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MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente Patente de Invencién se refiere a un
procedimiento para la preparacibn y aislamiento. de compues~
tos terapeuticamente activos y de modo particular, a‘la
preparacidn de una sustancia conseguida poi el cultivo de

cepas adecuadas del microorganismo Bordetella Pertussis

(Fase I 6 II) en medios de cultivo apropiados.

Los inventores han detectado en las c&lulas de

los microorganismos que pertenecen a la Bordetella pertussis

y en el producto que sobrenada su medio de cultivo, una
sustancia que tiene sorprendentes actividades farmacolbgi-
cas promoviendo la secrecién de insulina y manteniendo el

nivel normal de azficar en la sangre y que por lo tanto,

. posee elevada utilidad médica para el tratamiento de

diferentes tipos de diabetes y tambi&n como preventivo de
la misma. Los inventores del presente procedimiento han ‘
logrado tambi&n aislar e identificar quimicamente esta
sustancia proteinica nueva como factor promotor de la
secrecidn de inéulina. Esta nueva sustancia protefnica,
que se ha designado por los inventores Proteina activado-
ra de los islotés ("Islets") ("Islets-Activating Protein")
(IAP) , muestra una actividad sobresaliente en promover
secrecidn de insulina para dosis extremadamente reducidas
{aproximadamente 0,1 ng/kg de peso corporal) y se demues-
tra Gtil para ei tratamiento y prevencién de diferentes
tipos de diabetes.

A continuacién se describen de modo detallado

las caracteristicas mis importantes de la invencién. El

e gt ——, e




factor activo secretSgeno de la insulina {(que a continua-
cién se le designard simplemente como "factor activo"), es
una sustancia proteinica que se puede conseguir por el

cultivo de microoganismos que pertenecen a la Bordetella per-

5. tussis (fase I 6 II), conocidos como bacterias patbgenas,
preferentemente B. pertussis (fase I), en un medio sélido
0 liguido y recogiendo y purificando la sustancia adecuada
de las c&lulas de cultivo bactériano'y del medib de culti-
vo.

10. La recogida y purificacidén del factor activo con
respecto al cultivo se puede lograr por cualquiera de una
serie de métodos generalmente utilizados en esta técnica,
tales como el m8todo de precipitacibn, m&todo cromatogra-
fico, mé&todo de criba molecular, método de electroforesis

15, Yy m&todo biolbSgico, utilizé@ndose estos medios en combina-
cién entre si o solos, no quedando por lo tanto definida
la presente invencidn por ningfin método especifico de
recogida y purificacibn.

Se sugiere un procedimiento cromatogrifico de

20, columna como ejemplo de los métodos de recogida y purifi-
cacién ventajosos del factor activo. De acuerdo con este
procedimiento, el producto gque sobrenada el medio de
cultivo se hace pasar a través de una columna realizada a
base de un producto de relleno tal como Hidroxiapatita

25, {(Biochemical Industry Ltd.), CM-Sepharose Cl~6B (Pharmacia
Fine Chemicals) o bien con A-Sepharose?48 (Pharmacia Fine
Chemicals).

El factor activo es absorbido en dichas columnas

de modo altamente selectivo y luego se eluye a partir de
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un eluyente adecuado tal como 0,1M fosfato en fuﬂcibn
equilibradora (pH7,0) conteniendo 0,5M NaCl. El producto
purificado es dializado para eliminar sales innecesarias,
proporcionando asi el factdr activo puro. El factor activo
se encuentra tambi&n presente en las c&lulas bacterianas
cultivadas, de manera que, si se.desea, dicho factor se
puede recoger, por ejgmplo, afiadiendo NaCl a la suspensién

de cE&lulas para lixiviar el factor activo hacia la solu-

‘cidn.,

El método llamado de precipitacidn por sulfato
amdnico, que ég utiliza de manera extendida en esta t&cni-
ca, es también Gtil para la preparacidn del factor activo.

En este caso, se afiade (NH4)ZSO4 al producto gue sobrenada

-al cultivo, hasta un punto aproximado de solubilidad

saturada y se ajusta el pH a un valor comprendido entre 6 -

Y 7 con solucifn diluida de -amoniaco. A continuacién el

precipitado es lavado con agua y el factor activo es
extraido del equilibrador Tris 0,1M (pH 8) que contiene
0,5M NaCl. '

Tal como se ha indicado anteriormente, los
bacilos pertussis son conocidos como el organismo de
Bordetella que produce el factor activo, pero las varia-

clones de estas bacterias patbgenas, tales como las con=-

~seguidas por mutacidn mediante diferentes procesos, tales

como cambio de la composicidn del medio, exposicién a
diferentes tipos de radiacién tales como rayos ultravio-

leta o rayos X con el uso de un mutaje no quimico, también

son (itiles como otras fuentes de factor activo.
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Cualquier medio adecuado se puede utilizar para

el cultivo segfin la presente invencidn, si bien se prefie-

re el cultivo por agitacién de l;quido en cuanto a acti-

vidad y rendimiento. .

En cuanto a las propiedadeéﬂ hicolégicas Y
condiciones de-cﬁltivo de los microbrganismos correspon~
dienyés'a Bordetella, se puede ver en el Bergy's Manual of
Determinative Bacteriology, Vol. 8, 1974, Baltimore, The
Williams & Wilkins C.; J. Exp. Med. 129, 523 -~ 550 (1969);
y en Mycological Training Handbook, 3 rd Ed.p. 6 f£f.,

‘1972, Maruzen & Co.

Tenlendo en cuenta ciertos de sus mis amplios
aspectos, el proceso de acuerdo con la presente invencién
incluye el preparado de la proteina activadora de Islets
(IAP), cuya identificacién quimica se ha llevado a cabo
tal como se indica més abajo y tambi&n la preparacién de
los tipos més amplios de sustancias promotoras de la ~
secrecidn de la insulina, que puede ser esencialmente
similar o equivalente con naturaleza de proteina, que la
Iap,

Las propiedades quimicas y fisicas del factor
activo obtenido en forma de IAP se describen mis abajo.

Estado de existencia y caracteristicas de solu-
bilidad:

El polvo del factor activo conseguido a base de
secado por.congelacién después. de desalinizacién es no
delicuescente, blanco o ligeramente marrxdn y se disuelve

en agua a temperatura ambiente en una concentracidn de
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" hasta 3 a 5 mg/ml. Cuando se pone en una solucién 6N HCL,

forma un precipitado insoluble‘blanco. Es soluble en
?iridina, sulfat& dodecil sédico, Zémercéptoetanol Y
solugi6n de cistina. La afiadidura de acetona en forma de
hielo seco o etanol, &cido tricloroacético o solucién de
cloruro de zinc © una solucidn que contenga varios otros
tipos de iones metilicos a la solucién del material activo
purificado en frio (42C), produce un prgcipitado blanco~-

turbio. Cuando se pone en una solucién mezclada de aqua y

de cloroformo o n-~-butanol, el factor activo aparece como

insoluble en dicha-solucién y se acumula en la entrecara
de ambos liguidos., |
Cuando Se calienta una solucibn acuosa del
factor activo a una temperatura de 802C o més elevada, se
hace blanco~-turbla. Asimismo, cuando este factor activo se
disuelve en un equilibrador de fosfato 0,1M (pH 7,6)
que contiene 0,5M NaCl y luego se dializa utilizando agua
destilada como ligquido externo, dicho factor se hace
blanco-turbio de manera temporal pero si se continda la
dlélisis, el factor activo se disuelve de manera perfecta
nuevamente y desaparece la turbiedad. Si una solucidn de
alta concentracidn se somete a didlisis completa utili-
zando equilibrador acetato 0,01M (pH 4,5), el factor

activo puede tefiirse de un color pardo ligero y se disuel-

. ve..

Peso molecular:

El peso molecular del factor activo determinado

por filtracién de gel en columna (2,8 x 80 cm) de Biogel
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P-100 (BIO.RAD Corp.) equilibrado con fosfato 0,1M conte~
niendo 0,5M NaCl, fue de 77.000 T 6.400.

Composicién:

El contenido en proteinas determinado de acuerdo
con el m&todo de Lowry's, era de mis de 95% en péso y el
contenido de glficidos medido por el mé&todo de fenol-sto4
fue aproximadamente de 1% en peso. La concentracién de
lipidos se encontrd por debajo del limite inferior de
deteccibn.

La siguiente literatura se tuvo en cuenta en la
determinacidn de los componentes respectivos:

Proteinas

Lowry, O.H., N.J. Rosebrough, A.L. Farr and R.J.

Randall: J. Biol. Chem. lgg:'zss, 1951,

Mé&todo fenol—sto4. Dobois, M., K.A. Giles, J.K.

Hamilton, P.A. Rebers and F. Smith: Anal. Chem.

28 350, 1956.

Lipidos

El total de lipidos y conjugados de lipidos se

midieron de acuerdo con el método Marsh y

Weinstein (J.B. Marsh y D.B. Weinstein:

J. Lipid Res., 7, 574, 1966) extrayendo el

material antes y despu&s de hidrdlisis en

cloroformo, cloroformo=metanol y heptano.

