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METODO PARA LA INCORPORACION DE INSULINA EN UN SUSTRATO POLIMERICO

INTRODUCCION — CAMPO DE APLICACION

La presente invencion describe una tecnologia que permite la administracion de insulina via oral,

superando asi la barrera géstrica.

Determinados mondmeros (con o sin el agregado de otros compuestos quimicos), bajo el efecto de las
radiaciones ionizantes, se polimerizan cambiando su estado fisico de liquido a sélido. Si durante el
proceso de formulacion previo a la irradiacion se hace una suspension molecular de insulina
suspendida o solubilizada en soluciones acuosas en el mondémero, se puede conseguir que la insulina
quede encapsulada pasivamente (sin interaccion quimica) en los nanotibulos formados durante el

proceso de radiacion.

El compuesto de liberacion controlada estd conformado por un soporte polimerizado por el efecto de

las radiaciones (hidrogel).

El compuesto formado por el hidrogel y la insulina atrapada en el interior (en los nanotibulos),
encontrandose con poca o nula hidratacion, es ingerido y llega al estomago donde no sufre alteracion,
ni degradacion, ni cambios estructurales, ni liberacion de cantidades significativas de la insulina, como
consecuencia de las caracteristicas intrinsecas y conformacionales del hidrogel (pudiendo ser el

producto final una mezcla de formulaciones de distintos hidrogeles).

Una vez ingresado al intestino comienza la liberacion de la insulina en funcion del tiempo de transito,
de la formulacién del hidrogel elegida, de la cantidad de droga incorporada, etc. Estas caracteristicas

estan relacionadas también al tipo de ingesta.

Simplificando, la invencion propone un método que reemplace las aplicaciones inyectables diarias y

repetidas de insulina por un producto administrable via oral, aplicable a los pacientes diabéticos Tipo |



(los que necesitan una o varias aplicaciones diarias de insulina y que representan mas de 60.000.000 de

personas en el mundo) y Tipo Il insulino-dependientes.

Se eligié como ejemplo para la presente memoria descriptiva, la liberacion controlada de insulina, por
relevancia del tema, disponibilidad de medios y colaboracion de expertos clinicos, incorporédndola a
polimeros radioinducidos, en experiencias en ratones, ratas y perros con resultados sorprendentemente

favorables.

Los resultados se contabilizan como la continuacion de experiencias de muchos afios de la aplicacién
de las radiaciones ionizantes electromagnéticas y corpusculares en la incorporacion de drogas a

polimeros radioinducidos.

El mercado de las drogas utilizadas en el tratamiento de la diabetes alcanza a los 15.000.000.000 de

ddlares norteamericanos anuales y se espera que para el afio 2011 llegue a los 25.000.000.000.

La alternativa propuesta no se presenta como la solucion de la enfermedad pero si como un

complemento valioso para mejorar el estandar y calidad de vida que ofrecen los tratamientos actuales.

En Argentina (y con valores similares en el resto del mundo), el 7% de la poblacién padece diabetes,
pero entre ellos un 30% no sabe que tiene la enfermedad. Una de las caracteristicas de la misma es que
no se anuncia, es indolora. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, padecen en el mundo la
enfermedad, 143.000.000 de personas y se espera una tremenda escalada a los 300.000.000 para el afio
2025. En el primer mundo quienes padecen la enfermedad son en su mayoria personas mayores de 65
afios, mientras que en los paises en desarrollo prevalece en generaciones mas jovenes, de entre 45y 65

anos.

El problema mas temido no es el de la diabetes en si, sino las complicaciones como las retinopatias
gue pueden terminar en ceguera, la insuficiencia renal que puede necesitar de dialisis o las neuropatias

diabéticas que puede terminar en la amputacion de los miembros inferiores.



BREVE DESCRIPCION DEL ARTE PREVIO

Como Unica alternativa a las aplicaciones inyectables de insulina en los diabéticos tipo I,
recientemente aparecio un producto, JUL Exubera® (de la empresa Pfizer), una insulina inhalable con
efectos similares a la insulina inyectable; sin embargo a este tipo de administracion ya se le atribuyen
responsabilidades en la produccion de fibrosis pulmonar, ademas de ser un medicamente que necesita

de una muy buena disposicion y educacion del paciente.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

