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DESCRIPCION

FORMULACION DE ACCION RAPIDA DE INSULINA QUE COMPRENDE UN COMPUESTO
ANIONICO SUSTITUIDO

La presente invencién se refiere a una formulacion de accion rapida de insulina.

Desde la produccion de la insulina por ingenieria genética, a principios de los afios 80, los pacientes
diabéticos se benefician de la insulina humana para tratarse. Este producto ha mejorado mucho esta
terapia ya que se encuentra que se eliminan los riesgos inmunolégicos relacionados con la utilizacion
de insulina no humana, en particular de cerdo. Sin embargo, la insulina humana inyectada por via
subcutanea tiene un efecto hipoglucémico sélo después de 60 minutos, lo que implica que los
pacientes diabéticos tratados con insulina humana deben proceder a la inyeccion 30 minutos antes de
la comida.

Uno de los problemas a resolver para mejorar la salud y la comodidad de los pacientes diabéticos es
poner a su disposicidon formulaciones de insulina que permitan una respuesta hipoglucémica mas
rapida que la de la insulina humanay, si fuera posible, que se acerquen a la respuesta fisioldgica de la
persona sana. La secrecion de insulina enddégena en el individuo sano se desencadena
inmediatamente por el aumento de la glucemia. El objetivo es reducir al maximo el periodo de tiempo
entre la inyeccién de insulina y el comienzo de la comida.

Hoy en dia, se acepta que la provision de las poblaciones de este tipo es Util para la gestion de la
enfermedad de la mejor forma posible.

La ingenieria genética ha permitido proporcionar una respuesta con el desarrollo de analogos de
insulina rapidos. Estas insulinas se modifican en uno o dos aminoéacidos para absorberse mas
rapidamente en el compartimiento sanguineo después de una inyeccién subcutanea. Estas insulinas
lispro (Humalog®, Lilly), Aspart (Novolog®, Novo) y glulisina (Apidra®, Sanofi Aventis) son soluciones
estables de insulina con una respuesta hipoglucemiante mas rapida que la de la insulina humana. Por
lo tanto, los pacientes tratados con estos analogos de insulina rapidos pueden proceder a la inyeccion
de insulina s6lo 15 minutos antes de la comida.

El principio de los analogos de insulina rapidos es formar hexameros a la concentracién de 100 Ul/ml
para asegurar la estabilidad de la insulina en el producto comercial a la vez que se favorece la
disociaciébn muy rapida de estos hexameros en mondmeros después de la inyeccién por via
subcutanea con el fin de obtener una accion rapida.

La insulina humana tal como se formula en su forma comercial, no permite obtener una respuesta
hipoglucemiante préxima en términos de cinética de la respuesta fisioldgica generada por el inicio de
una comida (aumento de la glucemia), asi como la concentracion de uso (100 Ul/ml), en presencia de
cinc y otros excipientes tales como el fenol o el m-cresol, se ensambla en forma de hexamero mientras
gue esta activa en forma de monémero y de dimero. La insulina humana esta preparada en forma de
hexameros para ser estable aproximadamente 2 afios a 4 °C ya que en forma de mondémeros, tiene
una propensién muy elevada a agregarse y a continuacion a fibrilar, lo que va a hacer que pierda su
actividad. Ademas, en esta forma agregada, presenta un riesgo inmunolégico para el paciente.

Las disociaciones de los hexameros en dimeros y de los dimeros en mondmeros retrasan su accién
aproximadamente 20 minutos en comparacion con un analogo de insulina rapida (BrangeJ., et al.,
Advanced Drug Delivery Review, 35,1999, 307-335).

Ademas, la cinética de paso de los andlogos de insulinas en la sangre, asi como su cinética de
reduccion de la glucemia, no son éptimas y existe una necesidad real de una formulacién que tenga
un tiempo de accion incluso mas corto con el fin de aproximarse a las cinéticas de secrecion de la
insulina endégena en las personas sanas.

La compaiiia Biodel ha propuesto una soluciéon a este problema con una formulacién de insulina
humana que comprende EDTA y &cido citrico tal como se describe en la solicitud de patente
US200839365. El EDTA, por su capacidad para formar complejos con los atomos de cinc y el acido
citrico, por sus interacciones con las zonas cationicas presentes en la superficie de la insulina, se
describen como desestabilizantes de la forma hexamérica de la insulina y que de ese modo reducen
su tiempo de accion.

Sin embargo, una formulacién de este tipo presenta en particular como inconveniente la disociacion de
la forma hexamérica de la insulina que es la Unica forma estable susceptible de responder a las
exigencias de estabilidad de los reglamentos farmacéuticos.

A nombre de la solicitante también se conoce la solicitud PCTW02010/122385 que describe unas
formulaciones de insulina humana o analogo y que permite resolver los diferentes problemas
mencionados anteriormente por la adiciéon de un polisacéarido sustituido que comprende unos grupos
carboxilos.

Sin embargo, las exigencias generadas por el uso crénico e intensivo Incluso el uso pediatrico de las
formaciones de este tipo llevan al experto en la materia a investigar para utilizar excipientes cuya
masa molar y su tamafio sean lo mas reducido posible para facilitar su eliminacion.

Los polisacaridos que se describen en las solicitudes WO 2010/122385A1 y US2012/094902A1 como
excipientes son compuestos constituidos por cadenas en las que las longitudes son estadisticamente
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variables y presentan una gran riqueza de sitios de interaccion posibles con unos principios activos
proteicos. Esta riqueza podria inducir a una falta de especificidad en términos de interacciéon y una
molécula mas pequefia y mejor definida podria permitir ser mas especifica para este sujeto.
Ademas, una molécula con una cadena principal bien definida en general se puede trazar mas
facilmente (MS/MS por ejemplo) en los medios biolégicos durante experimentos de farmacocinética o
de ADME (administracién, distribucién, metabolismo, eliminaciéon) con respecto a un polimero que
generalmente proporciona una sefial muy difusa y que produce una sefial de ruido en espectrometria
de masas.
Por el contrario, no se excluye que una molécula bien definida y mas corta pueda presentar un déficit
de sitios de interaccion posibles con unos principios activos proteicos. En efecto, debido a su tamafio
reducido no presentan las mismas propiedades que los polimeros de tipo polisacarido ya que existe
una pérdida del efecto de polimero tal como se ha demostrado en los ejemplos comparativos de la
parte experimental, incluso en particular en los ensayos de solubilizacién de la insulina en el punto
isoeléctrico y los ensayos de interaccion con una proteina modelo tal como la albimina.
A pesar de estos resultados desalentadores, la solicitante ha conseguido poner a punto unas
formulaciones susceptibles de acelerar la insulina utilizando un compuesto aniénico sustituido en
combinacién con un compuesto polianiénico.
Ademas, como en el caso de la utilizacidon de polisacaridos, la naturaleza hexamérica de la insulina no
se ve afectada, por lo tanto la estabilidad de las formulaciones no se ve afectada, tal como por cierto
se ha confirmado con los ejemplos de estado de asociacién de insulina humana y analogo en
dicroismo circular en presencia de compuesto aniénico sustituido de acuerdo con la invencion.
La presente invencion permite resolver los diferentes problemas que se han expuesto anteriormente
ya que permite realizar en particular una formulacion de insulina, humana o analogo, capaz, después
de su administracion, de acelerar el paso de la insulina humana o de sus analogos en la sangre y de
reducir mas rapidamente la leucemia en comparacién con los productos comerciales de insulina
correspondientes.
La invencion consiste en una composicion, en solucién acuosa, que comprende insulina en forma
hexameérica, al menos un compuesto anionico sustituido y un compuesto polianiénico, no polimérico.
Por « compuesto anidnico sustituido » se hace referencia a compuestos constituidos por una cadena
principal de sacéarido formada por un ndmero discreto u comprendido entre 1 y 8 (1<u<8) de
unidades de sacérido idénticas o diferentes, unidas por unos enlaces glucosidicos idénticos o
diferentes, siendo dichas unidades de sacarido elegidas entre el grupo constituido por las hexosas, en
forma ciclica o en forma reducida abierta, comprendiendo dicho compuesto grupos funcionales
carboxilos parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos
salificables.
En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.
En un modo de realizacion, la insulina es la insulina humana.
Por insulina humana se hace referencia a una insulina obtenida por sintesis o recombinacion en la que
la secuencia peptidica es la secuencia de la insulina humana, incluyendo las variaciones alélicas y los
homélogos.
En un modo de realizacion, la insulina es una insulina humana recombinante tal como se describe en
la Farmacopea europea y en la Farmacopea americana.
En un modo de realizacién, la insulina es un analogo de insulina.
Por anéalogo de insulina se hace referencia a una insulina recombinante en la que la secuencia
primaria contiene al menos una modificacion con respecto a la secuencia primaria de la insulina
humana.
En un modo de realizacién el analogo de insulina es elegida entre el grupo constituido por la insulina
lispro (Humalog®), la insulina Aspart (Novolog®, Novorapid®) y la insulina glulisina (Apidra®).
En un modo de realizacion, el analogo de insulina es la insulina lispro (Humalog®).
En un modo de realizacion, el analogo de insulina es la insulina Aspart (Novolog®, Novorapid®).
En un modo de realizacion, el analogo de insulina es la insulina glulisina (Apidra®).
En un modo de realizacion, el compuesto anionico sustituido es elegido entre los compuestos
anionicos sustituidos, en estado aislado o en mezcla, constituidos por una cadena principal formada
por un numero discreto o comprendido entre 1 y 8 (1 <u < 8) de unidades de sacérido idénticas o
diferentes, unidas por unos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes, siendo dichas unidades de
sacarido elegidas entre el grupo constituido por las hexosas, en forma ciclica o en forma reducida
abierta, caracterizadas porque ellos estan substituidos por:
a) al menos un sustituyente de férmula general I:
-[R1]a-[AA]m Férmula |
« los sustituyentes siendo idénticos o diferentes cuando hay al menos dos sustituyentes, en el que:
« el radical -[AA] designa un resto de aminoécido,
« el radical -R1 siendo:
- 0 bien un enlace y entonces a = 0, y el resto de aminoacido -[AA] se une directamente a
la cadena principal mediante un grupo funcional G.
- 0 bien una cadena de carbono y entonces a = 1, de C2 a C15 eventualmente sustituida
y/lo comprendiendo al menos un heteroatomo elegido entre O, Ny S y al menos un
grupo funcional acido antes de la reaccion con el aminoacido, formando dicha cadena
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con el resto de aminoacido -[AA] un grupo funcional amida, y se fija sobre la cadena
principal con la ayuda de un grupo funcional F resultante de una reaccién entre un grupo
funcional hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo funcional o un sustituyente
llevado por el precursor del radical -R1-,

F es un grupo funcional elegido entre los grupos funcionales éter, éster o carbamato,

G es un grupo funcional carbamato,

mesigualalo 2,

el grado de sustitucién de las unidades de sacarido, j, en -[Ri]a-[AA]m siendo estrictamente

superior a 0 e inferior o iguala6,0<j<6

b) y, eventualmente, uno o varios sustituyentes -R'y,

el sustituyente —R1 siendo una cadena de carbono de C2 a C15, eventualmente sustituida y/o
comprendiendo al menos un heteroatomo elegido entre O, N y S y al menos un grupo
funcional acido en forma de sal de cationes alcalinos estando dicha cadena unida a la cadena
principal mediante un grupo funcional F' que resulta de una reaccién entre un grupo funcional
hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo funcional o un sustituyente llevado por el
precursor del sustituyente -R'1,

F' es un grupo funcional éter, éster o carbamato,

el grado de sustitucién de las unidades de sacarido, i, en -R'1, estando comprendido entre 0 y
6-,0<i<64y,

F y F' son idénticos o diferentes,

F y G son idénticos o diferentes,

i+j<86.