El compuesto amino&cido del componente protef-
nico (promedio de proporciéh del compuesto uM/100uM,
hidr6lisis de 16 & 24 horas a 1109C en 6 NHCl):




Kcido aspdrtico, 7,5; treonina, 7,3; serina,6,4;
&cido glutamico, 10,0; prolina, 5,8; glicina,8,8;
alanina, 9,3; cistina/2, 2,5; valina, 6,5;
.metionina, 2,8; isoleucina, 4,0; leucina, 7,8;
5. ' tirosina, 6,5; fenilalanina, 3,7; lisina, 3,3;
histidina, 1,5y arginina, 6,4.
pH isoeléctrico: 8',4 to,s
Forma electrofor&tica de disco: .
La acrilamida (concentrado de poliacrilamida,
10. 7.5%; KOH~&cido ac&tico glacial 1N en funcién equilibradora
(pH 4,3) electroforesis de disco en condiciones de 30 ng,
aplicacidn de corriente de 4 mA,_dur;cién hr/gel, tefiido
de negro de amida 1l0B y destefiido mediante 7% de solucidn
de acidp acético proporciona una banda Ginica muy definida
15. a una distancia de 2.221% 0,061 cm (tomando el sepafador
gel como referencia).
Propiedades biol8gicas:
El factor activo tiene una accidén promotora de
la secrecidn de insulina asf{ como una accidén de mejora-
20. miento de la tolerancia a la glucosa en los mamiferos y
estas acciones se mantienen durante un periodo de varias
semanas hasta varios meses con una dosis @inica. La toxieci-
~ dad aguda (LDSO) es aproximadamente de 200 ug/kg de peso
corporal en ratones de muestra (inyeccidn intravenosa).

25, Ejemplo I

" Preparacidn de sustancia activa protefnica

- 1, Bordetella pertussis liofilizado y preservado

(Cepa Tohama Fase I) (suministrado por el Departamento de
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Bacterliologfa de la Universidad de Kitasato, Escuela de
Ciencias Farmacéuticas) se cultivé en placas en un medio
Bordet-Gengou a 372C durante 2 dias y luego una dosis en
platino de dichas bacterias se inoculd en un frasco agi-
tador de 500 ml en el cual se habfa introducido mediante
una pipeta 200 ml de un medio modificado Cohen-Wheeler con
resina de intercambio ionico afladida (medio CW) con una
composicidn mostrada en la Tabla 1 y luego se sometil a
cultivo por agitacidén a 372C durante 20 a 22 horas. lLa
concentraci6n_bacteriana en la solucidn de cultivo se
midié mediante un espectrofotdmetro (longitud de onda: 650
nm) y esta solucién se afladié a un frasco agitador de 2
litros, en el cual se habfia introducido mediante pipeta un
litro del medio CW al cual se habia afladido resina para
intercambio i6nico, de forma que la concentracibn bacte-
riana final fuera aproximadamente de 0,1 x 109 celulas/ml
y esto fue seguido de un cultivo por égitacién durante 48
horas (frecuencia de agitacién, 97 veces/min) a 37¢2C.

Las propiedades bacteriolfgicas de la cepa antes
indicada estaban de acuerdo'con las descritas en la lite-

ratura anterior respecto a las cepas'de Bordetella pertussis

fase I.
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Tabla 1

Composicioéon del medio modificado.Cohen-Wheeler

Casamino acido 10 g
Estrato de levadura 1lg

* Didrogenfosfato potasico 0,5 g
Almidon soluble .24

Solucion de sulfato de cobre 0,5% 1 mi
Solucidén de cloruro célcico 1% 1 mi
Solucién de cloruro magnésico 4% 1mi
Polipéptona 59
Solucidén de cistina 1% 2,5 mi

Solucioén de sulfato de hierro 0,5% 1 mi

Cloruro sddico 2,5 ¢

(En la utilizacion de este medio liquido, se
afladio agua destilada para conseguir una cantidad total de
1000 mi y después de ajustar el pH a un valor 7,2 con
solucion al 20% de NaOH, la soluciodn recibié otros 3 gr
de wuna resina de intercambio aniénico (Diaion SA-20 AP;
Mitsubishi Kasei Co.) y luego se sometid a autoclave a
121SC durante 15 minutos).

La solucidén de cultivo por agitacioéon durante 48
horas conseguida se calenté a 56SC durante 30 minutos y
luego se sometid a centrifugacion (a 15.000 r.p.m.) a 42C,
para efectuar la separaciéon en la parte que sobrenada y
células bacterianas y el producto sobrenadante obtenido de
esta manera de la solucién de cultivo, se utilizé como

material inicial para la purificacion de dicho factor

activo.
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10 litros de dicha fase que sobrenada, después
de ajustada a un pH 6,0 con HClL 1IN, se aplicd a una colum-
na de hidroxilapatita (2,5 x 4 om) con un flujo de 200
ml/hora como primera fase purificadora.

La mayor parte de las proteinas pasaron por la
columna sin ser absorbidas, y la actividad secretoria de
la insulina (ver el m&todo de medicién de actividad que se
describe mds adelante) fue escasamente detectado. La
concentracién de proteinas se midid por el m&todo Lowry y
otros anotados en la parte baja de la tabla 2 que se
muestra mis adelante.

Para determinar las sustancias absorbidas, la
columna se lavd primeramente con solucidén equilibradora de
fosfato 0.01M (pH 6,0) y a continuacién, después de elevar
la concentracidn molar del fosfato equilibrador a 0,1 y:
del pH a 7,0, las proteinas absorbidas se eliminaron por
elucibn sucesivamente. Sin embargo, el factor activo
objetivo no se elimind por elucidn en estas condiciones.
Por lo tanto, se llevd a cabo una elucidn adicional con un
equilibrador fosfato de la misma composicién pero contenien-
do 0,5M NaCl. Bajo estas condiciones, el factor activo
objetivo pudo recuperarse con un alto rendimiento de
acuerdo con la proteina diluida (figura 1).

El factor activo obtenido se concentrd y después
de situarlo en una membrana de di&lisis (Thomas Cat. NO.
3787-F25) con un peso molecular méximo permeable de 8000,
se sometid a una doble'dialiéis (total 12 horas) con agua

{
destilada y dos veces (total 12 horas) con fosfato equi-
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librador 0,01M (pH 6,0). Para purificacién posterior, se
hizo pasar la solucidn conteniendo el factor activo dializado

a través de una columna (1,5 x 10 cm) de Carboximetil

Sepharose CL-6B, equllibrada con fosfato 0,01M (pH 6,0).

Los materiales no absorbidos en la columna no tenfan

actividad alguna. A continuacién,;después de elevar la

‘concentracién molar ¥ el pH de la solucion equilibradora

de fosfato a 0,1 v 7,0 respectivamente, la dilucién simi-

lar se llevd a cabo afiadiendo 0,5M de solucidn salina, con
lo que se obtuvo el factor activo objetivo de acuerdo con

la proteina diluida (Fig. 2).

Dado que este producto contenfa todavia una
pequefia cantidad de impurezas en cuanto a electroforesis
de disco, este factor activo se concentrd posteriormente y
se situd despu&s en una membrana de didlisis (de la misma
norma que se ha indicado anteriormente), se sometid dos
veces a diflisis (total 12 horas) con agua destilada y dos
veces con fosfato equilibrador 0,01M (pH 7,0) (total 12
horas) y la muestra dializada se hizo pasar a través de
una columna (1,5 x 8 cm) de Con A-Sepharose 4B que habia
sido equilibrada con fosfato 0,01M (pH 7,0).

El desarrollo con el mismo equilibrador mostrd
por elucidn trazas de proteina, pero esta proteina no tenfia
actividad alguna. La dilucidn adicional con equilibrador
fosfato 0,1M (pH 7,0) conteniendo 0,5M de NaCl suministrd
el factor activo de acuerdo con la proteina eliminada por»

elucién (Fig. 3).

Puesto que esta porcibén contenfa todavia una
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pequefia cantidad de impurezas en cuanto a electroforesis
de disco, esta parte de proteina se amasé y condens§ y
dializ6 un fosfato equilibrador 0,01M (pH 7,0) conteniendo -
0,5M de NaCl, y la muestra dializada se sometid a filtra-
cidn de gel a través de una columna (2,8 x 60 cm) de
Biogel P-100 (BIO.RAD Co.) equilibrada con la misma so-
lucidn equilibradora. Esto produjo el factor activo puro
de acuerdo con la parte de proteinas mostrando su punto -
maximo con el peso molecular de 80.000 (Fig. 4).

| La nueva proteina obtenida de esta manera se
designd como proteina activadora dé los Islets (IAP) tal
como se ha dicho anteriormente.