El método para la incorporacion de insulina en un sustrato polimérico resistente a los acidos
estomacales, para su utilizaciébn como medicamento oral de liberacion retardada, esta caracterizado por

comprender las siguientes etapas:

a) Mezclar al menos un monémero polimerizable por medio de radiaciones ionizantes con al
menos una solucién acuosa de insulina y glicerina. El mondémero polimerizable es al menos un
monomero acrilico, de la familia de los alquilmetacrilatos y acrilatos;

b) Colocar la mezcla obtenida en la etapa a) en un contenedor permeable y resistente a dichas
radiaciones ionizantes;

c) Someter a dicho contenedor a radiaciones ionizantes a una dosis capaz de polimerizar todo el
monomero, en dosis desde los 0,1 hasta los 50 kGy, obteniéndose en el interior del contenedor
un polimero radioesterilizado resistente a los acidos estomacales que en sus nanotubulos
contiene la insuling;

d) Retirar el polimero obtenido en la etapa c) y dividirlo en fracciones entre 1 mm x 1 mm x 1 mm
hasta 8 mm x 8 mm x 8 mm, aptas para formar parte del medicamento oral de liberacién

retardada.



Forma parte de la presente invencion, el medicamento asi obtenido, cuya sustancia activa se encuentra
en el interior de las fracciones, resistente a la accion de los &cidos estomacales y cuya accion de retardo

es funcion de los parametros utilizados en el método.

PROPIEDADES Y DESVENTAJAS DE LA VIA INYECTABLE EN LA ACCION

INSULINICA

La insulina es una hormona esencial en el metabolismo de los carbohidratos. La hormona es producida
en el pancreas y es secretada dentro de la circulacion portal para ser liberada por el higado donde
ejerce su mayor efecto metabolico. La insulina que alcanza la circulacién sistémica habilita la

captacion de glucosa por los tejidos periféricos insulino-dependientes (musculo, rifion).

La insulina juega un rol vital en la diabetes, una progresiva enfermedad causada por una combinacion
de una relativa eficiencia en la produccion de insulina y/o una resistencia de los tejidos periféricos a la

insulina.

Hay pacientes con diabetes tanto insulino-dependientes (Diabetes Mellitus Tipo 1) o insulino no

dependientes (Diabetes Mellitus Tipo I1).

La diabetes tipo Il, antes conocida como diabetes de la edad avanzada, es un desorden metabdlico que
resulta en una incapacidad del cuerpo para producir o utilizar adecuadamente la insulina. Los casos
mas avanzados en esta categoria de pacientes requieren suplementacion de insulina exdgena a su

insulina enddgena.

En los primeros estadios de los diabéticos tipo Il, los pacientes son tipicamente manejados con
hipoglucemiantes orales no insulinicos, los cuales estimulan la liberacion de insulina o incrementan la
sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos. Cuando la enfermedad progresa, lo cual sucede en
la mayoria de los pacientes, las células pancreéaticas que producen insulina degeneran y mueren, lo que
resulta en una pérdida completa de la produccion de insulina. Como consecuencia de ello, el paciente

requiere multiples aplicaciones subcutaneas de insulina.



La aplicacion de insulina subcutanea no reproduce las condiciones fisioldgicas de la insulina en el
higado y en la circulacion sistémica. En un individuo normal, la insulina es secretada directamente en
el sistema porta hepatico, siendo el higado el primer sitio de accion. En cambio, mediante la aplicacion
subcutanea, estd expuesto a altas concentraciones de insulina comparado con la concentracion

sistémica.

Fisioldgicamente la insulina es segregada rapidamente como respuesta metabolica al aumento de la

concentracion de glucosa en sangre luego de la ingesta de alimentos.

La insulina inyectada es liberada en circulacion sistémica luego de un intervalo que es determinado por
el tiempo de disolucion y difusion del lugar de inyeccidn y es independiente de la concentracion de

glucosa en sangre.

Pueden ocurrir hipoglucemias a menudo cuando la insulina es administrada por inyeccion, porque la

insulina inyectada no esta coordinada con la secretada.

En contraste con la insulina inyectada, la insulina oral es liberada directamente al higado y es el primer

sitio de accion via circulacion portal.

La insulina liberada al higado modera la produccion de glucosa hepatica, la mayor contribucion a la

hiperglucemia en la diabetes tipo I1.
En teoria, la insulina oral requeriria menos insulina por dosis para producir el efecto deseado.

Ademas, el uso de insulina oral no produce picos en la circulacion sistémica como la insulina

inyectable, reduciendo los riesgos del descenso abrupto de la glucemia.

El efecto de disminucion de la glucosa en sangre, que posee la insulina, se debe a que se facilita la
captacion de la glucosa luego de la unién de la insulina a los receptores que se encuentran en las
células del musculo y la grasa, y a la inhibicion simultanea de la produccion de glucosa desde el

higado.



La vida media de la insulina en el torrente sanguineo es de apenas unos minutos. Por este motivo, la
resultante en funcion del tiempo de un preparado de insulina esta determinada solamente por sus
caracteristicas de absorcion. Este mecanismo se ve influenciado tanto por la concentracion de insulina
administrada como la via y sitio de administracion. Un perfil de accion promedio luego de la inyeccion

subcutanea indica:

Inicio: dentro de la media hora.