-R'1idéntico o diferente a -R1-,

Los grupos funcionales &acidos salificables libres llevados por el sustituyente -R'1 se
encuentran en forma de sales de cationes alcalinos,

dichos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes siendo elegidos entre el grupo constituido
por los enlaces glucosidicos de tipo (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) 6 (1,6), en una geometria alfa 6
beta.

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido, en estado aislado o en mezcla, es
elegido entre les compuestos anionicos sustituidos constituidos por una cadena principal de sacarido
formada por un ndmero discreto o comprendido entre 1 y 8 (1 <u<8) de unidades de sacérido
idénticas o diferentes, unidas por unos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes, siendo dichas
unidades de sacarido elegidas entre las hexosas, en forma ciclica o en forma reducida abierta,
caracterizadas:

a) porque ellos son sustituidos de forma estadistica por:

»

al menos un sustituyente de férmula general I:
-[Ra]a-[AA]m Formula |
los sustituyentes siendo idénticos o diferentes cuando hay al menos dos sustituyentes, en el

que:
el radical -[AA]- designa un resto de aminoécido, siendo dicho aminoéacido elegido entre el
grupo constituido por fenilalanina, alfa-metil-fenilalanina, 3,4 dihidroxifenilalanina, tirosina, alfa-
metil-tirosina, O-metil-tirosina, alfa-fenilglicina, 4-hidroxifenilglicina, 3,5-dihidroxidfenilglicina y
sus sales de cationes alcalinos, teniendo dichos derivados una configuracion absoluta L o D, -
[AA] es fijado sobre la cadena principal de la molécula por medio de una ramificacion de enlace
-R1- 0 se une directamente a la cadena principal mediante un grupo funcional G,

-R:- siendo:

- o bienunenlace G, y entonces a =0,

- 0 bien una cadena de carbono, y entonces a =1, de C2 a C15 eventualmente sustituida
y/o comprendiendo al menos un heteroatomo elegido entre O, Ny Sy que lleva al menos
un grupo funcional acido antes de la reaccion con el aminoacido, formando dicha cadena
con el resto de aminoacido

- [AA] un enlace amida, y es fijado sobre la cadena principal de sacarido con la ayuda de un
grupo funcional F resultante de una reaccion entre un grupo funcional hidroxilo llevado por
la cadena principal y un grupo funcional llevado por el precursor de Ru,

F es un grupo funcional éter, éster o carbamato,

G es un grupo funcional carbamato,

mesigualalo 2,

el grado de sustitucion, j, en -[R1]a-[AA]m siendo estrictamente superior a O e inferior o igual a 6,
0<j<6,

y, eventualmente,

»

uno o varios sustituyentes -R'1,

-R'1 siendo una cadena de carbono de C2 a C15, eventualmente sustituida y/o que comprende
al menos un heteroatomo (tales como O, Ny S) y que lleva al menos un grupo funcional acido
en forma de sal de cationes alcalinos estando dicha cadena fijada sobre la cadena principal de
sacarido con un grupo funcional F' que resulta de una reaccién entre un grupo funcional
hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo funcional llevado por el precursor de -R'1,
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e F'es un grupo funcional éter, éster o carbamato,
» el grado de sustitucion i, en -R'1 estando comprendido entre 0 y 6-j, 0 < i< 6+, Y,
* -R'i- idéntico o diferente a -R1,
 FyF'idénticos o diferentes,
* F'y G idénticos o diferentes
e Los grupos funcionales acidos salifiables libres se encuentran en forma de sales de cationes
alcalinos,
b) dichos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes siendo elegidos entre el grupo constituido por los
enlaces glucosidicos de tipo (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) 6 (1,6), en una geometria alfa o beta,
C)i+j<6.
En un modo de realizacién, m es igual a 1.
En un modo de realizacién, -R1 y -R'1, idénticos o diferentes son una cadena de carbono de C2 a C8.
En un modo de realizacién, -R1 y -R'1, idénticos o diferentes son una cadena de carbono de C2 a C4.
i 'y j son grados de sustitucion estadisticos y representan el nimero promedio de sustituyentes por
unidad de sacarido. Al tener cada unidad de sacarido varios grupos funcionales hidroxilo de
reactividad diferente, la distribucion de los sustituyentes en los compuestos anidnico sustituidos puede
ser diferente de una unidad de sacarido a otra en el seno de un mismo compuesto polianiénico.
En un modo de realizacién 0,3 < i.
En un modo de realizaciéon 0,4 < i.
En un modo de realizacién i < 3.
En un modo de realizacién i < 2,5.
En un modo de realizacién 0,3 < j.
En un modo de realizaciéon 0,4 <.
En un modo de realizacion j < 2.
En un modo de realizacion j < 1,8.
En un modo de realizacion, se tiene iy jde modo que 0 <i+j<6.
En un modo de realizacién, 0 <i+j<5.
En un modo de realizacién, 0 <i +j < 4.
En un modo de realizacién, 0 <i+j < 3.
En un modo de realizacién, 0 <i+j<2,5.
En un modo de realizacion, 0 <i+j<2.
En un modo de realizacion, 0,5<i+j<3.
En un modo de realizacion, 0,5<i+j<2,5.
En un modo de realizacion, 0,5<i+j<2.
En un modo de realizacién, 0,6 <i+j < 3,5.
En un modo de realizacién, 0,8 <i+j<25.
En un modo de realizacién, 0,7 <i+j<25.
En un modo de realizacién, 0,7 <i+j < 2.
En un modo de realizacion, 1 <i+j<2,5.
En un modo de realizacion, 1 <i+j<2.
En un modo de realizacion, -R1 y -R'1 se fijan a la cadena principal mediante un enlace éter.
En un modo de realizacion cuando -R1- es una cadena de carbono que se fija directamente sobre la
cadena principal mediante un enlace éter.
En un modo de realizacion, cuando -R1- es una cadena de carbono ésta comprende eventalmente un
heteroatomo elegido entre el grupo constituido por O, Ny S.
En un modo de realizacién, -R1- forma con el resto de aminoacido AA un enlace amida, y se fija
directamente sobre la cadena principal mediante un grupo funcional F éter.
En un modo de realizacién, -R1- forma con el resto de aminoacido AA un enlace amida, y se fija
directamente sobre la cadena principal mediante un grupo funcional F carbamato.
En un modo de realizacién, -R1- forma con el resto de aminoacido AA un enlace amida, y se fija
directamente sobre la cadena principal mediante un grupo funcional F éster.
En un modo de realizacién, -R1- y -R'1 son elegidos entre los radicales de féormulas 11y Ill

Ry = _{_‘L%u— Ay -—(—la—);mm

|

Formula ll Formula Il

en las cuales;
e 0y p son idénticos o diferentes, superiores o iguales a 1 e inferiores o iguales a 12, y
* -Rs, -R'3, -Ra y -R's idénticos o diferentes son elegidos entre el grupo constituido por un atomo de
hidrégeno, un alquilo saturado o insaturado, lineal, ramificado o ciclico de C1 a C6, un bencilo,
un alquil-arilo de C7 a C10 y que comprende eventualmente unos heteroatomos elegidos entre el
grupo constituido por O, N y/o S, o los grupos funcionales elegidos entre el grupo constituido por
los grupos funcionales acido carboxilico, amino, alcohol o tiol.
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En un modo de realizacion, -R1- antes de su unién a -AA-, es -CH>-COOH.

En un modo de realizacién, los compuestos anionicos sustituidos de acuerdo con la invencion, se
caracterizan porque el radical -R'1 es -CH2-COOH.

En un modo de realizacion, -R1- antes de su union opcional a -AA-, se obtiene a partir del acido
citrico.

En un modo de realizacién, -R1- antes de su unién opcional a -AA-, se obtiene a partir del acido
malico.

En un modo de realizacion, -R'1 se obtiene a partir del acido citrico.

En un modo de realizacion, -R'1 se obtiene a partir del &cido malico.

En un modo de realizacion, -R1-, antes de su union a -AA, es elegido entre los siguientes grupos, en
los que * representa el sitio de unién a F:

o
* . »
"
OH
o 0 o 0
' 0
H H H OH
OH

0 sus sales de cationes alcalinos elegidos entre el grupo constituido por Na + o K +.
En un modo de realizacion, -R'1 es elegido entre los siguientes grupos, en los cuales * representa el
sitio de unién a F:

OM OH OH OH

OH

0 sus sales de cationes alcalinos elegidos entre el grupo constituido por Na + o K +.

En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de fenilalanina y de sus sales de cationes
alcalinos de configuracion absoluta L, D o racémica.

En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de alfa-metil-fenilalanina y de sus sales de
cationes alcalinos de configuracién absoluta L, D o racémica.

En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de 3,4 dihidroxifenilalanina y de sus sales de
cationes alcalinos de configuracion absoluta L, D o racémica.

En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de la tirosina y de sus sales de cationes
alcalinos de configuracion absoluta L, D o racémica.

En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de alfa-metil-tirosina y de sus sales de cationes
alcalinos de configuracion absoluta L, D o racémica.