La recuperacién de actividad, purificacién y

otros datos conseguidos en esta fase purificadora se
muestran en la taﬁla 2. La carac;erizacién_de esta sus-

tancia es la que se describe en el pirrafo anterior.
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Tabla 2
Canti- Concen- Protei- Activi~ g - Purifi-
rases Gad de  tracidn nas to- dad es- migﬁto SRR
la so~ de pro- tales pecificy cacién
lucién teina (mg) (unida~- (%)
(ml)  (ug/ml) des n/gq)
Fase que 10.000 2.000 22.000 0,318 100 1
sobrena- '
da en el
medio de
cultivo
Hidroxia
patita 125 159 19,9 193,0 55 607
col. chrom. ’
CM-Sepha~
rose
col.chrom. 45 251 11,3 321,0 52 1.009
con
A-Sepha~- ' ‘
ronet o 50 176 . 8,8 380,0 - 48 1.195.
col.chrom.
Biogel
P-100 40 168 6,7 429,0 41 1.349
col.chrom.
(Nota)
La concentracidén de proteinas se midié por el
método de Lowry y otros (Lowry, O.H., N.J. Rosenbrough,
“A.L. Farr and R.J. Randall: J. Biol. Chem. 193 265, 1951)

Yy se utilizé.como'normai la albfimina de suero bovino.

La pureza de la sustancia obtenida en la fase

.final antes descrita, designada proteina activadora de los
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‘Islets (IAP), se determina de acuerdo con la electrofo-

resis de disco con gel de poliacrilamida (concentracidn
de poliacrilamida 7,5%, solucidn egulilibradora 1IN de KOH-
acetato glacial (pH 4,3)).

" El método de J.V. Maizel, Jr. (Biochem. Biophys.

Res. Comm., 1963, 13, 483) se utiliz§ para el proceso

experimental. _
La cantidad de muestra por gel fue de 30 ng

(como proteina), y el experimento se condujo aplicando una

corriente de 4 mA durante 2 horas, tifiiniendo con blanco

de amida l0B y destifiendo con solucidn de &cido acé&tico

al 7%, Los resultados conseguidos se -muestran en la Fig. 5
(dibujo de las condiciones del gel y de la forma electro-
for&tica conseguidas utilizando un densitSmetro). Se
observd que la muestra contenida en esta fase final es una
sustancia finica perfectamente libre de impurezas y que la
actividad promotora de secrecién de insulina definida en
el ejemplo 2 correspondfa bien con esta sustancia aislada.
Para determinar la estructura subunitaria del IAP, se
sometld a la siguiente electroforesis de SDS (dodecilsul~
fato sddico) poliacrilamida de acuerdo con el m&todo
Shapilo y otros (A.L. Shapilo y otros: Biochem. Biophys.
Res. Comm., 1967, 28 815).

Se afladié una muestra de IAP de 50 ug/tubo (como
proteina) a una mezcla de 1% SDS, 1% de 2-mercaptoetanol y
urea 4M y después de incubacibn de 2 horas a 372C, se
aplicts la mezcla a un gel de poliacrilamida al 10% con=~
teniendo 1% de SDS y después de una aplicacidn de corrien=-
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te eléctrica durante 4 horas con intensidad 8maA/gel, se
tifié con Coomassie Blue y se destifid con &cido &cetico al
7,5%. Los resultados se muestran en la Fig. 6 (dibujo de
estado de gel y de forma electroforética utilizando un

densitémetro).

-2. Se someti6 Bordetella pertussis liofilizada

y preservada (Cepa NIH 114(3779B) (suministrada por el
Departamento de Bactereologfa de la Escuela de Ciencias
Farmacéuticas de la Universidad Kitasato), a cultivo de
agitacidn y separacifn de una misma manera que se ha
descrito en el ejemplo I~1, obtenié&ndose 10 { de lfquido
de cultivo sobrenadante.

El producﬁo que sobrenada o sobrenadante obte-
nido de esta manera se dividi6 en dos partes una de las
cuales se aplich a una columna de hidroxiapatita (2,5 x 4
cm) con un flujo de 200 ml/hora despu&s de ajustar el pH
del sobrenad@nte a 6,0 con HC1l 1N. La columna se lavS con
agua y luego ei producto absorbido se diluyd con solucidn
equilibradora de fosfato 0,1M conteniendo 0,5M NaCl (pH
7{0).

El producto de elucidn asi obtenido se puso en

la membrana de 4i&lisis con el miximo peso molecular

_ permeable de 8.000 (Thomas Cat. N2 3787-F25) y se dializs

3 veces contra agua destilada (18 horas en total) obte-

niéndose de esta manera la sustancia activa. A continua-

cibn la sustancia obtenida se puso a tratamiento de lio~
filizacidn y esto produjo un polvo fino de prdteina de

color blanco parduzco (muestra A) que es equivalente a
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IAP, factor promotor de secrecibn de insulina.
Los otros 5 £ de lfquido de cultivo sobrenadante

recibieron la afladidura de (NH4)2S04 hasta 90% del valor

'de saturacién (ajustando el pH a 6,5 con solucién aménica

débil en agua) precipit&ndose de esta manera casi todas
las proteinas. A continuacifn el precipitado se lavé
completamente con agua y luego se lixivid con solucién
equilibradora (pHY9) de 0,1M Tris-0,5M NaCl y se obtuvo la
solucidn extraida. La solucién extrafida conseguida se
neutralizé en primer lugar con 1IN HCl y luego se dializé 3
veces (18 horas en total) contra agua destilada utilizando
la membrana de didlisis antes menéionada, para obtener la
sustancia activa, consiguiéndose asi 11,2 mg de polvo
liofilizado (muestra B).

-3, Bordetella pertussis (Cepa Maeno Fase I)

Con la utilizacidn de la cepa Maeno Fase I

liofilizada y preservada de Bordetella pertussis, (Sumi-

nistrada por el Departamento de Bactereologia de la Eé-
cuela de Ciencias Farmacéuticas de la Universidad Kitasa=-
to) se siguieron los mismos procedimiéntos descritos en el
ejemplo I~l y se obtuvieron 23,6 mg y 10,8 mg de las

muestras de polvo liofilizado de las sustancias activas

(muestras C y D).

Actividad vy toxicidad agudas de cada muestra

Se obtuvieron la actividad especifica de cada
muestra de acuerdo con el método descrito en el ejemplo II

en el que se indica a continuacién (Tabla 3).
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Tabla 3

Muestra Actividad especifica
(unidades/ng)

57,1
83,0

127,2

g 0 w >

81,0

La toxicidad aguda (LD 50) de cada muestra se

indica en la Tabla 4.

Tabla 4

LD 50 (ng/kg peso corporal)

Muestra’ Inyeccifn intravenosa
o en ratas :

1.620
2.510

2.890

U 0 wm >

3.020

Como consecuencia las muestras de polvo de

sustancias activas tambi&n se pueden utilizar como medi-
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camento o profiléctico de diabetes tal como en el caso del
IAP y sus dosis efectivas son de 1-100 pg/ﬁg (peso corpo-
ral).
-4, Bordetella pertussis (Cepa Tohama, Fase 1)

(suministrada por el Departamento de Bacteriologia de la
Escuela de Ciencias Farmacéuticas de la Universidad de
Kitasato) se cultivd del mismo modo descrito en el ejemplo
I-l y el sobrenadante del medio ae cultivo conseguido por
separacifén de organismo del mismo se utilizd como material
de inicio. Se vertid acetona enfriada mediante hielo seco
en 100 £ ge producto sobrenadante, sacudiendo bajo enfria-
miento por hielo para alcanzar la concentracidn f£inal de
60%. Despuds de ello el precipitado fué recogido con un
separador centrifugo continuo (5000 r.p.m., 49C). El
precipitado obtenido de esta manera se secd disolvi&ndose
en 500 ml de fosfato equilibrador 0,01 M (pH 6,0) y luego
se aplicd a una columna (5 cm x 4 cm) de hidroxilapatita.
La actividad se acumuld en la sustancia eluida con fosfato
equilibrador 0,1 M (pH 7,0) conteniendo NaCl 0,5 M. La
sustancia eluida se recogib, se condensd y dializd contra
fosfato equilibrador 0,01 M (pH 6,0) y luego se aplic6 a
una columna de CM~-Sepharose CL-6B (2,5 cm x 25 cm) que
habfa sido equilibrada con la misma sal equilibradora y la
sustancia activa se eluyd con fosfato 0,1 M que contenia
NaCl 0,5 M. Posteriormente, la sustancia activa eluida de
esta manera se recogid, se condensd y se dializd contra
fosfato equilibrador 0,1 M (pH 7,0) conteniendo NaCl 0,5

M. Despu&s de ello la sustancia activa se aplicd a una




lo.

15.

20.

25.

- 20 -

columna de Biogel P-150 (2 cm x 105 cm) gue habia sido
équilibrada con fosfato 0,1 M conteniendo NaCl 0,5 M y
urea 4M. Esﬁa sustancia activa era una proteiﬁa gque mos-
traba una punta de peso molecular aproximadamente 80.000 y
se consiguieron 38 mg de su estadq:polﬁo liofilizado, La
composicién quimica de la sustancia conseguida era la
siguiente; proteina 95% en peso vy superior, carbohidrato
1~ 2% en peso, no se detectd lipido alguno. La actividad
especifica era de 930 unidades/ug.

