8! mecg de zinc
pensidén de oristales resultante, que contiene 40-100 U.I,
de insulina pér ml, con una solucidn acuosa estéril de dese

25 -fenilalaninBl-insulina de la misma especie, que contiene

12-11=76 - 16 -
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40-100 U,I,/ml y que contiene, ademds de un agente de con-
servacién, tampdén de acetato de sodio, sal comin hasta

* 4, ¥ que se havia ajusta~

isotonfa y 10-40 mcg de zinc
do previemente a pH 6,8-7,2, encontréndose la proporcién
de insulina cristalina a des-fenilalenin® -jinsulina disuel-
ta entre 60:40 y 90:10, ascendiendo el contenido de zinc a
25-80 meg/100 U.I. y reajustdndose eventualmente el pH a
6,8-7,2.

28,- Procedimiento para la produccibn de un pre-
parado de insulina.

Tal y como 88 ha desorito en la Memoria qure azn-
tecede y con los fines que se han egpecificado.

Egta Memoria consta de diecisiete hojas escrie
tas a mdquina por una sole cara,
Madrid, 16T

P.A,

Fernando de Elzoburv
Por
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