Maximo: entre 1,5 y 3,5 horas.

Duracién: aproximadamente 7-8 horas.

Estas caracteristicas se observan tanto en nifios como en adolescentes.

La méxima concentracién plasmatica de insulina inyectada se alcanza dentro de las 1,5-2,5 horas luego

de la administracion subcutanea.

Distribucion: no se ha observado una significativa union a proteinas plasmaticas, excepto en el caso

de anticuerpos de insulina circulantes.

Metabolismo: se ha reportado que la insulina humana es degradada por la insulina proteasa o el
sistema de enzimas de degradacion de insulina y posiblemente por la proteina disulfuro isomerasa. Se

ha identificado un nimero de sitios de lisis situados a lo largo de la molécula de insulina humana.
Ninguno de los metabolitos producto de esa lisis es activo.

La vida media terminal en la insulina inyectada estd determinada por el rango de absorcion desde el
tejido subcutaneo. La vida media terminal (t1/2) es, sin embargo, una medida da la absorcién mas que
de la eliminacion de la insulina en si misma (la insulina en el torrente sanguineo tiene una t1/2 de unos

pocos minutos). Estudios clinicos han indicado una t1/2 de alrededor de 2-5 horas.
El perfil farmacocinético es similar en nifios y adolescentes en comparacion con el de adultos.

Posologia y administracién: La posologia es individual y la determina el médico de acuerdo con las

necesidades del paciente. Los requerimientos diarios promedio de insulina para el tratamiento de la



diabetes en pacientes diabéticos tipo | varian entre 0,5 y 1,0 Ul/kg, segun el paciente. Sin embargo, en
pacientes pre puberes esto usualmente varia de 0,7 a 1,0 Ul/kg, pero puede ser inferior durante el
periodo de remision parcial. En insulino-resistencia, por ejemplo durante la pubertad o debido a la
obesidad, los requerimientos diarios pueden ser sustancialmente mayores. La dosis inicial en pacientes
diabéticos tipo Il son a menudo inferiores, ej.: 0,3 a 0,6 Ul/kg por dia. En pacientes con diabetes
mellitus, el control metabdlico optimizado retarda el inicio y la progresion de las complicaciones
diabéticas tardias. Se recomienda, entonces, realizar un control metabdlico estricto, incluyendo el
monitoreo de glucosa. En pacientes ancianos, el objetivo primario puede ser aliviar los sintomas y

evitar los eventos hipoglucémicos.

La insulina se inyecta generalmente por via subcutanea en la pared abdominal. Se puede utilizar el
muslo, la region glutea y la region deltoidea. La inyeccidn subcutanea en la pared abdominal asegura
una mas rapida absorcion que la de los demas sitios de inyeccion. La inyeccion en un pliegue de la piel
levantado, minimiza el riesgo de inyeccion por via intramuscular. Solo la solucion de insulina humana
para inyeccion resulta apropiada para su administracién intravenosa y debe ser un médico el que la
administre. Los sitios de inyeccion se deben rotar dentro de una region anatdmica, a fin de evitar la
lipodistrofia. Toda inyeccion debe ser seguida dentro de los 30 minutos siguientes con la ingesta de

una comida o una colacién que contengan carbohidratos.

Precauciones: Una posologia inadecuada o la discontinuacién del tratamiento, especialmente en la
diabetes Tipo |, podria conducir a hiperglucemia y a cetoacidosis diabética. Generalmente los primeros
sintomas de hiperglucemia comienzan gradualmente, a lo largo de un periodo de horas o dias. Ellos
incluyen: sed, aumento en la frecuencia urinaria, nauseas, vomitos, somnolencia, piel seca enrojecida,

boca seca, pérdida del apetito, como asi también aliento con olor a acetona.

En la diabetes Tipo I, los eventos hiperglucémicos sin tratar, eventualmente conducen a cetoacidosis

diabética que resulta potencialmente letal. Las patologias concomitantes, especialmente las infecciones



y los estados febriles, generalmente incrementan los requerimientos de insulina del paciente. Las

deficiencias del funcionamiento renal o hepatico pueden reducir los requerimientos de insulina.

Si los pacientes incrementan su actividad fisica o cambian su dieta usual, puede resultar necesario

ajustar la dosis.

Interacciones: Se sabe que ciertas drogas interactian con el metabolismo de la glucosa. EI médico

debe tener en cuenta las posibles interacciones.