En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de O-metil-tirosina y de sus sales de cationes
alcalinos de configuracion absoluta L, D o racémica.

En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de alfa-fenilglicina y de sus sales de cationes
alcalinos de configuracion absoluta L, D o racémica.

En un modo de realizacién, el radical -[AA] es un resto de 4-hidroxifenilglicina y de sus sales de
cationes alcalinos de configuracion absoluta L, D o racémica.

En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de 3,5-dihidroxifenilglicina y de sus sales de
cationes alcalinos de configuracion absoluta L, D o racémica.

En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de aminoacido en forma de mezcla racémica.
En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de aminoacido en forma de isémeros de
configuracién absoluta D, aislados.

En un modo de realizacion, el radical -[AA] es un resto de aminoacido en forma de isémeros de
configuracion absoluta L, aislados.

En un modo de realizacion, u esta comprendido entre 1y 5.

En un modo de realizacion, u esta comprendido entre 3y 5.

En un modo de realizacién, u = 8.

En un modo de realizacién, u=7.

En un modo de realizaciéon, u = 6.

En un modo de realizaciéon, u = 5.

En un modo de realizacion, u = 4.
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En un modo de realizacién, u = 3.

En un modo de realizaciéon, u = 2.

En un modo de realizaciéon, u = 1.

En un modo de realizacién, las hexosas son elegidas entre el grupo constituido por manosa, glucosa,
fructosa, sorbosa, tagatosa, psicosa, galactosa, alosa, altrosa, talosa, idosa, gulosa, fucosa, fuculosa,
ramnosa, manitol, sorbitol y galactitol (dulcitol).

En un modo de realizacion, los enlaces glucosidicos son de tipos (1,4) 6 (1,6).

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido, es elegido entre los compuestos
aniénicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u =2 de
unidades de sacarido idénticas o diferentes escogidas entre las hexosas unidas por un enlace
glucosidico de tipo (1,1).

En un modo de realizacion, el compuesto aniénico sustituido, es elegido entre los compuestos
anionicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u = 2 de
unidades de sacarido diferentes elegidas entre las hexosas y unidas por un enlace glucosidico de tipo
(1,1), siendo dicha cadena principal de sacarido elegida entre el grupo constituido por trehalosa y
sacarosa.

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido, es elegido entre los compuestos
aniénicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u =2 de
unidades de sacarido idénticas o diferentes elegidas entre las hexosas unidas por un enlace
glucosidico de tipo (1,2).

En un modo de realizacion, el compuesto aniénico sustituido, es elegido entre los compuestos
anionicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u = 2 de
unidades de sacarido idénticas o diferentes elegidas entre las hexosas unidas por un enlace
glucosidico de tipo (1,2), dicha cadena principal de sacarido siendo kojibiosa.

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido, es elegido entre los compuestos
aniénicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u =2 de
unidades de sacarido idénticas o diferentes elegidas entre las hexosas unidas por un enlace
glucosidico de tipo (1,3).

En un modo de realizacion, el compuesto aniénico sustituido, es elegido entre los compuestos
anionicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u = 2 de
unidades de sacarido idénticas o diferentes elegidas entre las hexosas unidas por un enlace
glucosidico de tipo (1,3), siendo dicha cadena principal de sacéarido elegida entre el grupo constituido
por nigeriosa y laminarribiosa.

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido, es elegido entre los compuestos
anionicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u = 2 de
unidades de sacarido idénticas o diferentes elegidas entre las hexosas unidas por un enlace
glucosidico de tipo (1,4).

En un modo de realizacion, el compuesto aniénico sustituido, es elegido entre los compuestos
aniénicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u =2 de
unidades de sacarido idénticas o diferentes elegidas entre las hexosas unidas por un enlace
glucosidico de tipo (1,4), siendo elegida dicha cadena principal de sacarido entre el grupo constituido
por maltosa, lactosa y celobiosa.

En un modo de realizacién el compuesto anidnico sustituido, es elegido entre los compuestos
anionicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u = 2 de
unidades de sacarido idénticas o diferentes elegidas entre las hexosas unidas por un enlace
glucosidico de tipo (1,6).

En un modo de realizacion, el compuesto aniénico sustituido, es elegido entre los compuestos
aniénicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u =2 de
unidades de sacarido idénticas o diferentes elegidas entre las hexosas unidas por un enlace
glucosidico de tipo (1,6), siendo dicha cadena principal de sacéarido elegida entre el grupo constituido
por isomaltosa, melibiosa y gentiobiosa.

En un modo de realizacion, el compuesto aniénico sustituido, es elegido entre los compuestos
anionicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u = 2 de
unidades de sacarido idénticas o diferentes elegidas entre las hexosas unidas por un enlace
glucosidico de tipo (1,6), siendo dicha cadena principal de sacarido isomaltosa.

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido, es elegido entre los compuestos
aniénicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u =2 de
unidades de sacarido en la que una esta en forma ciclica y la otra en forma reducida abierta.

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido, es elegido entre los compuestos
anionicos constituidos por una cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto u = 2 de
unidades de sacarido en la que una esta en forma ciclica y la otra en forma reducida abierta, siendo
dicha cadena principal de sacarido elegida entre el grupo constituido por maltitol e isomaltitol.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido esta formada por un ndmero discreto 3 <u <8 de
unidades de sacérido idénticas o diferentes.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque al menos una de las unidades de sacarido idénticas o diferentes, que componen la
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cadena principal de sacarido formada por un nimero discreto 3 <u < 8 de unidades de sacarido, es
elegido entre el grupo constituido por motivos de hexosa unidos por enlaces glucosidicos idénticos o
diferentes.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes, que componen la cadena principal
de sacarido formada por un nimero discreto 3 < u < 8 de unidades de sacéarido, son elegidas entre las
hexosas y estan unidas por al menos un enlace glucosidico de tipo (1,2).

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes, que componen la cadena principal
de sacarido formada por un nimero discreto 3 < u < 8 de unidades de sacérido, son elegidas entre las
hexosas y estan unidas por al menos un enlace glucosidico de tipo (1,3).

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes, que componen la cadena principal
de sacarido formada por un nimero discreto 3 < u < 8 de unidades de sacérido, son elegidas entre las
hexosas y estan unidas por al menos un enlace glucosidico de tipo (1,4).

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes, que componen la cadena principal
de sacarido formada por un nimero discreto 3 < u < 8 de unidades de sacérido, son elegidas entre las
hexosas y estan unidas por al menos un enlace glucosidico de tipo (1,6).

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido esta formada por un namero discreto u =3 de
unidades de sacérido idénticas o diferentes.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque comprende al menos una unidad de sacarido elegida entre el grupo constituido por
hexosas en forma ciclica y al menos una unidad de sacarido elegida entre el grupo constituido por
hexosas en forma abierta.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las tres unidades de sacarido son idénticas.

En un modo de realizacién el compuesto aniénico sustituido de acuerdo con la invencién, se
caracteriza porque dos de las tres unidades de sacarido son idénticas.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas son elegidas entre las hexosas en las que dos
se encuentran en forma ciclica y una se encuentra en forma reducida abierta y estan unidas por
enlaces glucosidicos de tipo (1,4).

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza por que las unidades de sacarido idénticas son elegidas entre las hexosas en las que dos
se encuentran en forma ciclica y una se encuentra en forma reducida abierta y estan unidas por
enlaces glucosidicos de tipo (1,6).

En un modo de realizacién el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
porque la hexosa central esta unida por un enlace glucosidico de tipo (1,2) y por un enlace glucosidico
de tipo (1,4).

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
porque la hexosa central esta unida por un enlace glucosidico de tipo (1,3) y por un enlace glucosidico
de tipo (1,4).

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
porque la hexosa central esta unida por un enlace glucosidico de tipo (1,2) y por un enlace glucosidico
de tipo (1,6).

En un modo de realizacion el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
porque la hexosa central esta unida por un enlace glucosidico de tipo (1,2) y por un enlace glucosidico
de tipo (1,3).

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
porque la hexosa central esta unida por un enlace glucosidico de tipo (1,4) y por un enlace glucosidico
de tipo (1,6).

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la erlosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las tres unidades de sacarido idénticas o diferentes son motivos de hexosa
elegidos entre el grupo constituido por manosa y glucosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la maltotriosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la isomaltotriosa.
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En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido esta formada por un ndmero discreto u =4 de
unidades de sacérido idénticas o diferentes.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las cuatro unidades de sacarido son idénticas.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque tres de las cuatro unidades de sacarido son idénticas.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las cuatro unidades de sacarido son motivos de hexosa elegidos entre el grupo
constituido por manosa y glucosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza por que la cadena principal de sacarido es la maltotetraosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
porgue una hexosa terminal esta unida por un enlace glucosidico de tipo (1,2) y porque las otras estan
unidas entre si por un enlace glucosidico de tipo (1,6).

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
estan unidas por un enlace glucosidico de tipo (1,6).

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido esta formada por un nimero discreto u=5 de
unidades de sacérido idénticas o diferentes.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las cinco unidades de sacarido son idénticas.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las cinco unidades de sacarido son unos motivos de hexosa elegidos entre el grupo
constituido por manosa y glucosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
estan unidas por un enlace glucosidico de tipo (1,4).

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la maltopentaosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido esta formada por un numero discreto u=6 de
unidades de sacérido idénticas o diferentes.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las seis unidades de sacarido son idénticas.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
estan unidas por un enlace glucosidico de tipo (1,4).

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las seis unidades de sacarido idénticas o diferentes son motivos de hexosa
elegidos entre el grupo constituido por manosa y glucosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la maltohexaosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido esta formada por un nimero discreto u =7 de
unidades de sacérido idénticas o diferentes.

En un modo de realizacion el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las siete unidades de sacarido son idénticas.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
estan unidas por un enlace glucosidico de tipo (1,4).

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las siete unidades de sacarido son motivos de hexosa elegidos entre el grupo
constituido por manosa y glucosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la maltoheptaosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido esta formada por un nimero discreto u =8 de
unidades de sacérido idénticas o diferentes.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las ocho unidades de sacarido son idénticas.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque las unidades de sacarido idénticas o diferentes son elegidas entre las hexosas y
estan unidas por un enlace glucosidico de tipo (1,4).

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
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caracteriza porque las ocho unidades de sacarido son motivos de hexosa elegidos entre el grupo
constituido por manosa y glucosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la maltooctaosa.