~-5. Bordetella pertussis liofilizada y preser-

vada (Cepa Tohama, Fase I) (Suministrada por el Departa-
mento de Bacteriologia de la Escuela de Ciencias Farma-
cButicas de la Universidad Kitasato) se sometié a cultivo
con agitacién de la misma manera que en el ejemplo 4 y se
obtuvieron 100¢{ de productos sobrenadantes separando las
c€lulas bacterianas del liquido de cultivo. El producto
sobrenadante consequido se afiadié a una solucibn acuosa de
cloruro de zinc al 50% sacudiendo a temperatura baja para
ajustar su pH a un valor 6,0 (concentraciém final 1%). El
precipitado se disolvid en fosfato disSdico al 10% y se
situd en una membrana de didlisis, dializé&ndose luego con
agua, siguiendo un equilibrado con fosfato 0,01 M. Esta
solucidn se aplicS a continuacidn a una columna (10 cm x 5
cnm) de hidroxilapatita y se lavd con fosfato 0,1 M (pH
7,0) y luego se eluyd con fosfato 0,1 M conteniendo NaCl
0,5 M. El producto de elucidn conseguido se condensé y se
aplicdé a una columna (2,5 cm x 100 cm) Qe Sephacryl $-200

(Pharmacia Pine Chemicals) y luego se diluyd con fosfato
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0,1 M (pH 7,0) conteniendo NaCl 0,5 M y urea 4M. Esto fue
seguido de filtracidn de gel y la sustancia activa fue
separada.

El peso molecular de la sustancia activa conse-
gulda se estimd aproximadamente en 72.000 mediante fil-
tracién de gel y se consiguieron 40 mg de producto seco en
polvo. La sustancia conseguida tenfa una composicidén qui-
mica de aproximadamente 95% en peso e incluso superior,
1-2% de carbohidrato y no se detectd lipido alguno. lLa
actividad especifica fué de 890 unidades/ug.

-6. Bordetella pertussis (Cepa Tohama, Fase I)

(Suministrada por el Departamento de Bacteriologia, Escue~
la de Ciencias Farmac&uticas de la Universidad de Kitasa-
to) fue cultivada en un medio Bordet-Gengou a 372 C duran-
te 2 dias y posteriormente en producto Bordet-Gengou a 372
C durante 20-24 horas y luego se inoculd una dosis en
platino de dicha bacteria a un medio s6lido Cbhen-Wheeler
modificado al que se habia afiadido carbdn activo (medio
CA) teniendo la composicién mostrada en la tabla 5 y
sometiéndose a cultivo durante 48 horaé a 372 C, suspen=
di&ndose 5Kg de celulas bacterianas himedas conseguidas en
5 ) de agua destilada y reteniéndose 562 C durante una
hora.

Después de enfriar, la suspensifn recibid una
afiadidura de timerqsal para alcanzar su concentracidn
final (0,01 8) y se sometis a centrifugacidén (15.000
r.p.m. x 30 minutos) para recoger las células bacterianas.

Las c&lulas recégidas se suspendieron en agua destilada

-ee smmmnr
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conteniendo uréa 4M y Néél 1M, y luego se sometieron a un
equipo ultrasénico (Tomy Precision Machinery Co.) a tempe~
ratura baja (49 C) para destruir las células bacterianas.

La suspensidn resultante se sometid a centrifu-
gacién ( 15.000 r.p.m. x 30 minutos) y el producto sobre=
nadante libre de precipitado se dializd con agua y luego
se equilibrd con fosfato 0,1 M (pH 0,6) seguido de apli-
cacidn a una columna (10 em x 5 cm) de hidroxilapatita. -
Despugs de lavar las impurezas absorbidas con fosfato 0,01
M (pH 0,6) y fosfato 0,1 M (pH 7,0) la sustancia activa
se diluyd eon fosfato 0,1 M (pH 7,0) conteniendo NaCl 0,5

La sustancia activa conseguida de este modo se
equilibrd con fosfato 0,01 M (pH 6,0) y luego se aplicd a
una columna (2,5 c¢m x 30 cm) de cMrSepharose CL-6B. La
columna se lavd en primer lugar con fosfato 0,05 M (pH
6,0) y luego se eluyd con fosfato 0,1 M (pE 7,0) conte-
niendo NaCl 0,5 M para separar por elucién la sustancia
activa. La sustancia eluida se condensd y disolvid en
fosfato 0,1 M (pH 7,1) conteniendo urea 4M y NaCl 0,5 M vy
luego se aplicd a una columna (2,5 cm x 115 cm) de Sepha-
cryl 8§=200,

Esto fue seguido de elucidn con disolvente y se
consiguieron 40 mg de sustancia activa.

El peso molecular de esta sustancia medide por
filtracidn de gel se supuso de 74.000 y tenfa una compo-

sicién quimica de més de 95% en peso de proteina, 2% en

peso de carbohidrato y no se detect§ lipido alguno.-La
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actividad especifica fue de 920 unidades/ng.

Tabla 5

Composicibn del medio CA

Casamino &cido 10 g
Extracto de levadura lg
Dihidrogenfosfato pot&sico 0,5 g
Almidén soluble ) 1,5¢g

Solucidn de sulfato de cobre 0,5% 1ml

Solucién de cloruro magn&sico 1% 1ml
Polipeptona 5g
Solucién Cistina 1% 2,5 ml

Solucisn del sulfato de hiérro 0,5% 1 ml

Cloruro s&6dico : . 2,0 g
Agar-agar en polvo 18 g
Agua destilada : 1.000 ml

(En la utilizacién de este medio sblido, se disol-
vié por calentamiento después de ajustar el pH a 7,2, reci-
biendo posteriormente la afiadidura de 5 gr. de carbén
activo en poivo b4 luego se sometié a la accién de autocla-
ve a 1212 C durante 20 minutos.

‘ - -7. Se pueden citar varias cromatografias de
afinidad utilizando las propiedades del IAP como método
efectivo de preparacidn de la sustancia activa. Este
mnétodo, combinade de modo apr0piédo con una serie de
procedimientos de preparacién tal como se describe en el

ejemplo 1, -permite omitir parcialmente las fases de
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preparacidn., Ademis, tanto la purificacién como el rendi-

miento de este m&todo son casi los mismos que en el ejem-

Pplo 1. El1 método se describe en lo que sigue.

~3) Se cultivd Bordetella pertussis liofilizada

y preservada (Cepa Tohama, Fase 1) (Suministrada por el
Departamento de Bacteriologia de la Escuela de Ciencias

Farmacéuticés de la Universidad de Kitasato) del mismo

modo que en el ejemplo 1. 10 £ del producto sobrenadante

conseguidos en el cultivo liquido se aplicaron a una
columna ( tamafio de la columna 5 ecm x 2 cm, £lujo 60
ml/hora) de hidroxilapatita y luego se lavd con 300 ml de
fosfato 0,01 M-(pH 7,0). Bsto fue seguido de la accién de
fosfato 0,1 M (pH 7,0) conteniendo NaCl 0,5 M con un f£lujo
de 15 ml /hora, para separar por elucién la sustancia

activa. La sustancia activa consequida se condensd hasta

15 ml mediante Ficol 400 (Pharmacia Fine Chemicals) y

luego se dializd 4 veces para un periodo total de 24 horas
con 2 £ de agua destilada y despuds se dializ8 4 veces
para un periodo total de 24 horas con 1 £ de acetato 0,01
M (pH 4,5) conteniendo cloruro s8dico 0,1 M o cloruro de
litio- cloruro de hidrégeno 0,1 M (pH 4,5) para equili-
brar. El producto se aplicd a una columna de p-acetoximer-
curianilina-Sepharose 6 MB (se hace referencia al mé&todo
de preparacidn que se ‘describe mas abajo, tamafio de co-
lumna 1,2 cm x 8 cm ) que habia sido equilibrada con el

mismo equilibrador que se ha mencionado antes con un flujo

de 5 ml/hora y despu&s de lavar bien con el mismo producto

equilibrador, la sustancia activa absorbida se separd por
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dilucidn con la misma sustancia equilibradora a la gue se

~ habia afiadido L-cistina 0,01 M. La sustancia activa ob-

tenida se recogid y luego se condensé aproximadamente a S
ml. con Ficol-400, se dializd tres veces durante un pe-
riédo totaf de 12 horas contra fosfato 0,1 M (pH 7,0) del
cual 2 { contenian urea 4 M y cloruro sédico 0,5 M para
equilibrar y posteriormente se equilibx6 con el mismo
producto equilibrador. La £iltracién de gel se llevd a .
cabo en una columna de Sephacryl 8200 (2,8 cm x 95 cm)
(Pharmacia Fine Chemicals).

La sustancia activa se obtuvo-como producto pun-
tual con pesos moieculares de 65.000t7.000 (lo cual se de-
termind posteriormente haciendolpasar proteina marcadora)

coincidiendo con un tipo de actividad. La sustancia activa

'se sometid a di&lisis (contra 2 £ de agua destilada, 5 ve-

ces en 48 horas) y luego se liofilizé para obtener 2,1l mg
de polvo blanco.
Este producto did una banda Gnica en electro-

foresis de gel de poliacrilamida (gel de pH 4,3) y te-

-nia una composicidén de mis de 98% de proteinas, y ningln

carbohidrato ni lipido.

