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¥EMORIA DESCRIPTIVA

Feta invenold: se refiers a un procedimiento pars

‘producir una pregaracidn egtable de insulina con efecto

prolongado y con baje sntigenia wor reaceoidn de insulina

con un compuosto orgénico que comprende grupos bisicos. -

o el tratamiechto de la diabetes msllitus se uti
lizan en genersl prepa!{:gcionea de insuline derivadas de
péncreses de cerdo o de ibuey. Anf, aproximadamente el 307
del consumo mundial de .irmulina ge basa en insulina de
cerdo y sproximadamente el 705 en insuline de bugy. Fe ha
eugerido 1la insulina de otrosc animales, por ejemplo ineu-
lina de oveja, pero mﬁ; ahora no ha alcanzado ninguna

importancia conercigl, -« -c c cc wc c e r e v wcwn -

La terapia cor ineulina inplicaba antee varios
inconvenientes que ne nmanifestaban entre otras cosas con

alergine y lipodistrofig, « = mw e v c v c c v v e e e -

Desde haze large tiempo se sabe que el tratamien
to convencional con imsulina originaba, en la mayor parte
de los pacientee, la formacién de antiouerpos contrs la
insulina que podimn conducir s mayores necesidades de in-
sulina; se sabe tesbién que determinedas cantidndes desce

nocidag de insuling puedon estar relacionadss con los an-
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ticuerpos y que, nientras se manmtenga esta relacidn, la

insuling serd ineficaz couo regulador del azdear ge la

’m' e W A S WY G A TP P TR W W R TR W TR W M W N R WA W e

La onusa principal de la formacidn de anticusrpos
y el consipuiente consumo elevado de inauling se supusie-
ror. durente largo tiempo relacionaios con la presencia de

varins impurezas en la insulina comsreial normale = - = -

Como ejemplog de¢ toles impuyrermss pusder mencio~
narse el dfmero de insulina, le proineulina, la insulins
intermedie {1z etapa entre proineulina s inesulina), 1a in
sulina arginina, la inpulina etiléster, la monodessmidoin
suline y la didessmidoineuling. Log tres primeros de es~
toe compusstos gon conocidos como gliamente antigence. Es
tamblén conocido que el cusrto o el guindo o amves do es-
tos compuestos son altamente sntigzenos, mientras que el
gexto y ol séptimo compuestos y la molécula de insulina
miszma o no son antigenos o lo son sélo ligeramente (cou-
sdlteme Schlichterull, "Insuline monocomponente y sus im
plicaciones clinicas®, 16 Marso 1973) o = =« @ = = = = -

Rs conocido eliminar dichas impurezae por filtra
¢idn con gol y/o intercamblo idnico, con lo que es posi-
ble obtenar insulins eliamente purificada qus eflo contia
ne substancialznente un dnico componente. ™ los sfios re~
cienten, se han comercializafo preparscionss de insulina
que estaban libres en algin grado de algunas de dichas im

purezas y sn muchos casos han originade una menor forma-
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eidn de anticuerpos sn los dinblticos. « «w = - w w w o -

Se ha hzllado gue pueden producirse preparaciones
de accidn ripids de insuline de cerde y de imsulina de
buey tan puras que no caussrdn formacibén de anticverpos
econtra 1z insuline o la causardt e86lo en muy pegueida cane
tidad (consfltase Schlichterull, "Ineulina monocomponente
y sus implicaciones clinicas™, 16 Yarzo 1973). Y se ha dg
moatrade que e£s pesible produclir preparaciones con aceidn
prolongada y que tienen una sntigénia substancislmente me
noyr =i lz produceidn sé basa en insulina de cerdoc altamen
te purificade, (consﬁli;aae . Deckert et al., “Diabetolo-
gis®, vol. 10, pdginse 7033, 1974). Pero s¢ ha hallado
tambidn gue no =e han Soxsrcializade adn preparacionss
de accidn prolongada y con baja antigenim, basadss en in-
sulina de buey altamen';e purificada, afn cuando se produ=
ce insulina de Suey con una pureza gque, con los presentes
métodos analiticos, puede considerarse tad alta como la
insulina de cerdo rltamente purificada que puede preparay
ge hoy dfa y tau purzs que, como se ha indleado anteriorw
nente, no cause ¢ en cuslguier case udlo cause en muy pe~
quefo grado formacidn de anticuerpes cuande se utilice en
preparaciones de accifn répida. Bsto es una seria desven-
taja debide a que las preparaciones de aceidn proloagada