En un modo de realizaciéon el compuesto aniénico sustituido que comprende un nimero discreto de
motivos de sacarido es un compuesto natural.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido que comprende un nimero discreto de
motivos de sacarido es un compuesto sintético.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque se obtiene por degradacion enzimatica de un polisacarido seguido por una
purificacion.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque es obtenido por degradacion quimica de un polisacarido seguido de una
purificacion.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque es obtenido por via quimica, por acoplamiento covalente de precursores de peso
molecular mas bajo.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la soforosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la sacarosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la lactulosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la maltulosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la leucrosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la rutinosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la isomaltulosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la fucosillactosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la gentianosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la rafinosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la melecitosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la panosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anidnico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la cestosa.

En un modo de realizacién, el compuesto anionico sustituido de acuerdo con la invencion, se
caracteriza porque la cadena principal de sacarido es la estaquiosa.

En un modo de realizacién, el compuesto polianiénico es un compuesto polianiénico no polimérico
(PNP) en el que la afinidad hacia el cinc es inferior a la afinidad de la insulina hacia el cinc y en el que
la constante de disociacién Kdca = [compuesto PNP]" [Ca? + ]8/[compuesto PNP)™-(Ca? +)®] es inferior
oigual a 1015,

Las constantes de disociacion (Kd) de los diferentes compuestos polianiénicos con respecto a iones
de calcio se determinan mediante calibracion externa con la ayuda de un electrodo especifico para los
iones de Calcio (Mettler Toledo) y un electrodo de referencia. Todas las mediciones son efectuadas en
150 mM de NaCl a pH 7. Solamente se determinan las concentraciones de iones de calcio libres; los
iones de calcio unidos al compuesto polianionico no inducen potencial de electrodo.

En un modo de realizacién, el compuesto polianiénico es elegido entre el grupo constituido por
poliacidos carboxilicos y sus sales de Na*, K*, Ca?* o Mg?*.

En un modo de realizacion, el poliacido carboxilico es elegido entre el grupo constituido por acido
citrico, acido tartarico, y sus sales de Na*, K*, Ca®* o Mg?*.

En un modo de realizacion, el compuesto polianiénico es elegido entre el grupo constituido por
poliacidos fosféricos y sus sales de Na*, K*, Ca?* o Mg?*.

En un modo de realizacién, el poliacido fosfdrico es el trifosfato y sus sales de Na*, K*, Ca?* o Mg?*.

En un modo de realizacion, el compuesto polianidnico es el acido citrico y sus sales de Na*, K*, Ca%* o
Mg?*.

En un modo de realizacion, el compuesto polianionico es el acido tartarico y sus sales de Na*, K*, Ca?*
0 Mg?*.

En un modo de realizacién, el compuesto polianionico es el acido trifosférico y sus sales de Na*, K*,
Ca?* o Mg?*.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2670969 T3

En un modo de realizacion, el compuesto polianidnico es un compuesto constituido por una cadena
principal de sacéarido formada por un nimero discreto de unidades de sacarido obtenido a partir de un
compuesto disacarido elegido entre el grupo constituido por trehalosa, maltosa, lactosa, sacarosa,
celobiosa, isomaltosa, maltitol e isomaltitol.

En un modo de realizacién, el compuesto polianionico constituido por una cadena principal de sacarido
formada por un nuamero discreto de unidades de sacarido es obtenido a partir de un compuesto
constituido por una cadena principal formada por un numero discreto de unidades de sacarido elegida
entre el grupo constituido por maltotriosa, la maltotetraosa, la maltopentaosa, la maltohexaosa, la
maltoheptaosa, la maltooctaosa e y la isomaltotriosa.

En un modo de realizacién, el compuesto polianionico constituido por una cadena principal de sacarido
formada por un nimero discreto de unidades de sacérido es elegida entre el grupo constituido por
carboximetilmaltotriosa, carboximetilmaltotetraosa, carboximetilmaltopentaosa,
carboximetilmaltohexaosa, carboximetilmaltoheptaosa, carboximetilmaltooactosa y
carboximetilisomaltotriosa.

En un modo de realizacion, la proporcién (nUmero de moles de grupos funcionales acidos que posee
el compuesto polianionico / nimero de moles de compuesto anionico) es superior o igual a 3.

En un modo de realizacion, la proporcion (nimero de moles de grupos funcionales acidos que tiene el
compuesto polianiénico / nimero de moles de compuesto aniénico) es superior o igual a 4.

En un modo de realizacion, la proporcion (nimero de moles de grupos funcionales acidos que tiene el
compuesto polianiénico constituido por una cadena principal de sacarido/nimero de moles de
compuesto anionico) es superior o igual a 5.

En un modo de realizacion, la proporcion (nimero de moles de grupos funcionales acidos que tiene el
compuesto polianiénico constituido por una cadena principal de sacéarido/nimero de moles de
compuesto aniénico) es superior o igual a 8.

En un modo de realizacion, las proporciones molares de compuesto anidnicos sustituido/insulina estan
comprendidas entre 0,6 y 75.

En un modo de realizacion, las proporciones molares estan comprendidas entre 0,7 y 50.

En un modo de realizacién, las proporciones molares estan comprendidas entre 1,4 y 35.

En un modo de realizacion, las proporciones molares estan comprendidas entre 1,9 y 30.

En un modo de realizacién, las proporciones molares estan comprendidas entre 2,3 y 30.

En un modo de realizacion, la proporcién molar de compuesto aniénicos sustituido/insulina es igual a
8.

En un modo de realizacion, la proporcién molar de compuesto aniénicos sustituido/insulina es igual a
12.

En un modo de realizacion, la proporcion molar de compuesto aniénicos sustituido/insulina es igual a
16.

En un modo de realizacion, las proporciones de masa de compuesto aniénico sustituido/insulina estan
comprendidas entre 0,5y 10.

En un modo de realizacion, las proporciones de masa estan comprendidas entre 0,6 y 7.

En un modo de realizacion, las proporciones de masa estan comprendidas entre 1,2 y 5.

En un modo de realizacion, las proporciones de masa estan comprendidas entre 1,6 y 4.

En un modo de realizacion, las proporciones de masa estan comprendidas entre 2 y 4.

En un modo de realizacién, la proporcion de masa de compuesto anidnico sustituido/insulina es 2.

En un modo de realizacién, la proporcion de masa de compuesto anidnico sustituido/insulina es 3.

En un modo de realizacién, la proporcion de masa de compuesto anidnico sustituido/insulina es 4.

En un modo de realizacién, la proporcion de masa de compuesto anidnico sustituido/insulina es 6.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto aniénico sustituido estd comprendida entre
1,8 y 36 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto aniénico sustituido estd comprendida entre
1,8y 36,5 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto aniénico sustituido estd comprendida entre
2,1y 25 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto aniénico sustituido estd comprendida entre
4,2y 18 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto aniénico sustituido estd comprendida entre
5,6 y 15 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto aniénico sustituido estd comprendida entre
7y 15 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto anidnico sustituido es 7,3 mg/ml.

En un modo de realizacién, la concentracién de compuesto aniénico sustituido es 10,5 mg/ml.

En un modo de realizacién, la concentracién de compuesto aniénico sustituido es 14,6 mg/ml.

En un modo de realizacién, la concentracién de compuesto aniénico sustituido es 21,9 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianidnico esta comprendida entre 2 y
150 mM.

En un modo de realizacién, la concentracion de compuesto polianiénico estd comprendida entre 2 y
100 mM.

En un modo de realizacién, la concentracion de compuesto polianiénico estd comprendida entre 2 y
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75 mM.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianidnico esta comprendida entre 2 y
50 mM.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianidnico esta comprendida entre 2 y
30 mM.

En un modo de realizacién, la concentracion de compuesto polianiénico estd comprendida entre 2 y
20 mM.

En un modo de realizacién, la concentracion de compuesto polianiénico estd comprendida entre 2 y
10 mM.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianidnico esta comprendida entre 5 y
150 mM.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianidnico esta comprendida entre 5y
100 mM.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianidnico esta comprendida entre 5y
75 mM.

En un modo de realizacién, la concentracion de compuesto polianiénico estd comprendida entre 5y
50 mM.

En un modo de realizacién, la concentracion de compuesto polianiénico estd comprendida entre 5y
30 mM.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianidnico esta comprendida entre 5 y
20 mM.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianidnico esta comprendida entre 5y
10 mM.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianiénico esta comprendida entre 0,5 y

30 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianiénico esta comprendida entre 0,5 y
25 mg/ml.

En un modo de realizacién, la concentracién de compuesto polianiénico esta comprendida entre 0,5 y
10 mg/ml.

En un modo de realizacién, la concentracién de compuesto polianiénico esta comprendida entre 0,5 y
8 mg/ml.

En un modo de realizacién, la concentracion de compuesto polianiénico estd comprendida entre 1y
30 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianiénico esta comprendida entre 1,5y
25 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianidnico esta comprendida entre 2 y
25 mg/ml.

En un modo de realizacion, la concentracion de compuesto polianidnico esta comprendida entre 2 y
10 mg/ml.

En un modo de realizacién, la concentracion de compuesto polianiénico estd comprendida entre 2 y
8 mg/ml.

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido es el maltotriosametilcarboxilato de sodio
modificado con fenilalaninato de sodio, u = 3,i= 0,65, j =1,0.

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido es el maltotriosametilcarboxilato de sodio
modificado con fenilalaninato de sodio, u = 3,i= 1,0, j = 0,65.

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido es el maltotriosametilcarboxilato de sodio
modificado con fenilalaninato de sodio, u = 3,i=0,46, j=1,2.

En un modo de realizacion, el compuesto anidnico sustituido es el maltotriosametilcarboxilato de sodio
modificado con fenilalaninato de sodio, u =3, i=0,35, = 0,65.

En un modo de realizacion, el compuesto polianidnico es el maltotriosametilcarboxilato de sodio.

En un modo de realizacion, el compuesto polianionico es el citrato de sodio.

En un modo de realizacion, el compuesto polianiénico es el trifosfato en forma acida o en forma basica
en forma de sal de sodio o de sal de potasio.

En un modo de realizacion, el compuesto polianiénico es el tartrato, en forma acida o en forma basica
en forma de sal de sodio o de sal de potasio.

La invencién igualmente se refiere a una formulacién farmacéutica de insulina que comprende una
composicion de acuerdo con la invencion en la que la insulina se encuentra en forma hexamérica.