(Nota) M&todo de preparacidn dél p-aceﬁoxymer-
curjanilina (PAMA) - Sepharose 6MB:"

4 g de Sepharose 6MB activada mediante CNBr
(Pharmacia Fine Chemicals) es lavada repetidamente y

tratada en un filtro de cristal utilizando 1 £ de 10~y NC1.

Se prepara separadamente una solucién disolviendo 172 mg

(0,5 mM) de p-acetoximercurianilina en 50 ml de dimetilfor-
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mamida en soluciéﬂ al 60% de bicarbonato s6dico equili-
brador 0,1 M (pE 8,3, conteniendo cloruro sddico 0,5 M).
Después de completar el lavado y trﬁtamiento del gel, la
solucién antes mencionada es afiadida y la mezcla es bien
agitada a temperatura ambiente (22 a 25 2 C) durante 2
horas. Deépﬁés de completar la reaccibn, el producto es
lavado con el mismo producto equilibrador y a continuacién
afiadiendo 50 ml de monoetanolamina 1 M (pH 9,0) al gel, -la
mezcla es égitada enérgicamente a temperatura ambiente
durante 2 horas., A continuacidn el gel es filtrado por
succidn con un £iltro de cristal, es iavado varias veces
alternativamente con 1 ¢ de boraté equilibrador 0,1 M (pH
8,5) v 1 £ de acetato equilibrador 0,1 M (pH 4,0) y fi-
nalmente se equilibra con acetato 0,01 M (pH 4,5, conﬁe-
niendo cloruro sddico 0,1 M) o cloruro de litio = cloruro
de hidrdgeno Q,l M (pH 4,5). Por otra parte, el gel es
tratado previamente con el mismo equilibrador conteniendo
1% de 2-mercaptoetanol y luego se lava suficientemente y
se equilibra con el mismo producto equilibrador.

~B) Bordetella pertussis liofilizada y preserva-

da (Cepa Tohama, FPase 1) (suministrada por el Departamento
de Bacteriologia de la Escuela de Ciencias Farmac&uticas
de la Universidad Kitasato) se cultivd del mismo modo que
en el ejemplo 1 y 10 £ de lIquido sobrenadante conseguido
del cultivo liguido se aplicaron a una columna (tamafio de
la columna 5 cm x 2 cm, flujo 60 ml/hora de hidroxila=-
patita y luego se lavaron con 300 ml de fosfato equili-

brador 0.01 M (pH 7,0) seguido de un flujo'de fosfato
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equilibrador 0,1 M (pH 7,0) cén un flujo de 15 ml/hora.

La sustancia activa conseguida se condensé ‘hasta
aproximadamente 15.ml coﬁ Ficol 400 (Pharmaéia Fine Che-
micals) y luego se dializd 4 veces durante un periodo
total de 24 horas contra 2 £ de agua destilada y después
se dializ6 nuevamente 4 veces durante un periodo de 24 ho-
ras contra 1 { de fosfato 0,01 M (pH 7,0) para equilibrar.

La sustancia activa se aplicé a una columna de
anti~anticuerpo IAP-Sepharose 4B (Se hace referencia a la
nota descrita mds abajo, tamafio de columna 1,8 ecm x 13 cm)
y luego se lavd bien con aproximadamente 200 ml de fosfato
0.01 M (pH 7,0) conteniendo NaCl 0,1 M, seguido de elucién
con glicina-cloruro de higrdgeno 0,1 M (pH 3,0) contenien-
dolz mM de EDTA y NaCl 0,15 M,'segﬁn un flujo de 60 ml/hora.

El eluido se neutralizd enseguida con equilibra-
dor glicina 1 M (pE 1l1,5).

La sustancia activa se recogié y dializd ( 54,
3 veces, 48 horas) contra agua destilada para conseguir
1,9 mg de polvo blanco.

El peso molecular de esta sustancia medido por
filtracidn de gel fue de 70.000!5;000 y did una banda
dnica en electroforesis de gel de poliacrilamida (gel de
pH 4,3). Tenia la coﬁposicién quimica de proteinas apro-
ximadamente 97% e incluso superior, carbohidratos 1% e
incluso inferior y no se detectd lipido alguno.

(Nota) M&todo de preparacién de anti-anticuerpo
IAP-Sepharose 4B:

Se lavan 10 g de Sepharose 4B activada con CNBrx
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(Pharmacia Fine Chemicals) y se trata repetidamente en un
filtro de cristal utilizando 2 § de 10-3-NHCl. Se prepara
separadamenée una solucidn disolviendo 100 g de anti-IAP
anticuerpo en 50 ml de bicarbonato sbdico equilibradoer 0,1
M (pH 8,3) .conteniendo NaCl 0,5 M. Inmediatamente después
de completarse el‘lavado'y el tratamiento del gel, se
afiade la solucién antés mencionada y la mezcla es bien

agitada a temperatura ambiente (22-25 ¢ C) durante unas 2

horas.

J

Después de completar la reaccidn, el gel es fil-
trado por succidn con un filtro de cristal y es lavado va-
rias veces con el mismo equilibrador .para eliminar el
excesivo anti-anticuerpo IAP, luego se afladen 100 ml de
monoetanolamina 1 M y la mezcla es bien agitada durante 2
horas a temperatura ambiente para conseguir una buena
mezcla.

Despugs de la reaccidn se lleva a cabo el lavado
varias veces con el equilibrador mencionado y luego se
lava con 12 de &cido actico equilibrador 0,1 M (pH 4,0)
conteniendo NaCl 0,5 M. (Este procedimiento se repite 3
veces cambiando el pH).

Finalmente el producto se lava con 14 del mismo
equilibrador antes mencionado. (La preservacidn consigue
la gama de 4 - 82C).

Ejemplo II -

Efectos farmacoldgicos de la sustancia proteini-

ca activa.

-1. Determinacibén de la actividad promotora de

la secrecidn de insulina.
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La actividad promotora de sécrecién de insulina
Ael IAP y su equivalente se puede determinar midiendo la
reaccibn animal a varios tipos de estimulantes de la
secreci6n de insulina y usualmente se utiliza glucosa como
estimulante para esta finalidad.

Animales de prueba

Ratones machos wistar ( con peso corporal de 130
a 140 qgr).

Método de prueba

Las sustancias algo purificadas o bien purifica-
das activas, de diferentes actividades, se di;uelven en
una solucidn fisiolbgica salina y 0,2 ml de cada una de
estas soluciones se inyectan por via intravenosa, bajo
Anestesia por eter, en la vena femoral de las ratas de
prueba y se mide la actividad secretdgena de la insulina
de cada'sustancia tres dias mis tarde. Las ratas estuvie-
ron en ayunas durante 18 a 20 horas antes del experimento.
Para la medicidn de la actividad se recoge 0,1 ml de
sangre de la vena de cola de cola de cada rata, seguido
ello inmediatamente por inyeccién intraperitoneal de 30%
de solucidén de glucosa en una proporcién de 1 ml por 100
gr del peso corporal y exactamente 15 minutos més tar&e se
recogen nuevamente 0,1 ml de sangre de modo similar. La
actividad secretdgena de insulina es determinada a partir
de la diferencia en el nivel de glucosa de la sangre y la
concentracidn de insulina en la sangre antes y después de
la accién de la glucosa. El nivel de glucosa de la sangre

se mide por el método de glucosa oxidasa y la concentra-
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cidn de insulina por el mé&todo de doble anticuerpo.

La solucidn parenteral para inyeccibén intrave-

nosa utilizada para el siguiente experimento farmacolbgico

se compone del mismo compuesto antes mencionado. Los méto-

dos de medicidn utilizados para la determinacién de gluco-

sa de la sangre e insulina en el plasma estdn de acuerdo

con la siguiente literatura y equipos, respectivamente.

Nivel de glucosa en la sangre: Método de glucosa

oxidasa.

Bergmeyer, H. -U, y Bernet, E. en "Methods of

enzymatic analysis", Bergmeyer, H. -U., eds, New York

Acadenic Press P 123 (19635. -

Glucostato

Concentracidn de insulina: Método de doble anticuerpo

Morgan, C.R., y Razarow, A.

Diabetes, 12 115

(1963) equipo de ensayo de inmunidad de insulina por

Dainabot Radioisotope Laboratories:

Método de cidlculo de la actividad secretora de insulina.

En priﬁer lugar, se obtien los valores de

AI/AG del grupo al que se ha suministrado la sustancia

activa y del grupo de control, de la ecuacidn sigulente:

AI/AG (WU/mg) =

Concentracidn de
insulina en el plas-

ma después de la car-

ga de glucosa (nU/ml)

Concentracidn de
insulina en el plas-
ma antes de la carga
de glucosa (uU/ml)

Concentracidn de

glucosa en la sangre -

después de la carga
de glucosa ( mg/ml)

Concentracién de
glucosa en la sangre
antes de la carga de
glucosa (mg/ml)
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La utilizacidén del nivel de glucosa en la sangre
para el cédlculo de la actividad es por razbn de gque la
cantidad de insulina secrecionada queda grandemente afecta-
da por el nivel de azficar en la sangre.