basedas en insulina de ey son internacionalmante prafe-

Le formacién de anticuerpos on el organimmo vivo

contra un compuesto quimicoe ¢al como la insuling pusde ser
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debida a dﬁoﬁneiu quinicas tales en la eatructura pri-
maria (conmiltese Arquilla E.R. et al: "Inmunoquimieca de
la insuline, ¥enual de fisiologfs®, Ch. 9, p. 160, 1972),
a que el compussto quimico tiene una estructura espacial
incompatible con la deol organiemo y repelida por sl mismo
(consdltese Arquilla, B.R. et al: “Configurscidén immmnold
glica y actividad bioldgica de la insulina”, Diabetes, vol.
18, p. 194, 1969) o a que el compussto guimico tiene unae
dimensiones totales (agregacidn) que resulta incompatidle
con el orgenismo y repelifo por sl mismo (consiltese
Arquille, E.R. et al: "Inmunoquinica de la insulins, Na-
nual de fisiologfay Ch. 9, p. 160, 1972)) = = = = = = =

Ademés em posible provocar la formacién de anti-
cuerpos por sdministracién conjunta, con el compuesto quf
mico, ée un componente capas de activar el mecanismo de

miduﬂ. R I T O R P

Varios snsayos tienden a indicar que sl estado fi
sico de la insulina juega un papel esencial mn ls forma-
cién de anticuerpos (Fumar et al: Horn. Metab. Res. &,
(1974) 185-177 y Piera et al: Neth J. Med. 17 (1974), pp.

234‘238). W W D Gn W G w R A W W WD D G N D R M A e W e e

Le ragén por la ocual las preparaciones de insuli
na sltemente purificeda y de accién répida no causen una
formacién de anticuerpos o sdlo la causan en un gradoe li-
mitado es probablemsnte que en estos casos las insulinas,
ademés de estar sltamente purificadas, se hallan presentes
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en forma monomérica o forman slo agregados relajados
{("locsa"), mientras que en las preparaciones de insulina
altemente purificads previamente producides y comercisli
gadap, d6 accifn prolongada, la insulina se hallebs en
una forme agregada y con propiedades que originaban la
formecién de anticuerpos. Este problema es muy pronuneig
do con rgapecto 8 la insulice de buey y probabdlemante es
debido sl hecho ds que la insulina de buey tiens mmyor in
clinacidn a foruar agregados que la insulina de cerdo. -

Se sabe que ld ineulina de tuey sin aditivos tie
ne un intervalo o rone - de precipitacidn isoeléctrica mée
amplie gque la insuline: de cerdo. También se sabe que em
ts amplia zona de prgci?pitacﬁn ieosléctrica puede limi-
tarse a la misma am:b#i’?a que la que se conoce para la in
sulina de cerdo por las.adicidn de ciertes substancies ta
les como fenol o m-—creféal (conedltese lz patente U.RK.
1.222.100) . Dicka wona més awplia de precipitacién iscelée
trica de la insulina de buey se supone debida al hecho
de que 1la insulins de buey forma sgregados a valores de
pH préxinos a la neutralidad. = « = m v v v« = o = = =«

La invencidn se basa en el descudbrimiento de que
es posible estabilizar insulina altamente purificads de
modo que Jdurante la produccién-.o,en las preparaciones de
aceién prolongedn, durante el almacenaje o0 en uso, no

forme agregadcp que puedan 'cauaar la formacién de anti=~

merpos. - e W A W e W we W An e mR e GE am R WE Wb Gn Ee wm e W
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iste objetivo se ha logrado segin la invencidn,
que se caractsriza porque la reaccién se realiza con una
insulina asltamente purificsda en foyrma de moadmers eata-