En un modo de realizacién, se refiere a una formulacién farmacéutica caracterizada porque la
concentracion de insulina esta comprendida entre 240 y 3000 uM (de 40 a 500 Ul/ml).

En un modo de realizacién, se refiere a una formulacion farmacéutica caracterizada porque la
concentracion de insulina esta comprendida entre 600 y 3000 pM (de 100 a 500 Ul/ml).

En un modo de realizacién, se refiere a una formulacion farmacéutica caracterizada porque la
concentracion de insulina esta comprendida entre 600 y 2400 uM (de 100 a 400 Ul/ml).

En un modo de realizacién, se refiere a una formulacién farmacéutica caracterizada porque la
concentracion de insulina esta comprendida entre 600 y 1800 uM (de 100 a 300 Ul/ml).

En un modo de realizacién, se refiere a una formulacién farmacéutica caracterizada porque la
concentracion de insulina esta comprendida entre 600 y 1200 uM (de 100 a 200 Ul/ml).
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En un modo de realizacién, se refiere a una formulacién farmacéutica caracterizada porque la
concentracion de insulina es 600 pM (100 Ul/ml).

En un modo de realizacién, se refiere a una formulacion farmacéutica caracterizada porque la
concentracion de insulina es 1200 puM (200 Ul/ml).

En un modo de realizacién, se refiere a una formulacion farmacéutica caracterizada porque la
concentracion de insulina es 1800 uM (300 Ul/ml).

En un modo de realizacién, se refiere a una formulacién farmacéutica caracterizada porque la
concentracion de insulina es 2400 uM (400 Ul/ml).

En un modo de realizacién, se refiere a una formulacién farmacéutica caracterizada porque la
concentracion de insulina es 3000 uM (500 Ul/ml).

La invencion se refiere a la utilizacién de al menos un compuesto anionico sustituido, estando dicho
compuesto constituido por una cadena principal de sacarido formada por un ndmero discreto o
comprendido entre 1 y 8 (1 <u < 8) de unidades de sacarido idénticas o diferentes, unidas por unos
enlaces glucosidicos idénticos o diferentes, siendo dichas unidades de sacarido elegidas entre el
grupo constituido por las hexosas, en forma ciclica o en forma reducida abierta, comprendiendo dicho
compuesto grupos funcionales carboxilos parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales
carboxilos no sustituidos salificables para preparar una formulacién farmacéutica de insulina humana,
en combinacion con un compuesto polianidnico, que permite, después de su administracion, acelerar
el paso de la insulina en la sangre y reducir mas rapidamente la glucemia con respecto a una
formulacion exenta de compuesto aniénico sustituido, y eventualmente de compuestos aniénicos.

En un modo de realizacion, la invencion se refiere a la utilizacién de al menos un compuesto aniénico
sustituido, comprendiendo dicho compuesto grupos funcionales carboxilos parcialmente sustituidos,
siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables, para preparar una formulacién
farmacéutica de insulina humana, en combinacién con un compuesto polianiénico, que permite,
después de su administracién, acelerar el paso de la insulina en la sangre y reducir mas rapidamente
la glucemia con respecto a una formulacién exenta de compuesto aniénico sustituido, y opcionalmente
de compuestos anidnicos.

En un modo de realizacion, la invencion se refiere a la utilizacién de al menos un compuesto aniénico
sustituido, comprendiendo dicho compuesto grupos funcionales carboxilos parcialmente sustituidos,
siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables, para preparar una formulacion de
insulina andloga, en combinacién con un compuesto polianiénico, que permite, después de su
administracion, acelerar el paso del analogo de insulina en la sangre y reducir mas rapidamente la
glucemia con respecto a una formulacion exenta de compuesto aniénico sustituido, y opcionalmente
de compuestos anidnicos.

La utilizacion de al menos un compuesto aniénico funcionalizado constituido por una cadena principal
formada por un ndmero discreto u comprendido entre 1 y 3 (1 <u<3) de unidades de sacéarido
idénticas o diferentes, unidas por enlaces glucosidicos idénticos o diferentes, siendo dichas unidades
de sacarido elegidas entre el grupo constituido por, las hexosas, en forma ciclica o en forma reducida
abierta, comprendiendo dicho compuesto grupos funcionales carboxilos parcialmente sustituidos,
siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables para preparar una formulacién
farmacéutica de insulina que permite, después de su administracion, acelerar el paso de la insulina en
la sangre y reducir mas rapidamente la glucemia con respecto a una formulacién exenta de compuesto
anionico sustituido en asociacion con al menos dicho compuesto polianiénico siendo un compuesto
polianiénico no polimérico (PNP) en el que la afinidad hacia el cinc es inferior a la afinidad hacia el cinc
de la insulina y en el que la constante de disociacion KdCa =[compuesto PNP]" [Ca? + ]8/[(compuesto
PNP)-(Ca? + )s] es inferior o igual a 1015, 25

En un modo de realizacion, la utilizaciéon se caracteriza por que el compuesto aniénico funcionalizado
esta en mezcla con un compuesto polianiénico.

En un modo de realizacién, la insulina es insulina humana.

Por insulina humana se hace referencia a una insulina obtenida mediante sintesis o recombinacion en
la que la secuencia peptidica es la secuencia de la insulina humana, incluyendo las variaciones
alélicas y los homologos.

En un modo de realizacion, la insulina es una insulina humana recombinante tal como se describe en
la Farmacopea europea y en la Farmacopea americana.

En un modo de realizacién, la insulina es un analogo de insulina.

Por analogo de insulina se hace referencia a una insulina recombinante en la que la secuencia
primaria contiene al menos una modificacién con respecto a la secuencia primaria de la insulina
humana.

En un modo de realizacion el analogo de insulina es elegida entre el grupo constituido por la insulina
lispro (Humalog®), la insulina Aspart (Novolog®, Novorapid®) y la insulina glulisina (Apidra®).

En un modo de realizacién, el analogo de insulina es la insulina lispro (Humalog®).

En un modo de realizacién, el analogo de insulina es la insulina Aspart (Novolog®, Novorapid®).

En un modo de realizacién, el analogo de insulina es la insulina glulisina (Apidra®).

En un modo de realizacion, la utilizacion se caracteriza porque el compuesto aniénico sustituido, es
elegido entre los compuestos anidnicos sustituidos en estado aislado o en mezcla, constituidos por
una cadena principal de sacarido formada por un numero discreto u comprendido entre 1 y 8
(1 < u < 8) de unidades de sacérido idénticas o diferentes, unidas por enlaces glucosidicos idénticos o
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diferentes, siendo dichas unidades de sacarido elegidas entre las hexosas, en forma ciclica o en forma
reducida abierta, caracterizadas por que estan sustituidas con:
a) al menos un sustituyente de férmula general I:

-[R1]a-[AA]m Férmula |

los sustituyentes siendo idénticos o diferentes cuando hay al menos dos sustituyentes, en

el que;

el radical -[AA] designa un resto de aminoacido,

el radical -R1- siendo:
0 bien un enlace y entonces a = 0, y el resto de aminoacido -[AA]- se une directamente
a la cadena principal mediante un grupo funcional G.
o bien una cadena de carbono y entonces a = 1, de C2 a C15 eventualmente sustituida
y/o que comprende al menos un heteroatomo elegido entre O, Ny S y al menos un
grupo funcional acido antes de la reaccién con el aminoacido, formando dicha cadena
con el resto de aminoéacido -[AA]- un grupo funcional amida, y es fijada sobre la cadena
principal con la ayuda de un grupo funcional F que resulta de una reaccion entre un
grupo funcional hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo funcional o un
sustituyente llevado por el precursor del radical -R:-

F es un grupo funcional elegido entre los grupos funcionales éter, éster o carbamato,

G es un grupo funcional carbamato,

mesigualald 2,

el grado de sustitucion de las unidades de sacarido, j, en -[Ri]a-[AAlm —siendo

estrictamente superior a O e inferioroigualala 6,0 <j<6

b) y, eventualmente, uno o varios sustituyentes -R's,

el sustituyente -R'1 siendo una cadena de carbono de C2 a C15, eventualmente sustituida
ylo que comprende al menos un heteroatomo elegido entre O, Ny S y al menos un grupo
funcional 4cido en forma de sal de cationes alcalinos estando dicha cadena unida a la
cadena principal mediante un grupo funcional F' que resulta de una reaccién entre un
grupo funcional hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo funcional o un
sustituyente llevado por el precursor del sustituyente -R's,

F' es un grupo funcional éter, éster, o carbamato,

el grado de sustitucion de las unidades de sacarido, I, en -R'1 estando comprendido entre
0y6-j,0<i<64y,

F y F' son idénticos o diferentes,

F y G son idénticos o diferentes,

i+j<6.

-R'1 idéntico o diferente a -R1-

Los grupos funcionales éacidos salificables libres llevados por el sustituyente -R't se
encuentran en forma de sales de cationes alcalinos,

dichos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes siendo elegidos entre el grupo
constituido por los enlaces glucosidicos de tipo (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) 6 (1,6), en una
geometria alfa o beta,

En un modo de realizacion, la utilizacion se caracteriza porque el compuesto anionico sustituido, en
estado aislado o en mezcla, es elegido entre les compuestos anidnicos sustituidos constituidos por
una cadena principal de sacarido formada por un numero discreto o comprendido entre 1 y 8
(1 =u<=8) de unidades de sacérido idénticas o diferentes, unidas por unos enlaces glucosidicos
idénticos o diferentes, siendo dichas unidades de sacarido elegidas entre las hexosas, en forma ciclica
o en forma reducida abierta, caracterizadas:

a) porque son sustituyentes de forma estadistica con:

* al menos un sustituyente de féormula general I:
-[R1]a-[AA]m Férmula |

los sustituyentes siendo idénticos o diferentes cuando hay al menos dos sustituyentes, en
el cual:

el radical -[AA]- designa un resto de aminoacido, siendo dicho aminoacido elegido entre el
grupo constituido por fenilalanina, alfa-metil-fenilalanina, 3,4 dihidroxifenilalanina, tirosina,
alfa-metil-tirosina, O-metil-tirosina, alfa-fenilglicina, 4-hidroxifenilglicina, 3,5-
dihidroxifenilglicina y sus sales de cationes alcalinos, teniendo dichos derivados una
configuracién absoluta L o D, -[AA]- es fijado sobre la cadena principal de la molécula por
medio de una ramificacion de enlace -Ri- 0 se une directamente a la cadena principal
mediante un grupo funcional G,

- Ru- siendo:

- obienunenlace G, y entonces a=0,

- 0 bien una cadena de carbono, y entonces a=1, de C2 a C15 eventualmente
sustituida y/o que comprende al menos un heteroatomo elegido entre O, Ny Sy que
lleva al menos un grupo funcional acido antes de la reaccidon con el aminoéacido,
formando dicha cadena con el resto de aminoacido -[AA]- un enlace amida, y es
fijado sobre la cadena principal de sacéarido con la ayuda de un grupo funcional F
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que resulta de una reaccién entre un grupo funcional hidroxilo llevado por la cadena
principal y un grupo funcional llevado por el precursor de R,
e F esun grupo funcional éter, éster o carbamato,
e G esun grupo funcional carbamato,
e mesigualalo?,
¢ el grado de sustitucion, j, en -[Ri]a-[AA]m siendo estrictamente superior a 0 e inferior o
iguala 6,0 <j<6,
y, eventualmente, »
uno o varios sustituyentes -R'1
e -R'1 siendo una cadena de carbono de C2 a C15, eventualmente sustituida y/o que
comprende al menos un heteroatomo (tal como O, Ny S) y que lleva al menos un grupo
funcional acido en forma de sal de cationes alcalinos, estando dicha cadena fijada sobre
la cadena principal de sacarido mediante un grupo funcional F' que resulta de una
reaccion entre un cupo funcional hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo
funcional llevado por el precursor de -R1
* F'es un grupo funcional éter, éster o carbamato,
¢ estando comprendido el grado de sustitucién i, en -R'1, entre 0 y 6-j, 0 i < 6+, y,
-R'1- idéntico o diferente a -R1,
F y F'idénticos o diferentes,
F'y G idénticos o diferentes
« Los grupos funcionales acidos salificables libres se encuentran en forma de sales de
cationes alcalinos,
b) siendo dichos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes elegidos entre el grupo constituido por
los enlaces glucosidicos de tipo (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) 6 (1,6), en una geometria alfa o beta,
Cc)i+j<6.
En un modo de realizacién, m es igual a 1.
En un modo de realizacion, -R1 y -R'1, idénticos o diferentes son una cadena de carbono de C1 a C8.
En un modo de realizacion, -R1 y -R'1, idénticos o diferentes son una cadena de carbono de C1 a C4.
En un modo de realizacion, -R1 y -R'1, idénticos o diferentes son una cadena de carbono de C1 a C2.
El experto en la materia sabe que el periodo de accion de las insulinas depende de la concentracion
de la insulina. Sélo se documentan los valores del periodo de accién de las formulaciones a 100 Ul/ml.
Las formulaciones de insulina humana « regular » en el mercado con una concentracién de 600 uM
(200 Ul/ml) tienen un periodo de accién comprendido entre 50 y 90 minutos y un final de la accion de
aproximadamente 360 a 420 minutos en el ser humano. El periodo de tiempo para alcanzar la
concentracion maxima de insulina en la sangre esta comprendido entre 90 y 180 minutos en el ser
humano.
Las formulaciones de analogos de insulina rapidas en el mercado con una concentracion de 600 uM
(200 Ul/ml) tienen un periodo de accién comprendido entre 30 y 60 minutos y un final de la accion de
aproximadamente 240-300 minutos en el ser humano. El periodo de tiempo para alcanzar la
concentracion maxima de insulina en la sangre esta comprendido entre 50 y 90 minutos en el ser
humano.
La invencion también se refiere a un método de preparacion de una formulacién de insulina humana
que posee una concentracion de insulina comprendida entre 240 y 3000 uM (40 y 500 Ul/ml), en la
que el plazo de accion en el ser humano es inferior al de la formulaciéon de referencia con la misma
concentracion de insulina en ausencia de compuesto anionico sustituido y de compuesto polianiénico
caracterizada porque comprende (1) una etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un
compuesto aniénico sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales carboxilos
parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables, y (2) una
etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto polianionico.
En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.
La invencion también se refiere a un método de preparacion de una formulacién de insulina humana
que presenta una concentracién de insulina comprendida entre 600 y 1200 uM (100 y 200 Ul/ml), en la
que el plazo de accion en el ser humano es inferior al de la formulaciéon de referencia con la misma
concentracion de insulina en ausencia de compuesto anionico sustituido y de compuesto polianiénico
caracterizada porque comprende (1) una etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un
compuesto aniénico sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales carboxilos
parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables, y (2) una
etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto polianionico.
En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.
La invencion se refiere igualmente a un método de preparacion de una formulacién de insulina
humana que presenta una concentracién de insulina de 600 uM (100 Ul/ml), en la que el plazo de
accion en el ser humano es inferior a 60 minutos caracterizada porque comprende (1) una etapa de
adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto aniénico sustituido, comprendiendo dicho
compuesto unos grupos funcionales carboxilos parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales
carboxilos no sustituidos salificables, y (2) una etapa de adicién a dicha formulacién de al menos un
compuesto polianiénico.
En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.
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La invencion también se refiere a un método de preparacion de una formulacion de insulina humana
gue tiene una concentracion de insulina de 1200 pM (200 Ul/ml), en la que el plazo de accion en el ser
humano es inferior en al menos un 10 % con respecto a la de la formulacién de la insulina humana a la
misma concentracion (200 Ul/ml) y en ausencia de compuesto anidnico sustituido y de compuesto
polianiénico caracterizada porque comprende (1) una etapa de adicién a dicha formulacion de al
menos un compuesto anidnico sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales
carboxilos parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos
salificables, y (2) una etapa de adicién a dicha formulacién de al menos un compuesto polianiénico.

En un modo de realizacién, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion se refiere igualmente a un método de preparacion de una formulaciéon de insulina
humana que presenta una concentracion de insulina de 1800 uM (300 Ul/ml), en la que el plazo de
accion en el ser humano es inferior en al menos un 10 % con respecto a la de la formulacién de la
insulina humana a la misma concentracién (300 Ul/ml) y en ausencia de compuesto aniénico sustituido
y de compuesto polianiénico caracterizada porque comprende (1) una etapa de adicion a dicha
formulacion de al menos un compuesto aniénico sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos
grupos funcionales carboxilos parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no
sustituidos salificables, y (2) una etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto
polianiénico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion se refiere también a un método de preparacion de una formulacién de insulina humana
gue posee una concentracion de insulina de 2400 uM (400 Ul/ml), en la que el plazo de accién en el
ser humano es inferior en al menos un 10 % con respecto a la de la formulacion de la insulina humana
a la misma concentracion (400 Ul/ml) y en ausencia de compuesto aniénico sustituido y de compuesto
polianiénico caracterizada porque comprende (1) una etapa de adicidon a dicha formulacion de al
menos un compuesto anidnico sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales
carboxilos parcialmente sustituidos, los grupos funcionales carboxilos no sustituidos siendo
salificables, y (2) una etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto polianiénico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion también se refiere a un método de preparacion de una formulacién de insulina humana
gue presenta una concentracion de insulina de 3000 pM (500 Ul/ml), en la que el plazo de accién en el
ser humano es inferior en al menos un 10 % con respecto a la de la formulacién de la insulina humana
a la misma concentracion (500 Ul/ml) y en ausencia de compuesto aniénico sustituido y de compuesto
polianiénico caracterizada porque comprende (1) una etapa de adicidon a dicha formulacion de al
menos un compuesto anidnico sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales
carboxilos parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos
salificables, y (2) una etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto polianiénico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion consiste en la preparacion de una formulacién de insulina humana denominada rapida
caracterizada porque comprende (1) una etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un
compuesto aniénico sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales carboxilos
parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables, y (2) una
etapa de adicién a dicha formulacién de al menos un compuesto polianiénico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion se refiere igualmente a un método de preparacion de una formulaciéon de insulina
humana a una concentracién de 600 uM (100 Ul/ml) en la que el plazo de accion en el ser humano es
inferior a 60 minutos, de preferencia a inferior a 45 minutos, e incluso de preferencia a inferior a
30 minutos caracterizada porque comprende (1) una etapa de adicién a dicha formulacién de al menos
un compuesto anidnico sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales
carboxilos parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos
salificables, y (2) una etapa de adicién a dicha formulacién de al menos un compuesto polianiénico.

En un modo de realizacién, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion también se refiere a un método de preparacion de una formulacién de analogo de
insulina que tiene una concentracion de insulina comprendida entre 240 y 3000 uM (40 y 500 Ul/ml),
en la que el plazo de accién en el ser humano es inferior al de la formulaciéon de referencia con la
misma concentracion de insulina en ausencia de compuesto aniénico sustituido y de compuesto
polianiénico caracterizada porque comprende (1) una etapa de adicidon a dicha formulacion de al
menos un compuesto anidnico sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales
carboxilos parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos
salificables, y (2) una etapa de adicién a dicha formulacién de al menos un compuesto polianiénico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion se refiere también a un método de preparacion de una formulacién de analogo de
insulina que tiene una concentraciéon de insulina comprendida entre 600 y 1200 pM (100 y 200 Ul/ml),
en la que el plazo de accion en el ser humano es inferior al de la formulacién de referencia a la misma
concentracion de analogo de insulina en ausencia de compuesto anionico sustituido compuesto
aniénico sustituido y de compuesto polianionico, caracterizada porque comprende (1) una etapa de
adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto aniénico sustituido, comprendiendo dicho
compuesto unos grupos funcionales carboxilos parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales
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carboxilos no sustituidos salificables, y (2) una etapa de adicion a dicha formulaciéon de al menos un
compuesto polianiénico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion se refiere igualmente a un método de preparacion de una formulaciéon de analogo de
insulina que tiene una concentracion de insulina de 600 pmol/l (100 Ul/ml), en la que el plazo de
accion en el ser humano es inferior a 30 minutos, caracterizada porque comprende (1) una etapa de
adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto aniénico sustituido, comprendiendo dicho
compuesto unos grupos funcionales carboxilos parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales
carboxilos no sustituidos salificables, y (2) una etapa de adicion a dicha formulaciéon de al menos un
compuesto polianiénico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion también se refiere a un método de preparacion de una formulacién de analogo de
insulina que posee una concentracion de insulina de 1200 pM (200 Ul/ml), en la que el plazo de accion
en el ser humano es inferior en al menos un 10 % al de la formacion del analogo de insulina en
ausencia de compuesto aniénico sustituido y de compuesto polianiénico caracterizada porque
comprende (1) una etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto anionico
sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales carboxilos parcialmente
sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables, y (2) una etapa de
adicién a dicha formulacion de al menos un compuesto polianidnico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion también se refiere a un método de preparacion de una formulacién de analogo de
insulina que presenta una concentracion de insulina de 1800 uM (300 Ul/ml), en la que el plazo de
accion en el ser humano es inferior en al menos un 10 % al de la formulacién de analogo de insulina
en ausencia de compuesto aniénico sustituido y de compuesto polianidnico caracterizada porque
comprende (1) una etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto anionico
sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales carboxilos parcialmente
sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables, y (2) una etapa de
adicién a dicha formulacion de al menos un compuesto polianidnico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion se refiere también a un método de preparacion de una formulacién de analogo de
insulina que posee una concentracién de insulina de 2400 uM (400 Ul/ml), en la que el plazo de accién
en el ser humano es inferior en al menos un 10 % al de la formulaciéon de analogo de insulina en
ausencia de compuesto aniénico sustituido y de compuesto polianiénico caracterizada porque
comprende (1) una etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto anionico
sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales carboxilos parcialmente
sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables, y (2) una etapa de
adicién a dicha formulacion de al menos un compuesto polianidnico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencién también se refiere a un método de preparacion de una formulacién de analogo de
insulina que tiene una concentracion de insulina de 3000 uM (500 Ul/ml), en la que el plazo de accién
en el ser humano es inferior en al menos un 10 % al de la formulaciéon de analogo de insulina en
ausencia de compuesto aniénico sustituido y de compuesto polianiénico caracterizada porque
comprende (1) una etapa de adicion a dicha formulacion de al menos un compuesto anionico
sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales carboxilos parcialmente
sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos siendo