Las siguientes sustancias pueden reducir los requerimientos de insulina: Hipoglucemiantes orales,
octreotido, inhibidores de la monoaminooxidasa, agentes beta bloqueantes no selectivos, inhibidores
de la enzima conversora de angiotensina, salicilatos, alcohol, antibiéticos sulfonamidas, esteroides

anabdlicos, quinina, quinidina y agentes bloqueantes alga adrenérgicos.

Las siguientes sustancias pueden incrementar los requerimientos de insulina: Anticonceptivos orales,
tiazidas, glucocorticoides, hormonas tiroideas, simpaticomiméticos, hormonas de crecimiento,
diazoxido, asparaginasa y acido nicotinico. Los agentes beta-bloqueantes pueden enmascarar los
sintomas de hipoglucemia y demorar la recuperacién de una hipoglucemia. El alcohol puede

intensificar y prolongar el efecto hipoglucémico de la insulina.

Embarazo y lactancia: No existen restricciones al tratamiento de la diabetes con insulina durante el
embarazo, ya que la insulina no atraviesa la barrera placentaria. La diabetes mellitus no tratada
constituye durante el embarazo, un riesgo para el desarrollo intrauterino. Por lo tanto, el tratamiento
diabético se debe continuar durante el embarazo. Tanto la hipoglucemia como la hiperglucemia no
tratadas, las cuales pueden ocurrir con un inadecuado control del tratamiento diabético, incrementan

los riesgos de malformaciones y muerte en el Gtero.

Se recomienda el monitoreo estricto de la mujer diabética embarazada, durante todo el embarazo, y
cuando se lo planee. Los requerimientos de insulina, usualmente disminuyen en el primer trimestre, y

se ven incrementados en forma subsiguiente durante el segundo y tercer trimestre.

Luego del parto, los requerimientos de insulina regresan rapidamente a los niveles de pre-embarazo.



Efectos sobre la capacidad de conducir y usar maquinarias:

La capacidad del paciente para concentrarse y reaccionar podria verse disminuida como resultado de la
hipoglucemia. Ello puede constituir un riesgo en situaciones en las cuales dichas capacidades son de

especial importancia, por ejemplo, al conducir un vehiculo u operar maquinarias.

Se debera advertir a los pacientes que tomen sus precauciones a fin de evitar la hipoglucemia mientras
conducen. Ello resulta de particular importancia en aquellos pacientes en quienes existe conciencia
reducida o casi nula de los signos de advertencia de la hipoglucemia, o que presentan frecuentes
episodios de hipoglucemia. En dichas circunstancias debera considerarse si resulta aconsejable

conducir.

Efectos adversos: Los efectos adversos mas frecuentes en los pacientes bajo tratamiento con insulina

son los cambios de los niveles de glucosa en sangre.

Desdrdenes en nutricion y metabolismo: Cambios den los niveles de glucosa en sangre (Frecuencia

<1/1000)

Hipoglucemia: Los sintomas de la hipoglucemia generalmente ocurren de improviso. Pueden incluir:
sudoracion fria, piel palida y fria, fatiga, nerviosismo o temblor, ansiedad, cansancio o debilidad
inusual, confusién, dificultad para concentrarse, somnolencia, hambre excesivo, cambios en la vision,
cefalea, nauseas y palpitaciones. La hipoglucemia grave puede conducir a la pérdida del conocimiento
y/o convulsiones y resultar en una deficiencia temporaria 0 permanente de la funcion cerebral, o hasta
en muerte. El efecto hipoglucemiante que posee la insulina, se debe a que facilita la absorcion de la
glucosa por parte de las celulas musculares y adiposas, y a la inhibicion simultanea de la produccion de

glucosa desde el higado.

Hiperglucemia: Usualmente los primeros sintomas de la hiperglucemia aparecen gradualmente, luego
de un periodo de horas o dias, ellos incluyen: sed, incremento de la frecuencia urinaria, nauseas,

vomitos, somnolencia, enrojecimiento de la piel, boca seca, pérdida del apetito y aliento con olor a



acetona. En diabetes tipo I, la hiperglucemia no tratada puede desencadenar en cetoacidosis diabética,

la cual es potencialmente letal.

Desordenes en la vision: Anomalias de refraccion (Frecuencia <1/10.000) pueden ocurrir luego de la

iniciacion del tratamiento con insulina. Estos efectos son de naturaleza transitoria.

Desordenes en la piel y tejidos subcutaneos: Lipodistrofia. (Frecuencia <1/10.000) En el lugar de la
inyeccion puede producirse lipodistrofia como consecuencia de la falta de rotacion del lugar de la

inyeccidn dentro de un area.