bilizado 0 de agregados relajados. = = = = « w =~ =« = =

™ el procedimianto segin 1le invencidn, la insu
lina altamente purificada en forma monomdrica o reslajeda
nente agregale estabilizadn se hace reaccionar con un com
puesto orgénico que comprende grupos bésicos, talgs como
grupos smine o grupos aminosubstituidos. Un compuesto pra
ferido que comprande grupos bésicos es un polipéptido,
por ajesplo poliarginina, somatostatina, protamina o glo
bins 0 un producte de escisién de tal polipéptido bdsico.
Otro ajemplo de un compuesto bésico adecuado as 1,3-biz(4-
aminc=2~metil-6~quinolil)~ursn. Segdn la invencién, lx
resccidn se reulizs adecundamente en prosencia de un estg

biligante, tsl come por ejemplo m~cresol o glucogn., = - -

Ia invencidn puede emplearse con ls insulina
procedente de muchas especies difsrentes de animales, ts
les como cerdos, bueyes u ovejas, perc es 4de importancie
particular con vespecto a la insulina de Hhuey, ~ ~ - ~ =

Ung realizscidn preferida de la invencidn se ca
racterigs pérque ung disolucidn de inmulina que contiene
un estabilizgante se somete a intercambio idénico por elu-
ecidn con un eluyente que contiene un entabilizents nue
mantiene le insulina sn forma wonemérica o relajadsmentes

agregads estabiligado, despuées de¢ lo cual we affade una
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freceién que contiene ingulina liberads de impurezas a

una disolucidn que contiene un polipéptide bésics o un

producto de escisidn de un polipéptido bdsico y ge aizla
el complejo precipitnde de insulina. Este procesc propor
clong unp efactiva seguridad contra la agregacidn porgue
la insulins altamente purificada no ge aisls primero co-
mo a tal, con el coneiguiente psligro ds agregacidn. Ade
nég, dieﬁo procedimiento es muy simple porque la prepara
cién de insulina de accidn prolongsda es precipitade di-

rectamonte en forma eptabley, = = w e c wc w c v w e = - -

La invencidn se ilustrard en detalle vor medio

de los siguientes ejemplog., « = = v v v e = - - - - - -
FIENPLO 1

Se disolvieron’ 250 mg de insulina do Yuey recrig
talizada en 5,2 n) de disolucids tompén estabilizada, com
puesta por T X (molar) de urea desionizada y 0,02 ¥ de
tris que tonfs un pH de 3,1. La disolucidn se mezeld con
S,2 w1l de T ¥ de urea. FlL pH de la mezela se zjuetd a &,1.
Se rellend uaaz columna de un didmetro de 5 ¢;t con unn on~
pa de celulosa DEAE de una anltura de 2,1 cm (¥hatmenn DB
52) y ge souilibrd con una disclueidn tampén de la ante-
rior composieidn. Ia disolucidén de insuline se introdujo
gn la columna y ee reslizd la elucidn a un caudal de 75

ml por hore en lae siguientes condiciones: = w e e e =«

2¢5 horas con wn tampén ds la composicidn defi

-
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nida anteriormente;, = « = = = = « = = « -

3 koras con un tampén de la composicién defi
pida snteriormante &l que g¢ le habia afla-
dido 0,0045 mol de cloxure sdédice por li-

tro’ - el s S R BT G M AP WY SO W de G e WY EE W W

12 horss con un twapdn de la composicida defl
nida anteriormentec al que se le habfa sfln-
dido 0,011 mol de cloruro oddico por litro.

£l eluato se dividid en fracciones, %a recogisron las
fracciones altamente purificadas y se determind sl conte
nido de insulina. ™ una disolucién da 7 M de ures del
nisso volumen que la mezecla de las fracclones altanente
purificadas se divolvid protamina en la cantidad necese~
ria para obtener ls relanidn isofénica de insulira alta-
mente purificada respecto a protaming, « = = = «w « =« -

Ia disolucién de insulina se afiadid lentaments
¥y gota a gota a 1la dinolucidén de protamina mientras ge
agitaba y, sventualmente despuéds de dilucidn hasta una
concentracidn de urem de 1 ¥, precipitd un complejo de

protanine~inguling en estado smorfo, = = = = = = «w « =

‘EL precipitado se aisld por centrifugacidn y vre
sentaba s6lo una banda précticomente cuando 399 & se 89
metian a concentracién isoeléotrica en gel de poliacrila
mida y utilizando 9% de amfolina (pH 3-10) on 6 ¥ de
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EJEMPLO 2