La unidad de cada sustancia activa es proporciona=-

da por la siguiente ecuacidn:

Valor A I/AG pro- ValorAI/DG .promedio
medio del grupo tra- — del grupo de control
tado
Unidad= % 100

Valor & I/AG promedio del
grupo de control

La actividad especifica de cada sustancia viene
dada por.la dividisén;dé la unidad por la cantidad de
protelna (m&todo Lowry y otros).
| . Relacidn entre dosis y fespuesta.

La unidad y dosis (como proteina) del IAP obteni-

do del ejemplo .I-l se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6

Dosis (ng/ratén) Unidad*
8 62
16 53
32 ’ 54
63 81
i25 . 104
250 129
500 208
1,000 445
2.000 571

¥ valor medio para 5 animales

La muestra de IAP purificado tiene la relacién
dosis-respuesta sigmoide .sin embargo se selecciona una
parte de carfcter lineal en el mayor grado poéible (250
ng - 1.000 ng) para calcular la unidad y la fase de puri-
ficacidn tanto del IAP como de su equivalente.

- 2. Resumen de los efectos farmacoldgicos de la

sustancia proteinica activa.

Esta sustancia es particularmente destacada por
su prominente actlvidad promotora de la secrecién de

insulina, pero tambi&n tiene otros efectos farmacolSgicos

Gtiles tales como el mejoramiento de la tolerancia de la
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glucosa, refuerzo de la respuesta secretora de insulina,
promocidn de curamiento de diabetes inducida por estrepto-
zotocina y mejora de la tolerancia de la glucosa en diabe-
tes hereditaria. Ademids, estas actividades se mantienen
durante semanas hasta varios meses con una administracién
Gnica de esta sustancia. En vista de que los mismos fenfme-~
nos fueron apreciados de modo completo en los animales de
prueba incluidos ratones, ratas'y perros, se considera que
las acciones farmacolbgicas de esa sustancia no varian en
ninglin grado sustancial de acuerdo con la diferencia en
las especies animales.

Se considera que esta sustancia encuentra su
mejor aplicacién como medicina curativa para la diabetes.
En la actualidad, la medicacién para la diabetes depende
de la inyeccidén de insulina o la administracidn oral de
drogas antidiab&ticas, pero &stas son para el tratamiento
meramente sintomitico y, seglin el estado actual, la diabe-
tes se puede considerar una enfermedad incurable.

Ademds, el paciente debe-acudir a un centro de
tratamiento cada dia para la inyeccifén de insulina y
ademds, la administracidn de las drogas antidiabéticas
tienen el'peligro de causar un descenso anormal del nivel
de glucosa en la sangre. La ventaja especial de esta
sustancia es que no solamente tiene por si misma una
actividad secretora prominente de la insulina, sino que
tambi&n tiene la accidn de aumentar lé concentracibn de
insulina en’la sangre solamente cuando el nivel de glucosa

de la sangre se ha elevado por diferentes condiciones
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(estado hiperglicémico, especialmente en cargas de glucosa
tales en la ingestidn de alimentos) y para retornar répi-
damente el nivel elevado de glucosa en la sangre al valor
normal. Otra ventaja sobresaliente de esta sustancia es

que su actividad se mantiene durante un periodo de varias

semanas hasta varios meses, mediante una administracidn

finlca. Por lo tanto, en caso de que la reaccibn secretora -

de insulina al nivel de glucosa en la sangre haya dismi-
nuido, la administracidn de esta sustancia provoca una
actividad secretora normal de la insulina. Gracias a estas
propledades, esta sustancia encuentra un amplio campo de
aplicaciones, es decir, no solamente es {itil como remedio
para la diabetes, complicaciones de la misma y enfermeda~-
des geridtricas que se originan de la diabetes, sino que
tambi&n se demuestra efectiva en la aplicacidn a lx fase
prediabética como preventivo, remedio o diagnbstico para
la diabetes juvenil, para la cual no existen en la actua-
lidad medios efectivos disponibles.

- 3. Actividad promotora de la secrecifén de

insulina.

Esta accidn es una de las acciones notables de
la sustancia de referencia, sobre la cual se llevaron a
cabo experimentos en ratas (ratas macho de la raza Wistar)

y perros (tanto machos como hembras de tipo Beagle).

Ratas

Las condiciones experimentales fueron las mis-

mas que las utilizadas en la mediclién de las actividades
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antes descritas, pero en este experimento, la reactividad

.a los correspondientes estimulantes de secrecidn de insu-

lina se midid al tercer dia despus de la administracién
del IAP a las ratas y se compar§ con ratas nofmales (con=~
trol) (Tabla 7). Como compensacidn de la glucosa gue es el
factor mids fisiolbgico, se aprecid un marcado incremento
de concentracifn de insulina en la sangre en el grupo de
control a pesar de la diferencia de administracitn dé
glucosa. Se observd tambisn un aumento significativo en la
reactividad a los estimulantes de hormonas tales como
glucagén (lmg/Kg) y epinefrina (200 mg/Kg). Se observsd
también una elevada actividad secretora de la insulina por
parte de la tolbutamida (200 mg/Xg) y glibenclamida (2
mg/Kg) que se utilizan corrientemente de modo clinico como
drogas antidiabéticas. Se comprobd de dichos resultados
gque la administracién de la sustancia actual puede refor-
zar de modo destacado la reactividad del organismo a los

estimulantes de secrecidn de insulina.
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Tabla 7

Promocibn de reactividad a varios estimulantes
de la insulina en ratas pretratadas con IAP

: Grupo de control Grup6 tratado
Antes . Después In-  Antes Después In-
de la de la cre- de la de la cre-
adminis- adminis- men- adminis- adminis~ men=-
tracidn tracién to tracién tracidn to
1) :

(uU/ml)  (uU/ml) (nU)

*2)
Glucosa oral = | :

'-*Oé)sg"lsifl 90+ 4 74 . 25%5 227% 47 202
15 '
Intraperito-

neal %3 9 26t3 6812 42 55%5 401% 114 346

Intravenosa -
0,05 g 16t 1l 27+ 3 . 11 25% § 56
) 15
Glucagdn via
intravenosa
0,1 mg
5

+
=)

31

24%*3  56%5 32 2854 115% 3 87

Epinefrina
subcuténea

20 mg  22% 5 29r 4 7 30£3 102% 15 72
30

Glimenclami~

da 0,2mg + -
oral 60 l}t 4 52 16 39 25t3 82111 57

Tolubutamida
intraperito-
neal + - - +

20mg 23* 6 46t 8 23 554 247 % 73 192

60

% 1) Concentracion de insulina en el plasma.

% 2) Dosis/l00 g de peso corporal

*3) Tiempo (en minutos) de la extraccidén de sangre
después de . la administracidn




10.

15.

20,

25'

- 37 -

1 ng de IAP se inyectd por via intravenosa 3
dias antes del. experimento.

La tabla muestra valores medios y errores stan-
dard para 5 animales en el caso correspondiente.

Se administrd IAP con varios valores de unidad
intravenosamente a perros y 3 dias mas tarde glucagdn (25
rg/kg de peso corporal, inyeccidn intravenosa) o glucosa
(0,3 g/Kg peso incorporal, iyeccidn intravenosa), llevin-
dose a cabo estimulo para examinar la actividad promotora
de la secrecifn de insulina. Los animales de prueba se
trataron durante 18 horas antes del experimento.

Los resultados experimentales de la estimulacidn
por glucagbn se muestran en la tabla 8. Se observ6 una
prdmocién, si bien ligera, de la secreci6n de la insulina
durante los 5 minutos de control después de la administra-
cidn de glucagén segfin una dosis de 50 ng (como protefina,
la misma en lo siguiente si no se especifica lo ‘contrario)
/Kg (peso corporal) y se promovid secrecién de insulina
proporcionalmente al incremento de la dosis, alcanzando
sustancialmente la mayor reaccidén en la dosis de 1 mg/kg.
Se observd una potenciacién similar de la actividad se-~
cretora de insulina en la glucosa (administraciones oral e
intravenosa) y acciones de la epinefrina (Tabla 9). Estos
resultados indican que se consigue un refuerzo sustancial
de la reactividad a la secrecidn de la insulina también en

los perros, por la administracién del IaP.
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Tabla 8
Potenclacidn de la secrecibén de la insulina
despues de la administracidn de glucagdn a perros

pretratados con IAP.

5.
Tiempo (minutos)
después de la ‘ . ’
administracidn 0 5 15 30 45 60
de glucagbn
Dosis
10.
Nota 1
Grupo de control ‘ 3 31 32 16 10 8
 Grupo tratado

0,05 ng/kg 2 50 43 18 17 6
15: 0,1 o 3073 37 "9 5 2
0,5 3 196 100 24 11 5
1,0 0 - 2 360 230 10 13 7
2,0 - 2 320 60 19 6 8

20.

Nota 1l: pU/ml media de 3 animales en casos respecti-

VOS.