Desordenes generales: Hipersensibilidad local. (Frecuencia <1/10.000) Durante el tratamiento con
insulina pueden tener lugar reacciones de hipersensibilidad local (enrojecimiento, inflamacion vy
picazdn en el lugar de la inyeccion) dichas reacciones son generalmente transitorias y normalmente

desaparecen con el tratamiento continuo.

Hipersensibilidad generalizada: (Frecuencia <1/10.000) Reacciones de hipersensibilidad
generalizada pueden incluir: rash cutaneo generalizado, picazon, sudoracién, malestar gastrointestinal,

edema angioneurdtico, dificultades para respirar y palpitaciones.

VENTAJAS Y OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVENCION

Es, entonces, un objetivo de la presente invencion, un método para la incorporacién de insulina en un
sustrato polimérico resistente a los acidos estomacales, para su utilizacibn como medicamento oral de

liberacién retardada.

Es un objetivo de la presente invencion, un medicamento oral de liberacion prolongada por medio del
cual la insulina sea liberada directamente al higado y sea el primer sitio de accién, via circulacion

portal.
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Es un objetivo de la presente invencion, un medicamento oral de liberacion prolongada por medio del
cual la insulina, al ser liberada en el higado, modere la produccion de glucosa hepatica, la mayor

contribucion a la hiperglucemia en la diabetes tipo I1.

Es un objetivo de la presente invencion, un medicamento oral de liberacion prolongada por medio del
cual la insulina no produzca picos en la circulacién sistémica como lo hace la insulina inyectable,

reduciendo asi los riesgos del descenso abrupto de la glucemia.

Es un ultimo objetivo de la presente invencion, un medicamento oral de liberacion prolongada por

medio del cual sea necesaria menos insulina por dosis para producir el mismo efecto.

DESCRIPCION DE LA INVENCION A TRAVES DE UN EJEMPLO

Para concretar las ventajas asi someramente comentadas, a las que los usuarios y entendidos en la
especialidad podran agregar otras muchas mas, se describe a continuacién un ejemplo preferido de
realizacién experimentado en animales de laboratorio, al que se ilustra esquematicamente en las
figuras adjuntas, con la expresa aclaracion que, precisamente por tratarse de un ejemplo, no
corresponde asignar al mismo un caracter exclusivo o limitativo del alcance de proteccion de la
presente patente de invencidn, sino que le asiste a una intencién meramente explicativa e ilustrativa de

la concepcidn basica en que se funda la misma.

Propiedades farmacoldgicas de la insulina

El efecto hipoglucemiante que posee la insulina, se debe a que facilita la absorcion de la glucosa por
parte de las células musculares y adiposas, y a la inhibicion simultanea de la produccion de glucosa

desde el higado.
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Radiaciones ionizantes y los polimeros

Las exposiciones a las radiaciones ionizantes exigen la determinacion previa de las dosis absorbidas y
la velocidad de la dosis absorbida. Depende de la instalacion elegida, ella determinard las mejores
condiciones. El desarrollo realizado por los autores permitio la formacion de los distintos productos en
dosis comprendidas en los procesos de radio esterilizacion en términos de unas pocas horas (dosis no

mayores a 25 kGy).
Para el caso de la incorporacién de insulina en polimeros radioinducidos:
e Se determinaron las mejores condiciones de incorporacion

Las preparaciones protegidas por este invento pueden incorporar las insulinas de origen natural o

sintético, especialmente las obtenidas por ingenieria genética.

La insulina se incorpora al producto por medio de una mezcla homogénea junto con los solventes,
especialmente agua, sustancias protectoras como glicerina y monoémeros, se fracciona en envases de
polimeros adecuados en ambiente controlado y se presenta para su formacion a las radiaciones

ionizantes en la forma de un producto listo para ser utilizado.

Las insulinas humanas biosintéticas se incorporan en la forma de soluciones acuosas totalmente
miscibles con el resto de los componentes. Estos estuvieron principalmente formados por los
monomeros acrilicos, alquilmetacrilatos y acrilatos, especificamente hidroxietilmetacrilato (HEMA),
formadores de la red macromolecular y, como sustancia aditiva protectora de la radidlisis, a la
glicerina. Estas sustancias en cantidades porcentuales adecuadas a su utilizacion, se sometieron al
proceso de polimerizacién radioinducida siendo sometidas para tal fin a la exposicion de radiaciones

ionizantes de alta energia tales como los rayos gamma provenientes del radiois6topo cobalto 60.

Son derivados acrilicos que al ser sometidos a radiaciones ionizantes poseen la propiedad de

reaccionar quimicamente formando grandes formaciones macromoleculares covalentes.
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Ademas del ajuste de la composicion, se debio determinar la mejor temperatura, los materiales para la
formacion de la geometria del producto final, y las condiciones externas del preparado con respecto a

condiciones atmosféricas, vacio o medio gaseoso controlado.