salificables, y (2) una etapa de adicion a dicha formulacién de al menos un compuesto polianiénico.
En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

La invencion consiste en la preparacion de una formulacién de analogo de insulina denominada muy
rapida caracterizada porque comprende una etapa de adiciéon a dicha formulaciéon de al menos un
compuesto aniénico sustituido, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales carboxilos
parcialmente sustituidos, siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables.

En un modo de realizacién, la preparacion comprende ademdas una etapa de adicion a dicha
formulacién de al menos un compuesto polianidnico.

En un modo de realizacion, la insulina se encuentra en forma hexamérica.

En un modo de realizacion el analogo de insulina es elegida entre el grupo constituido por la insulina
lispro (Humalog®), la insulina Aspart (Novolog®, Novorapid®) y la insulina glulisina (Apidra®).

En un modo de realizacion, el analogo de insulina es la insulina lispro (Humalog®).

En un modo de realizacion, el analogo de insulina es la insulina Aspart (Novolog®, Novorapid®).

En un modo de realizacion, el analogo de insulina es la insulina glulisina (Apidra®).

En un modo de realizacion, la insulina es una insulina humana recombinante tal como se describe en
la Farmacopea europea y en la Farmacopea americana.

En un modo de realizacion, la insulina es un analogo de insulina elegido entre el grupo constituido por
la insulina lispro (Humalog®), la insulina Aspart (Novolog®, Novorapid®) y la insulina glulisina
(Apidra®).

La composicién puede ser realizada mediante una simple mezcla de una solucién acuosa de insulina
humana o analogo y de una solucién acuosa de compuesto anidnico sustituido en mezcla con un
compuesto polianiénico.
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En un modo de realizacion, la composicion puede ser realizada mediante una simple mezcla de una
solucién acuosa de insulina humana o analogo, de una solucidon acuosa de compuesto anionico
sustituido y de compuesto polianionico en solucién o en forma de liofilizado.
En un modo de realizacion, la composicion se puede realizar mediante una simple mezcla de una
solucién acuosa de insulina humana o andlogo, de compuesto anidénico sustituido en forma de
liofilizado y de compuesto polianiénico en solucién o en forma de liofilizado.
De preferencia esta composicién se encuentra en forma de una solucién inyectable.
En un modo de realizacion, la concentraciéon de insulina humana o analogo estd comprendida entre
240y 3000 puM (de 40 a 500 Ul/ml).
En un modo de realizacién, la concentracion de insulina humana o analogo esta comprendida entre
600 y 3000 uM (de 100 a 500 Ul/ml).
En un modo de realizacién, la concentracion de insulina humana o analogo esta comprendida entre
600 y 2400 uM (de 100 a 400 Ul/ml).
En un modo de realizacién, la concentracion de insulina humana o analogo esta comprendida entre
600 y 1800 puM (de 100 a 300 Ul/ml).
En un modo de realizacion, la concentraciéon de insulina humana o analogo estad comprendida entre
600 y 1200 puM (de 100 a 200 Ul/ml).
En un modo de realizacion, la concentracion de insulina humana o analogo es 600 uM (100 Ul/ml).
En un modo de realizacién, la concentracion de insulina humana o analogo es 1200 pM (200 Ul/ml).
En un modo de realizacion, la concentracion de insulina humana o analogo de 600 uM (100 Ul/ml) se
puede reducir mediante simple dilucion, en particular para las aplicaciones pediatricas.
En un modo de realizacién, la concentracion de insulina humana o analogo es 1800 pM (300 Ul/ml).
En un modo de realizacion, la concentracion de insulina humana o analogo es 2400 uM (400 Ul/ml).
En un modo de realizacion, la concentracion de insulina humana o analogo es 3000 uM (500 Ul/ml).
La invencion también se refiere a una formulacion farmacéutica de acuerdo con la invencion,
caracterizada porque es obtenida por secado y/o liofilizacion.
En un modo de realizacién, las composiciones de acuerdo con la invencién comprenden ademas la
adicion de sales de cinc a una concentracién comprendida entre 0 y 500 pM.
En un modo de realizacién, las composiciones de acuerdo con la invencién comprenden ademas la
adicion de sales de cinc a una concentracién comprendida entre 0 y 300 pM.
En un modo de realizacion, las composiciones de acuerdo con la invencion comprenden ademas la
adicion de sales de cinc a una concentracion comprendida entre 0 y 200 uM.
En un modo de realizacién, las composiciones de acuerdo con la invencion comprenden unos
tampones a concentraciones comprendidas entre 0 y 100 mM, de preferencia entre 0 y 50 mM o entre
15y 50 mM.
En un modo de realizacién el tampdn es Tris.
En un modo de realizacion, las composiciones de acuerdo con la invencion comprenden ademas unos
conservantes.
En un modo de realizacién, los conservantes se eligen entre el grupo constituido por m-cresol y fenol
solos o en mezcla.
En un modo de realizacion, la concentracion de los conservantes esta comprendida entre 10 y 50 mM.
En un modo de realizacion, la concentracion de los conservantes esta comprendida entre 10 y 40 mM.
Las composiciones de acuerdo con la invencion pueden comprender ademas unos aditivos tales como
agentes de tonicidad tales como la glicerina, el cloruro de sodio (NaCl), el manitol y la glicina.
Las composiciones de acuerdo con la invencién pueden comprender ademdas unos aditivos de
acuerdo con las farmacopeas como unos tensioactivos por ejemplo polisorbato.
Las composiciones de acuerdo con la invencién pueden comprender ademas todos los excipientes de
acuerdo con las farmacopeas y que son compatibles con las insulinas utilizadas en las
concentraciones de uso.
En el caso de las liberaciones local y sistémica, los modos de administracion previstos son por via
intravenosa, subcuténea, intradérmica o intramuscular.
También se prevén las vias de administracion transdérmica, oral, nasal, vaginal, ocular, bucal,
pulmonar.
La invencion se refiere igualmente a la utilizacién de una composicién de acuerdo con la invencion
para la formulacién de una solucion de insulina humana o analogo de concentracion de 100 Ul/ml
destinada a las bombas de insulina implantables o transportables.
La invencién también se refiere a la utilizacion de una composicion de acuerdo con la invencién para
la formulacion de una solucion de insulina humana o analogo de concentracién de 200 Ul/ml destinada
a las bombas de insulina implantables o transportables.
La invencién también se refiere a los compuestos anionicos sustituidos, en estado aislado o en
mezcla, elegidos entre los compuestos anionicos sustituidos constituidos por una cadena principal de
sacarido formada por un numero discreto u comprendido entre 1 y 8 (1 <u<8) de unidades de
sacarido idénticas o diferentes, unidas por unos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes, siendo
dichas unidades de sacarido elegidas entre las hexosas, en forma ciclica o en forma reducida abierta,
caracterizadas porque se sustituyen con:

a) al menos un sustituyente de férmula general I:

-[Ra]a-[AA]m Formula |
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« los sustituyentes siendo idénticos o diferentes cuando hay al menos dos sustituyentes, en la
cual:
. el radical -[AA] designa un resto de aminoacido,
. el radical-R1- siendo:

- 0 bien un enlace y entonces a =0, y el resto de aminoacido -[AA]- se une directamente
a la cadena principal mediante un grupo funcional G.

- 0 bien una cadena de carbono y entonces a = 1, de C2 a C15 opcionalmente sustituida
y/lo que comprende al menos un heteroatomo elegido entre O, Ny S y al menos un
grupo funcional acido antes de la reaccion con el aminoacido, dicha cadena formando
con el resto de aminoacido -[AA]- un grupo funcional amida, y se fija sobre la cadena
principal con la ayuda de un grupo funcional F que resulta de una reaccién entre un
grupo funcional hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo funcional o
sustituyente llevado por el precursor del radical -Ri-,

«  F esun grupo funcional elegido entre los grupos funcionales éter, éster o carbamato,

¢« G esun grupo funcional carbamato,

e mesigualalod?2,

* el grado de sustitucién de las unidades de sacarido, j, en -[Ri]a-[AA]m, -
siendo estrictamente superior a 0 e inferioroiguala 6,0<j<6

b) y, eventualmente, uno o varios sustituyentes -R'1,

* siendo el sustituyente -R'1 una cadena de carbono de C2 a C15, eventualmente sustituida y/o
que comprende al menos un heterodtomo elegido entre O, N y S y al menos un grupo
funcional acido en forma de sal de cationes alcalinos estando dicha cadena unida a la cadena
principal mediante un grupo funcional F' que resulta de una reaccion entre un grupo funcional
hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo funcional o un sustituyente llevado por el
precursor del sustituyente -R'1,

¢« F'esun grupo funcional éter, éster o carbamato,

. el grado de sustitucion de las unidades de sacéarido, i, en -R'1, estando comprendidos entre 0 y
6-,0<i<64y,

. F y F' son idénticos o diferentes,

. F y G son idénticos o diferentes,

e« |+j<6.

e -R'1idéntico o diferente a -R'1-,

e Los grupos funcionales &acidos salificables libres llevados por el sustituyente -R'1 se
encuentran en forma de sales de cationes alcalinos,

« siendo dichos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes elegidos entre el grupo constituido
por los enlaces glucosidicos de tipo (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) o (1,6), en una geometria alfa o
beta.