- 39 -

Tabla 9
Refuerzo de la secrecifn de insulina después de las

acciones de glucosa y epinefrina en perros pretratados

con IAP
5.
Antes de la Después de la
accidn del accién del
estimulante estimulante
Grupo de control 6%1 20 9
10 Glucosa (5
‘ minutos des-
pues de in-
yveccibn in-
travenosa)
Grupo tratado 7t1 89 % 36
Grupo de control 811 g % 1
Epinefrina (5
15. minutos des~
pués de in-
yeccidn in-
travenosa)
Grupo tratado 18% 6 225 * 28
20 Nota: nU/ml medio * SE de tres animales en los casos

correspondientes.
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-4, Actividad mejoradora de tolerancia de glucosa

Se suministrd glucosa por via oral a ratas y

.perros y se midid la atenuacidn del nivel de glucosa en

la sangre y el nivel de concentracién de insulina en la
sangre después de la glucosa para determinar la tolerancia
de &sta. La glucosa se suministrd a las ratas segfin una
dosis de 0,5 g/100 de peso corporal (ratas) y a los perros
seglin una dosis de 15 g/perro déspgés de 18 a 20 horas, de
ayuno.

En los grupos de ratas y perros tratados con
IAP, se suprimid de modo sensible la elevacién de nivel de
glucosa en la sangre mientras que se-presentd un evidente
aumento de concentracién de insulina en la sangre, pero la
concentracidn de insulina se redujo ré&pidamente al nivel
anterior a la alimentacidn de glucosa en corﬁespondencia

con la normalizacidn del nivel de glucosa en la sangre y

* no se observd ninguna disminucidén del nivel de glucosa en

la sangre debido a secrecién excesiva de la insulina

(tablas 10 y 11). Estos resultados manifiestan una mejora
sensible de la tolerancila de glucosa en los animales

tratados con IAP.

-
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Cambios en la concentracidén de glucosa en la sangre

- 4] -~

e insulina en el plasma de perros después de la ali-

mentacidn de glucosa.

Tiempo des-
pués de la
alimentacién O 15 30

de glucosa
jmigutos)

60 920

120

180

Glucosa en
la sangre
(mg/dl)

grupo de

control 125%9 17714 123%9

Grupo

tratado 973 1179 1087

118%4 111*9

118%4 96%6

113*13 109%1

Insulina
en el
plasma
(uU/ml)

Grupo de

control 32 172 23:18

Grupo

tratado g5 63£10 16t ¢

812 12%2

2082 124

8x3

9

<+

1

8x1l

101

El grupo tratado recibid inyeccidn intravenosa de 1

xg (proteina) de IAP/kg 3 dias antes del experimento.

Valor media ¥ SE de cuatro animales en los casos corres-

pondientes. .
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Tabla 11

Cambios en las concentraciones de glucosa en la
sangre e insulina en el plasma de ratones des-

pués de la alimentacién de glucosa.

Tiempo después de
la alimentacidn de . 0 30 60 90 120 180
glucosa (minutos)

Glucosa en la san-
gre (mg/dl)

10.  Grupo de control 68:1 10289 98%3  108%4 114%*4 120%4

Grupo tratado 511  72%6 54t2  48%5 62t6 697

Insulina en el
plasma (uu/ml)

Grupo de control 19%2 47i6 384 41t2 - 415  55%5
15,

Grupo tratado =~ = 25%t4 126%9 79%10 616  69*7 104%f18

El grupo tratado recibid inyeccibn intravenosa de 0,5
Mg de IAP 3 dias antes de este experimento..

Valor: medio + SE de 5 animales en los casos correspondien-
20,

tes.

-5." Recuperacidn de diabetes producida por estrep=-

" tozotocina por pretratamiento con IAP.

Es sabido gue la accidn de la estreptozotocina (la
25. cual se hari referencia a continuacién con la sigla 8Tz)
induce la diabetes eﬁ los animales experimentales destruyen-

do de modo notable las celulas B de la isla de Langerhans..
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Sin embargo se encontrd que en ratas tratadas con IAP, la
diabetes inducida por STZ se curd prontamente y la glucosa
en la sangre y la tolerancia de la sangre en estado de no
ayunas, se normalizaron.

Este experimento se llev6 a cabo en un mé&todo tal
gue las ratas recibieron primeramente la accién de 1 mg de
IAP y a continuacidn STZ (5 mg/100 g por inyeccibn intra-
venosa) 3 ~ 5 dias m&s tarde. Despuds de 24 horas de la
accién de STZ, se observd hiperglicemia tanto en el grupo de
control como en el grupo tratado, sin embargo en el grupo
tratado la glucosa eﬂ la sangre alcanzf el drea normal en
los dias quinto y sexto gradualmente después de la accidn
del STZ y la concentracibén de la insulina en el plasma fue
de modo significativo m&s alta que en el grupo de control
(Tabla 12).

A continuacibn, en el sé&ptimo dia después de la
accidn de STZ, se llevd a cabo el experimento de alimenta~
cidén de glucosa y se estudi6 también la tolerancia de glu~
cosa (Tabla 13).

Si estas ratas se encontraban en ayunas, la con-
centracién de glucosa en la sangre se hacfia la misma apa-
rentemente tanto en el grupo de control (en el gue se habia
tenido solamente la accidn de STZ) y los grupos tratados con
IAP, sin embargo, el deterioro de la tolerancia de glucosa,
se observd de modo ¢laro en los grupos de control en compa-
racldn con el grupo normal.

Por otra parte, en el grupo tratado, la tolerancia

de glucosa se mejord en un grado tal comparable al del grupo
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normal y la insu}ina del plasma en respuesta a la alimen-
tacién de glucosa fue mis alta que la del grupo de control.
Por estos descubrimientos se puede considerar que la diabe-
tes inducida por STZ, se cira en lqs animales pretratados
con IAP.
Tabla 12
Recuperacldn de la diabetes producida
por estreptozotocina con pretratamiento

mediante IAP

NGmero de dias
. después de la - -0 2 -3 5 7

accién de STZ:

Grupo de control
Glucosa en la .sangre

(mg/dl} 94*3 375%20 360%t16 355+8 352%4

Insulina en el plasma
(uU/ml) 202 303 26t 4 - 24t2

‘Grupo tratado
Glucosa en la sangre

(mg/dl) 98%2 358%19 -250%35 199%41 145%22

Insulina en el plasm
(nU/ml) : 635 695 54%¢ - 62% 4

Valor medio ¥ SE de 5 animales en los casos correspon=

dientes.
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Mejora de la tolerancia de glucosa en diabetes

por estreptozotocina por tratamiento con IAP

Tiempo después
de la alimenta-

cidn de glucosa 0 15 30 60 90

(minutos)

Grupo de control 83*7* 214*18 291%¥27 32723  264%32
(18¥2)*(22% 5)

Grupo tratado 8216 159%16 177214 173%10 141*13
(24%2) (49%2)

Grupo normal 823 13011 161t 5 155%*4 138% 7

(1721) (43% 4)

¥ Glucosa en la sangre (mg/dl)

‘%% Insulina en el plasma (uU/ml)

Valor medio % SE de 5 animales en los casos respectivos.

-6. Mejora de la tolerancia de la glucosa por

la administraciédn IAP a ratones diabé&ticos

de modo espontineo (ratones (KK) similar a la

diabetes humana.

Los ratones KK se consideran el modelo de animal

de patosis similar a la diabetes de los serés humanos,

puesto que los ratones adquieren diabetes esponténea en el

envejecimiento, por causas hereditarias y por factores
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ambientales como coadyuvantes. Por lo tanto el que se ten-
ga un efecto terapéutico eficaz del IAP en estos animales
constituird un indice muy importante en la analogia del
caso de los seres humanos a partir de los resultados
conseguidos por el experimento humano. Consiguientemente
se llevd a cabo el siguiente experimento. Los ratones
utilizados para este experimento fueron ratones KX que
originalmente fueron suministrados por la Facultad de
Agricultura de la Universidad de Nagoya, en los cuales se
continud el apareamiento y crfa entre hermanos f hermanas. *
El experimento fue llevado a caho del modo siguiente. La
glucosa fue suministrada de modo oral (0,15 g/20g de peso
corporal) a los ratones con edades de 20-25 semanas, a
continuacidén se seleccionaron 5 animales que mostraron un
definido deterioro de tolerancia de la glucosa en compa-
racién con el grupo normal (tipo ddy). Tal como se muestra
en la figura 14, no se observd la desaparicién de la
glucosa despué&s de la alimentacidn de glucosa en estos
ratones y &stos se consideran e&identemente en estado
diab&tico. A este grupo KK, se le suministrd nuevamente
glucosa al tercer dia después de la inyeccibn de la sus-
tancia actual considerada en esta Patente, en la vena de
cola. Como resultado, la tolerancia de glucosa auments
grandemente en comparacidn-con el estado en que se encon-
traban antes de la administracidén de esta sustancia.

Ademds la tolerancia de glucosa se mejorS mucho mis que la

del grupo'normal. Como consecuencia se puede considerar

que la administracién del IAP resulta en un efecto terapéu-
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tico- satisfactorio en diabetes espontdnea.
Tabla 14
Mejora‘de la tolerancia de glucosa

en ratones KK por tratamiento de

Iap

Tiempo después

de la alimentacibn :

de glucosa (minu- 0 30 60 120 180
tos) ‘

Grupo

Grupo normal .
(tipo ddy) 98t 7% 214%16 '339313 1929 144*14

.Grupo diabético
(grupo KK)

Antes del
tratamiento 1176 300%33 30821 326%40 310%39

Después del
tratamiento 72%3 150%11 118 9 90+ 8 63%11

Valor medio ¥ SE de 5 animales en los casos correspon=-
dlentes.