Se repitid el proceso del Ejemplo 1 ¥ ea la di
solucidn de protenina se introdujo clorure ds sing oo~
rrespondiente a 0,57 de¢ iones de Zn calculados sobre ls
cantided de insuline y 0,37 de m-cresol basado en el volu
men ds la mezela. El complejo de protamins-insuline se

precipitd entonces ou esteds cristaling. = = = @ - - = =

Bl precipitado se alelé por centrifugacidn y pre
sentaba précticanente eflo unas banda cuando 300 }ég se So-
motieron a concentracidn isosléctrics ou gol de polismeri
lemida utilizando 2% de aufolina (pH 3-10) en 6 ¥ de urca

Boslonizgad: = « = o v v w w w o - w-w-mEmw ...

k3

Se repitis el proceso del Ejemplo 1 pero so uti
1izé como material de partida insulina de buey recriste-

ligada y purificada por filtracién con gel sobre Sepasdex

G"t}a. W MR BR BB WS R AN MR YR mm Wp EE W MR U M G M W A WP e W W

El producto preparsde era d¢ la miema pureza que

el producto deagcrito en el Blemplo 1e = = = = = = = - -
RIRMPLO 4

Se¢ repitieron los procesos de los REjemplos 1y 2
pere se utilizé como material de partida insulina de cer-

do preparads por sslificacidn de un extracto brufo acuoso
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formado en la produccidén de insulina por adicidn de eal
para obtener 3,5 M a pH 3,95. La torta de sol obtenida ame

degalé de manera convenclonal antes del intercambio idni

ca. W R W M B R W G e G B W s e AR W W R SR R AR S W W e e

El producto prepsrado era de la misma puroge
que el producto deperito en el Njemplo 1, « = = = = « ~

RIERPLO 5

86 repitis el procesc del Bjemplo 4 y la torta
de ssl obtenida se sometid a filtracidén con gel sobre

%1 producte era de ln misma pureza que el produg

%0 depcrito en 6l TJjemplo e = = = w = o = w = = - - -
EJEMPLO 6

¢ repitieron los procemon de lom Rjemploa 1-3,
pero se utilizé insulina de cerdo em ver de insulina de

mw. W G me MR WP Gk WS U AP A M BB U AR AR W G W G e WS WR  ew e

Fl complejo formado &a protamina-insulina de cer
do era tan puro como el compleje preparado en el Ejemplo

1. W W MR aE an P W A M e AR AR WS G I UM GRS S B MR R R R e W A

EITHPLO

Se repitié el proceso del Bjemplo 1 pero en vez
de protaming se utilizéd poli-Le-arginina, con un grado de
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polimerizacidn 3 295. %1 precipitado se aiedd de la manc

ra deserita en el Rjemplo 1s w = = m e = b @ o w - -
RIRMDIO &

, Se repitid el procesd del Bjempio 1 pero a las

Fe fracciones combinadas da insulina altemente purificada se
les afiadid woa disolucidn acucga el 0,24 de hidrocloruro
de big-{4-anino-P-metilquinelil-6)-urea en una cantidad
equivalente = 10¢ en peso de la caentidad de inpulina pre-
sente e dichas freccionos. Con sllo, eventusnlmente dos-

1. pufe de la dilucidn hastsz uns concentracidn de ures de 1
¥ econ 9,025 I de tampén de foafato sbdlco, pi 7,3, se pre
cipitd un complejo de i;:mulina que o dejé reposar duran=
te algdn tiempo y que luego se aisld por centrifugacidn.