Las radiaciones ionizantes utilizadas no se agotan con las mencionadas hasta ahora sino que también
incluyen todas aquellas con propiedades fisicas equivalentes en cuanto a la propiedad de formar
radicales y formar estructuras moleculares covalentes, tales como los rayos X provenientes de distintos
origenes, los haces de electrones con energias entre 0,1 y 10 MeV de energia. También incluyen otras
formas de energia como los rayos ultravioleta o de particulas aceleradas como las provenientes de

maquinas aceleradoras de iones.

Las irradiaciones se producen bajo estricto control de las variables de irradiacion. Ello comprende
especialmente la temperatura durante todo el proceso que debe mantenerse durante todo el periodo de
transformacion. La presente invencion comprende todos los procesos que se realicen entre las
temperaturas de -78 grados Celsius y la temperatura de ebullicion de los componentes elegidos para la

polimerizacion.

Las dosis absorbidas de radiaciones ionizantes comprenden un rango desde 0,1 kGy hasta los 50 kGy,

y especialmente entre los 5 y los 30 kGy.

Proteccién conferida por la glicerina a la formacion de radicales libres.

El método propuesto prevé la incorporacion de la glicerina como agente protector en el proceso de
radiosintesis como asi de cualquier otro componente que para ese mismo fin se incorpore a la

preparacion en una proporcion igual o menor al 35% en peso.
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Sintesis de hidrogeles con alquilmetacrilatos y alquilacrilatos.

La formacion de los preparados insulinicos llevard especialmente incorporados en las formaciones
moleculares, cadenas de alquilacritalos y alquilmetacrilatos especialmente el metacrilato de 2-

hidroxietilo (HEMA).

Particion del polimero con la droga incorporada en fracciones de diferentes tamafios para

asegurar liberacion simil biologica en funcion de las ingeridas

Se estudid el efecto de fracciones que se encuentran comprendidas entre 0,1 x 0,1 x 0,1 cm a valores

de 0,8 x 0,8 x 0,8 cm.

Insulina utilizada en los ensayos

Producto: Actrapid®HM NovoLet® 100 Ul/ml

Insulina Humana Soluble

Composicion:

Insulina humana, biosintética (ADN recombinante, producida a partir de Saccharomyces cerevisiae)
100 Ul/ml.

1UI/ml (Unidad Internacional) corresponde a 0,035 mg de insulina humana anhidra.

Excipientes: cloruro de zinc, glicerol, metacresol, hidroxido de sodio, acido clorhidrico y agua para
inyeccion.

e Se describen las condiciones de irradiacion que aseguran la mejor calidad para el producto
final.
e Se estudi6 su liberacion en laboratorio y en animales de laboratorio.

e Se estudid su biodisponibilidad en animales de laboratorio.
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e Seincluyen fases farmacoldgicas de experimentacion en laboratorio.

Las determinaciones de glucemia en sangre se efectuaron empleando el siguiente equipo:

Especificaciones:

Tipo de medidor: Medidor Accu-Chek Active

Rango de medicién: 10-600 mg/dL

Tamarfio de muestra: 1uL

Tiempo de medicion: aproximadamente 5 segundos.

Capacidad de memoria: 200 valores de glucosa en sangre con hora y fecha
Construccion: Portatil

Profundidades del dispositivo de puncién: 0,80; 0,95; 1,10; 1,25; 1,40; 1,55; 1,70; 1,85; 2,00; 2,15;

2,30 milimetros.

Administracion de la insulina empleada en los experimentos via oral sin estar atrapada en

polimeros

En la Figura 1 se pueden observar los resultados de valoracion de la glucemia obtenidos en 4 grupos de
5 ratones BALB/c cada uno (se administraron 2 u de insulina via oral) en un gréafico promedio. Se

observa una leve disminucion de la glucemia desde los 30 a los 75 minutos post-administracion.

Control de insulina oral en ratéon normal incorporada a polimero

En la Figura 2 se pueden observar los resultados promedio de valoracion de la glucemia obtenidos en 7

grupos de 3 ratones BALB/c (peso raton: 229).
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Se administrd 1 u de insulina via oral administrado con 100 mg de alimento para facilitar la ingestion.
Puede apreciarse que ahora el minimo se produce aproximadamente a los 300 minutos.

Se observa una disminucion de la glucemia desde los 22 a 294 minutos post-administracion.

Control de insulina oral en ratas diabéticas

En la Figura 3 se muestra la medicion de glucemia para 20 ratas diabetizadas (resultado promediado)
con estreptozotocina (STZ), en las que se administrd insulina incorporada a polimero. Para

diabetizarlas se les administré 60 mg/kg de STZ a las ratas (cepa Wistar) de 250 g de peso.
Se administraron 6 u de insulina via oral.