*Glucosa en la sangre. (mg/dl)

-7. Duracién de la accidn farmacolbgica

La actividad farmacolbgica del IAP se manifiesta

 varias horas después de la administracidn, alcanzando los

niveles m&s elevados en un perifodo de 3 a 7 dias vy luego
gradualmente disminuye. A continuvacién se muestran resulta-

dos de experimentos de duracidn de actividades en ratas
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(0,5 AIg) vy perros (1,0 jjo/kg)-

En los perros, las investigaciones se llevaron a
cabo en cuanto a tolerancia de glucosa en respuesta a la
alimentacién de glucosa por inyeccion intravenosa al 152
dia después de la administracion de IAP y también en las
actividades de secrecion de insulina como respuesta a la
epinefrina y glucagon en los dias 29a y 42a respectivamente
después de la administracién de IAP. Como resultado, se
observé todavia una actividad suficiente en dia 42a (Ta-
bla 15). En las ratas, aproximadamente el 50% de la acti-
vidad en el m&ximo (3 dias después de la administracion)
se observé al dia 282 después de la administracion.

Se puede juzgar de estos resultados que las ac-
tividades farmacoloégicas del IAP se mantienen durante varias
semanas e iIncluso hasta varios meses si bien el vigor de

dichas actividades es incierto en razones del dosado.
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Tabla 15
Aumento de secrecibn de insulina en perros por

accidén de glucagdn en el dia 42 despuds de la ad-

nministracidn de IAP

Tiempo después de
la accidn de gluca- 0 5 15 30
gbn (minutos)

—

Grupo de control 6:1%  14%) 9%2 8*1

Grupo tratado 621 719 28%8 7%1

Inyeccibn intravenosa con 25 ng/kg de glucagdn
Valor medio* SE de 5 animales en casos respectivos
* nU/ml.

-8. Dosado efectivo vy ruta de administracidn

La dosis efectiva de IAP para aplicacién humana es
de 10 ng/kg (peso corporal) - 1 ng/kg (peso corporal) en
caso de la muestra pura. Sin embargo es posible también
administrar una dosis tan elevada como 2 ng/kg (peso cor-
poral) e incluso superiores, de una sola vesz.

El método mis efectivo de administracidn es la
inyeccidn intravenosa, sin embargo se pueden llevar a c¢abo
también otros modos de administracidn.

~9, Estabilidad de la actividad

-Bstabilidad térmica

Método del experimento:
La solucién de muestra (40 Mg proteina/ml, pH 7,0)

se sometid a varias temperaturas desde 372C a 1009C duran~
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te 15 minutos y se estudlaron los cambios en la actividad
proemotora de secrecidn de insulina. Como control, la

muestra mantenida 42C se utilizd y se mostrd la indicacién

. de actividad por la actividad relativa con una muestra a

42C como 100 (Tabla 16).

Tabla 16
Temperatura (eC) - Actividad relativa
4 " 100
37 . 100
56 : 113
60 76
70 53
80 : 18
100 ' 13

A pesar de que el &rea de estabilidad térmica
del IAP estd por debajo de 569C, la actividad era todavia
observable en la solucién sometlda a 80eC.

Estabilidad al pH

La solucidn de 40 mg proteina/ml recibid la
afiadidura de 3 N HCl o 3 N NaOH para ajustar el pH y se
almacend a 42C durante 24 horas. A continuacién la solucidn
resultante se suministrd a los animales después de devol-

ver su pH prdximo al cardcter neutro y se estudiaron los
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cambios en la actividad promotora de secrecibén de insuli-

na. Los resultados se indican por las actividades relati-

vas con el pH 7,0 como 100 en la Tabla 17.

Tabla 17

pH Actividad relativa
1 16
2 27
3 43
4 112
7 100
9 120
10 89
1l 23
12 0

Si bien el &rea estable se encuentra de pH 4 a

9, la actividad permanecid todavia en soluciones de pH

menor que 3 y también en las de pH 10 y 11.

~10. Toxicidad aguda

Lo siguiente muestra la toxicidad aguda LD50

(ng/kg peso corpofal) de una muestra purificada de IAP

cuands ios ratones de tipo ddy se utilizaron como animales

de experimento.
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animales ddy

3 $
inyeccién subcuténea 540 580
inyeccidn intravenosa 222 " 155

~1l. Aplicaciones farmaqéuticas

Tal como se ha descrito en detalle anteriormen-
te, las sustancias proteinicas objeto de esta invencidn
son muy Gtiles como remedio y preventivé para la diebetes.
La dosis efectiva para aplicaciones humanas varia depen-
diendo de la actividad especifica de la totalidad de la
sustancia. Usualmente, para su uso en la promocién .de
secrecidn de insulina se administran dentro de la escala
10ng/kg (peso corporal) hasta varias decenas ng/kg (peso
corporal) .

En cuanto al modo de administracidn al paciente,
la inyeccidn intravenosa es el més efecfivo en cualquier
utilizacidn pero tambi&n se pueden utilizar otros modos de
administracifn tales como inyeccién intraperitoneal,
intramuscular o subcuténea, administracibn directa en los
Srganos digestivos o administracidén oral, intrarrectal,
sublingual, nasal mucosal, intraarterial, intralimfagial,
o intratragueal.

En lo que respecta a la forma de administracidn,
se pueden citar inyectables, supositorios, recubrimientos

entéricos y gastricos, tabletas sublinguales e inhalacio-
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nes. Un modo muy simple de inyeccidn consiste en un com-
puesto de 1 ml de mezcla de 10.000 unidades de sustancia
activa en la secrecidn de la insulina, 9 mg de NaCl y agua
destilada esteril. '

Quedar§ evidente a los conocedores de esta
t8cnica que se pueden mezclar otros aditivos que no tengan
posibilidad de afectar la actividad de las sustancias
activas, en la preparacidn de los medicamentos.

Todo cuanto no afecte, altere, cambie o modifi-
que la esencia del procedimiento descrito, serd variable a

los efectos de la actual Patente.
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NOTA

Se reivindica como objeto de esta Patente de in-
vencidn:

1.~ Procedimiento para la preparacibn de compues--
tos promotores de secrecidn de insulina, caracterizado por
proceder al cultivo del microorganismo Bordetella consi~
guiendo una p;oteina activadora de los islotes (islets) y
que tiene una accién promotora de la secrecidn de la
insulina asi como una accién mejoradora de la tolerancia a
la glucosa a los mamiferos, poseyendo un peso moleculér
de 77.000% 6.400 determinado por filtracién de gel y cuya
composicidn comprende un contenido de proteinas determi-
nado por el m&todo Lowry superior a 95% de peso y un
contenido de gliicidos por el método de phenol-H,50, .de
aproximadamente 1% en peso y siendo el contenido de lipi~
dos menor que el limite de deteccidn, y comprendiendo los
amino&cidos componentes de la fraccidn proteinica (pro-
porcién promedio nM/100 auM): &cido aspéréico 7,5; treonina
7,3;.éerina 6,4; &cido glutémico 10,0; prolina 5,8; gli-
cina 8,8; alanina 9,3; cistina/2, 2,5; valina 6,5, metio-
nina 2,8; isoleucina 4,0; leucina 7,8; tirosina 6,5;
fenilalanina 3,7; lisina 3,3; histidina 1,5 y arginina 6,4,
con un pH isoceléctrico 8,4% 0,5, y una disposicibén elec-
troforética de disco en la que la acrilamida (concentra-
cidén de poliacrilamidas 7,5%; equilibrador (pH 4,3) 1N
KOH- &cido acdtico glacial) proporcionando la electrofore-
sis de disco de dicha sustancia una banda Gnica muy defi-

nida en el lado catbdico.



2. - Procedimiento para la preparacién de compues-
tos promotores de secrecién de insulina, segun la reivin-
dicacién anterior, que comprende el cultivo de una cepa
adecuada del microorganismo Bordetella Pertussis en un
cultivo adecuado y recuperando la proteina activadora de
los islotes (islests) de la reivindicacién anterior o
equivalente del mismo, a partir del cultivo mediante
cualquier método corrientemente empleado en esta técnica.
3. - Procedimiento para la preparacién de compues-
tos promotores de secrecion de insulina, segun las reivin-
dicaciones caracterizado por proceder a la aplicacion del
preparado proteinico activo segun la.reivindicacidén 2 en
forma de ingrediente activo y portador farmacéuticamente
aceptable.
Sean cuales fueren las circunstancias que concu-
rran en la esencialidad de Ia" Patente de invencion definida
en las anteriores reivindicaciones, cuyo objeto es:
4. - "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE COMPUES-
TOS PROMOTORES DE SECRECION DE INSULINA™.

Consta la presente memoria de cincuenta y cinco

hojas foliadas, mecanografiadas por una sola cara y de los

dibujos unidos a la misma.
Barcelona, " 1 FES. 1978

P.A. de KAKENYAKU KAKO KABUSHIKI KAISHA.

ALFONSO DURAN
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