Fl preducto pﬁ%paradc era de la misma pureza que

1%, el oroducto descrite en el Rlemplo 16 = == v = e -« -

EJFEPLR 9

S repitid el sroczeo del Rjempleo & pero ese uti-
lizd como wmaterisl de partida ineulina ﬁa'buey, recriotal}
goda y purificadn por [iltracidn con gel sobre Sphadex

Ve 0-50. T1 producto preparado era de lg misma purezs que al

rroducto deserito en el Tieaplo e « o = = « o =« = o= -«
EJEEPLO 10

Se vepitieron los procesos de los Bjemplos & y 9
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pero ee utilizé insuling de cerio en vesz de insulina de

mGyI WO W G T e P W N O™ R T G W R B W e R G e e G W e

Bl complejo formado fle insulina de cerde era tan

puro como el complejo preparado en el Tjenplo 1 = = = =
5. TIRPLO 11

Se repitié el proceso del Fjemplo ¥, pero se uti
1igé como materisl de partida ineuling de cerdn, produci-
da por salificacidn de un extracto bruto scuomo formado
en 1a produccidn de insvlina por adicidn de sal para obta

10. ner 3,5 K a pH &,%. La torta obtenids de pal ge dewnld de

maneyn convencional antes del intercambio idnico. = - -~ -

Zl producto preparado era de la misma pureza que

el producto descrito en el Rjesplo 1a = = = = = =« « =

TIRMELY 12

15. Se repitid al proceso del Ejemplo 11 y la torta
obtenlds de eal tic sowetid a filtracidn con gel sobre

EL producto era de la misms purezs que el produg

to deserito on el NJonplo 1e = = = > = =« = = = - - --~

20. 3.0 T A

Ve declarmn de novedad y proniedad para Hepafla,

sus territorios y plazar de soberania, less siguientes: -
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REIVINDICACTION RS

1,~ Procedimiento para la produceién de una pre
parncidn egtable de insuling, con accidn prolengsda y hajs
sntigenia vor reaccidn de insulins con un compuesto orpd-
nico que comprende grupos bésiecas, caracterigado porque
la resccifn o2 reeliza con inguling altamente purificada

en forme monomérica o relajadamente sgregads estabilizada.

2.~ Procedimiente sezfn lo reivindiencién 1, ca=
racterizado pormie la iheulina utilizada es insulina de

e Procadimiéato segdn la reivindicecién 1 6 2,
caractexrizado. porgue el': compuesto orgfnice que comprende
grupos bhgsicos ¢ un paﬁ.ipéptiao vésico o un producto de
escisidn de un polipbptido béeico. = = w - v @ v - - - -

4.~ Procedimiehto segin la reivindicaeidn 3y Chw
racterizado porcue el polipdptido bfsico es una protamina.

5.~ Procedimiente gegdn las reivindicaciones 1~4,
ecaracterizaic porgus 1z reaccldn e realiga on prevencia

de un estabilizante, = « = = > = =« « =« - - -

€.~ Procedimiento segir la reivindicaeifn S, ca

racterizado porque el estabilizants e un Tonole « =« - =

7.~ Proczdimisnte segin la reivindicacién 5, cp

racterigado poroue el estabilizante es glucosoe = « = =
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8.~ Procedimiento semin la reivindieneidn 1, ca
ractorizado poraue una disolucidn de inmulina que contie
ne un estabilizante se somete 2 intercamble idnico por
e¢lucidn con un eluysnte nue contiene un estadbilizemte que
nentiene la insulina en forma mbnomérica o relajadanente
agregada estabilicada, deepués de lo cusl se afiade una
fracoién que contiene insulinn liberada de impurezns a
unna disolucidn que contiene un polipéptido bésico o un
producto de escisidn de un polipéptido blsico y 26 micla
el complejo pracipitado de Inmuling. = = = ¢ v = = w = =

9.~ Procedimiento segin ls reivindicacién &, ca
racterizado porque el eoluyente contiene urea como estabi

lizmteu W G e S AP A M N GBS GB M W WS WP AN G W TH W SR WS W e

10.~ Procedimiento segin la reivindicacid: &, ca
racterizado porque el polipéptido bdsico es poliarginins,
sonatontatina, protaming o globing, = = = « = = = v« =

11.~ *PROCEDIMITNTO FAEA LA PROTUCCION DT UNA
PREPARACION RSTABLE DE INSULINAM. o =« = = = = = = = =

Todo ello conforme se deseribe ¥ reivindice en
1a presente memoris quae consta de quince hwojas folindae

Y maoanagfaﬁadas por una sola de sug caras. . -

BARCELONe, {5 ENE, 1976
t A M. curell SUROL

/Ulu tLLlM,C:(L

noem.
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