Puede seguirse en los trazados que la glucemia basal baja de un alto valor inicial a uno

significativamente mas bajo en 6 horas y luego se mantiene bajo por unas 14 horas mas.

Se observa una disminucién sustancial de la glucemia a partir de la administracién hasta las 18 horas

post-administracion.

En la Figura 4 puede verse la glucemia en funcion del tiempo promediada para 4 grupos de ratas
diabéticas de 3 ratas cada uno, a las que se les administrd simultaneamente insulina oral y alimento

cada 6 hs.

Las ratas fueron diabetizadas con estreptozotocina (STZ). Para diabetizar una rata de 250 g de peso se

administré 60 mg/kg de STZ.

Se administraron 3 u de insulina via oral a intervalos de 6 hs, simultdneamente con la ingesta de

comida.

Se observa una disminucion de la glucemia post-administracion.
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Experiencia in vitro (unidades expresadas en mg/dl). Resultado promedio de 3 experimentos.
Se colocaron 5 u de insulina incorporada a polimero en 1 ml de solucién de pH 2 durante 15 minutos.

Luego el mismo material fue puesto en soluciones de pH 7£0,2 (1ml) y se efectuaron incubaciones e

inoculaciones sucesivas cada 15 minutos. (El volumen empleado en todos los casos fue de 1 ml).

Nota: Se efectud la determinacion de la insulina restante del polimero luego de los 19 lavados
sucesivos arrojando el siguiente resultado: Insulina: 333,25 Ul/ml. Meétodo utilizado:

Radioinmunoensayo.

Experimentos de inocuidad

Para determinar la inocuidad del polimero resultante de la irradiacion se efectuaron implantes

subcutaneos del mismo en ratones BALB/c.

Se efectuaron 5 (cinco) implantes en forma subcutanea en el flanco de polimero obtenido por la
irradiacion a) HEMA (Hidroxietilmetacrilato) 50%, glicerina 10%, agua 40%. b) HEMA
(Hidroxietilmetacrilato) 60%, glicerina 10%, agua 30%. ¢) HEMA (Hidroxi-etilmetacrilato) 80%,

glicerina 10%, agua 10%.

Se observé clinicamente durante 2 meses. Posteriormente se sacrificaron y se efectuaron los estudios

histopatol6gicos, los que no mostraron ninguna reaccion patoldgica ni inmunitaria.
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REIVINDICACIONES

Habiéndose descripto e ilustrado la naturaleza y el objeto principal de la presente invencion, asi como
la manera en que la misma puede ser llevada a la practica, se declara reivindicar como de propiedad y

derecho exclusivos:

1. Método para la incorporacion de insulina en un sustrato polimérico obtenido por polimerizacién
iniciada por radiaciones ionizantes, formando un hidrogel, para la obtencion de un medicamento oral
de liberacion retardada, capaz de superar la barrera géstrica, caracterizado por comprender las

siguientes etapas:

a) Mezclar al menos un mondémero polimerizable por medio de radiaciones ionizantes con al
menos una solucidn acuosa de insulina y glicerina, siendo el monémero polimerizable al menos
un mondmero acrilico, de la familia de los alquilmetacrilatos y acrilatos;

b) Colocar la mezcla obtenida en la etapa a) en un contenedor permeable y resistente a dichas
radiaciones ionizantes;

c) Someter a dicho contenedor a radiaciones ionizantes a una dosis capaz de polimerizar todo el
monomero, en dosis desde los 0,1 hasta los 50 kGy a una temperatura comprendida entre -78
°C y la temperatura de ebullicion de los mondémeros seleccionados para dicha polimerizacion,
obteniéndose en el interior del contenedor un polimero resistente a los acidos estomacales que
en sus nanotdbulos contiene dicha insulina; y

d) Retirar el polimero obtenido y fraccionarlo en fracciones de entre 1 mm x 1 mm x 1 mm hasta

8 mm x 8 mm x 8 mm, aptas para formar parte del medicamento oral de liberacion retardada;

2. Metodo para la incorporacion de insulina en un sustrato polimérico, de acuerdo con la
reivindicacion 1, caracterizado porque dicho mondmero en dicha etapa a) es 2-hidroxietilmetacrilato

(HEMA).
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RESULTADO Ex

PERIMENTAL: Desarrollado en 4 Grupos de 5 ratones

cada uno
. Grupo 1 Grupo2 |[Grupo3 [Grupo 4
Tiempo | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado
(Minutos) | (mg/dl) | (mg/d) | (mavdl) (mg/dl)
0 100 100 102 105
15 98 97 96 98
30 101 102 103 105
60 90 93 98 96
90 93 95 90 94
180 104 102 105 100
Control de insuina oral No Incorporada a polimero
1107
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g 100-
a
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ADMINISTRACION DE INSULIN '
AO TON NORMAL
. INCORPORADA A POLIMERO Rk B '
RESULTADO EXPERIME .
cada o NTAL: Desarrollado en 7 Grupos de 3 ratones
Se administra 1y de insulina VIA ORAL con 1 grano solo de balanceado
: Grupo 1 [Grupo2 [Grupo3 |Grupo4 [Grupo5 |Grupo6 |Grupo7
Tle‘mpo Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado
minutos) | (mg/dl) | (mg/dl) |(mg/dl) |(mg/dl) |(mg/dl) |(mg/dl) | (mg/d)
0 118 120 125 110 108 123 110
22 142 130 138 129 137 136 128
74 104 105 109 100 108 99 101
114 78 70 76 81 82 74 82
134 72 68| 62 63 64 60 69
294 51 50 49 58 53 54 49
457 60 61 63 69 64 62 66
Adiministracidon de insulina oral en ratones normales
1504
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E
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£
§ I
a 50+
25
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Tiempo (minutos)
Fig. 2
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ADMINISTRACION DE INSULINA ORAL EN RATAS DIABETICAS

@=esuLTapo EXPERIM
con estreptozotocing (

ST2),

[Tiempo

ENTAL:

De

Sarrollado en 20 ratas (de 250 gr) di ‘

Grupo Grine 8 Tm———— :
en Hesﬂltzzdo grupo 8 |Grupog Grupo 10 [Grupo 11 |Grupo 12
minutos | ML ES/ultado Resultado | Resultado | Resultado | Resultado
) i —(mgﬂaLlﬁn_Q/_fﬂ) (mgrdl)  |(mgrdl) | (mg/di)
75 T IE——— 358 360 371 359
Tas T 346 339 340 345 349
165 5 270 267 270 270] 268
195 = 235 235 234 238 234
o 1 S 220 215 210 211 213
5= 85 185 185 186 179 184
5 155 148 153 154 154 157
146 140 145 143 147 148
315 135 121 129 132 131 130
355 126 115 115 119 114 116
395 03 79 98 97 98 95
425 72 54 58 59 57 60
470 53 38 42 44 43 41
503 39 29 29 30 28 31
1223 24 16 19 28 25 24
Tiempo |Grupo1 |Grupo2 |Grupo3 |Grupo4 Grupo 5 |Grupo 6
en Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado
minutos {(mg/dl) |(mg/dl) [(mg/dl) {(mg/dl) |(mg/dl) | (mg/dl)
0 341 346 355 359 359 370
75 295 302 290 305 310 320
135 232 245 240 250 253 255
165 198 210 224 210 220 225
195 213 205 214 207 207 210
225 162 170 160 168 179 185
255 150 145 155 143 148 185
285 140 137 135 127 139 145
315 115 110 120 112 121 130
355 84 89 90 97 110 110
395 50 45 59 74 82 80
425 47 40 46 45 52 45
470 36 30 30 34 46 33
503 22 27 19 25 37 29
1223 15 17 16 22 25 18
Fig. 3 A
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m?PO Grupo 13 |G — . .
en Resultado H;Lel‘.zze::o Smpo 15 m Grupo 17 |[Grup S Grup6 Grupo 20
minutos | (mg/di) esultado | Resultado | Resultado | Resulta #ftado | Resultado
(Mg/d) | (mg/a) |
0 353 361 z [(mg/dl)  |(mg/dl) | (ma/dl) | (ma/dl) | (mg/di)
75 345 55 80 364 358 357 354 362
RS o o2 341 345 347 350 348 347
165 540 o 270 273 280 281 276 271
195 5 ia a 235 238 239 237 240 236
508 g 2 216 220 209 207 215 214
— 189 182 187 186 190 183 178 186
e 5 157 158 159 181 170 168 170
e 0 149 148 142 157 164 158 145
131 134 140 137 140 142 139 132
355 120 119 120 119 125 128 130 128
395 99 105 115 109 107 104 115 110
425 72 71 76 79 74 71 90 89
470 49 48 50 60 57 54 72 68
503 35 34 32 45 41 40 55 45
1223 30 28 27 31 28 31 35 31
Administracién de insulina en ratas diabeticas
400 4
300 +
i}
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5 200 o
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3
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100
07100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
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Fig. 3 B
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ADMINISTRACION DE INSULINA ORAL‘

ALIMENTO

Tiempo
en horas

Grupo 1
Resultado
(mg/dl)

Grupo 2
Resultado
(mg/d)

Grupo 3
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(mg/di)
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