En la formula que sigue a continuacion las diferentes variables tienen los valores que se han
mencionado anteriormente.
Los compuestos anidnicos sustituidos de acuerdo con la invenciéon pueden ser obtenidos mediante
injerto estadistico de los sustituyentes en la cadena principal de sacarido.
En un modo de realizacion, los compuestos anidnicos sustituidos elegidos entre los compuestos
anionicos sustituidos con sustituyentes de férmulas | o Il se caracteriza porque se pueden obtener
mediante injerto de los sustituyentes en posiciones precisas en las unidades de sacarido mediante un
método que lleva a cabo unas etapas de proteccidén/desproteccion de los grupos alcohol o acido
carboxilico llevados de forma natural por la cadena principal. Esta estrategia conduce a un injerto
selectivo, en particular regloselectivo, de los sustituyentes en la cadena principal. Los grupos
protectores incluyen, pero no se limitan a, los que se describen en la obra (Wuts, PGM et al., Greene's
Protective Groups in Organic Synthesls 2007).
La cadena principal de sacarido puede ser obtenida por degradacion de un polisacarido de alto peso
molecular. Las vias de degradacion incluyen, pero no se limitan a, la degradacién quimica y/o la
degradacion enzimatica.
La cadena principal de sacarido también se puede obtener mediante formacion de enlaces
glucosidicos entre dos moléculas de monosacaridos u oligosacéridos utilizando una estrategia de
acoplamiento quimico o enzimatico. Las estrategias de acoplamiento incluyen las que se describen en
la publicaciéon (Smoot, JT et al., Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry 2009, 62,162-
250) y en la obra (Lindhorst, TK, Essentials of Carbohydrate Chemistry and Biochemistry 2007, 157-
208). Las reacciones de acoplamiento se pueden realizar en solucién o sobre soporte sélido. Las
moléculas de sacaridos, antes de su acoplamiento, pueden llevar sustituyentes de interés y/o se
pueden funcionalizar una vez acopladas entre ellas de forma estadistica o regioselectiva.
Por lo tanto, a titulo de ejemplos, los compuestos de acuerdo con la invenciéon se pueden obtener de
acuerdo con uno de los métodos que siguen a continuacion:

m el injerto estadistico de los sustituyentes sobre una cadena principal de sacarido

m una o varias etapas de glicosilacion entre moléculas de monosacaridos u oligosacaridos que

llevan sustituyentes

m una o varias etapas de glicosilacién entre una o varias moléculas de monosacaridos u

oligosacaridos que llevan unos sustituyentes y una o varias moléculas de monosacaridos u
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oligosacaridos
m Una o varias etapas de introduccion de grupos protectores sobre alcoholes o &acidos llevados
de forma natural por la cadena principal de sacarido seguido por una o varias reacciones de
injerto de los sustituyentes y por Gltimo una etapa de eliminacién de los grupos protectores
m una o varias etapas de glicosilacién entre una o varias moléculas de monosacaridos u
oligosacaridos que llevan grupos protectores sobre alcoholes o acidos llevados de forma
natural por la cadena principal de sacarido, una o varias etapas de injerto de sustituyentes
sobre la cadena principal obtenida después de una etapa de eliminacion de los grupos
protectores
m una o varias etapas de glicosilacién entre una o varias moléculas de monosacaridos u
oligosacaridos que llevan grupos protectores sobre alcoholes o acidos llevados de forma
natural por la cadena principal de sacarido, y una o varias moléculas de monosacaridos u
oligosacaridos, una o varias etapas de injerto de sustituyentes y a continuacién una etapa de
eliminacion de los grupos protectores.
Los compuestos de acuerdo con la invencion, aislados o en mezcla, se pueden separar y/o purificar de
diferentes maneras, en particular después de su obtencion con los métodos que se han descrito
anteriormente.
En particular se pueden mencionar los métodos cromatograficos, en particular los denominados
« preparativos » 0 « de preparacion » tales como:
m las cromatografias ultrarrapidas o « flash chromatography », en particular sobre silice, y
m las cromatografias de tipo HPLC (cromatografia liqguida de alto rendimiento)
(Chromatographie liquide haute performance), en particular RP-HPLC o « HPLC en fase
inversa » (Cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa).
También se pueden utilizar métodos de precipitacion selectiva.
La invencion se ilustra con los ejemplos que siguen a continuacion.
Ejemplos
Las estructuras de los compuestos aniénicos sustituidos de acuerdo con la invencién son presentadas
en la Tabla 1. Las estructuras de los polisacaridos a modo de contra-ejemplos se presentan en la
Tabla 2.
AA Compuestos anionicos sustituidos
R =H, Ry, -[Rl]a'[AA]m,
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AAl. Compuesto 1: Maltotriosametilcarboxilato de so dio funcionalizado por el L-fenilalaninato
de sodio

A 89 (143 mmol de grupos funcionales hidroxilo) de maltotriosa (CarboSynth) disueltos en agua a
65 °C se afiaden 0,6 g (16 mmol) de borohidruro sodico. Después de 30 min de agitacién, se afiaden
28 g (238 mmol) de cloroacetato sddico. A esta soluciéon a continuacién se le afiaden, gota a gota,
24 ml de NaOH 10 N (24 mmol) y a continuacién la mezcla es calentada a 65 °C durante 90 minutos. A
continuacién se afaden 16,6 g (143 mmol) de cloroacetato sédico al medio de reaccion asi como
14 ml de NaOH 10 N (14 mmol) gota a gota. Después de 1 h de calentamiento, la mezcla es diluida
con agua, es neutralizada con acido acético a continuacion es purificada mediante ultrafiltracion sobre
membrana de PES de 1 kDa con respecto a agua. La concentracion de moléculas de la solucién final
es determinada mediante extracto seco, a continuaciéon se realiza una dosificacién de acido/base en
una mezcla de agua/acetona a 50/50 (V/V) para determinar el grado de sustitucion de metilcarboxilato.
Basandose en el extracto seco: [compuesto] = 32,9 mg/g

Basandose en la dosificacién de acido/base, el grado de sustitucién de metilcarboxilato es de 1,65 por
unidad de sacérido.

La solucion de maltotriosametilcarboxilato de sodio es acidificada sobre una resina Purolite (anidnica)
para obtener el &cido maltotriosametilcarboxilico que a continuacion se liofiliza durante 18 horas.

Se solubilizan 10g de &cido maltotriosametilcarboxilico (63 mmol de grupos funcionales acido
metilcarboxilico) en DMF y a continuacion se enfria a 0 °C. Se prepara una mezcla de fenilalaninato de
etilo, sal de hidrocarburos (8,7 g, 38 mmol) en DMF. A esta mezcla se afiaden 3,8 g de trietilamina
(38 mmol). A continuaciéon se afiade una solucién de NMM (6,3 g, 63 mmol) y de EtOCOCI (6,8 g,
63 mmol) a la mezcla a 0°C. A continuacion es afadida la solucion de fenilalaninato de etilo y la
mezcla se agita a 10 °C. Una solucion acuosa de imidazol es afiadida a continuaciéon a la mezcla
calentada a 30 °C. El medio se diluye con agua y a continuacion la soluciéon obtenida es purificada
mediante ultrafiltracion sobre membrana de PES de 1 kDa con respecto a NaOH 0,1 N, NaCl al 0,9 %
y agua. La concentracién de moléculas de la solucidon final es determinada mediante extracto seco.
Una muestra de solucion es liofilizada y analizada por RMN *H en D20 para determinar el grado de
sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados con el L-fenilalaninato de sodio.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 1] = 29,4 mg/g

Basandose en la dosificacién de acido/base, el grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por
unidad de sacérido es de 0,65.

Basandose en la RMN !H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados con el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacérido es de 1,0.

AA2. Compuesto 2: Maltotriosametilcarboxilato de so dio funcionalizado por el L-fenilalaninato
de sodio

Con un método similar al que se ha utilizado para la preparacién del compuesto 1, es obtenido un
maltotriosacarboxilato de sodio funcionalizado con L-fenilalaninato de sodio. Basandose en la
dosificacién de &cido/base, el grado de sustitucién de metilcarboxilatos de sodio por unidad de
sacarido es de 1,0.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 2] = 20,2 mg/g

Basandose en la RMN !H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacérido es de 0,65.

AA3. Compuesto 3: Maltotriosametilcarboxilato de so dio funcionalizado por el L-fenilalaninato
de sodio

Con un método similar al que se ha utlizado para la preparacion del compuesto 1, un
maltotriosacarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato de sodio es obtenido. Basandose
en la dosificacion de acido/base, el grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por unidad de
sacarido es de 0,46.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 3] = 7,2 mg/g

Basandose en la RMN *H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacarido es de 1,2.

AA4. Compuesto 4: Maltotriosametilcarboxilato de so dio funcionalizado por el L-fenilalaninato
de sodio

Con un método similar al que se ha utilizado para la preparacion del compuesto 1, es obtenido un
maltotriosacarboxilato de sodio funcionalizado con L-fenilalaninato de sodio. Basandose en la
dosificacién de &cido/base, el grado de sustitucién de metilcarboxilatos de sodio por unidad de
sacarido es de 0,35.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 4] = 3,1 mg/g
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[000388] Basandose en la RMN *H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el
L-fenilalaninato de sodio por unidad de sacarido es de 0,65.

AA5. Compuesto 5 : Maltotriosametilcarboxilato de sodio funcionalizado con L-fenilalaninato de
sodio

Con un método similar al que se ha utilizado para la preparacién del compuesto 1, es obtenido un
maltotriosametilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato de sodio.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 5] = 10,9 mg/g

Basandose en la RMN *H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados con el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacérido es de 0,40.

El grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 1,25.

AA6. Compuesto 6 : Maltotriosametilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato
de sodio

A 8 g (143 mmol de grupos funcionales hidroxilo) de maltotriosa (CarboSynth) disueltos en agua a
65 °C se afiaden 0,6 g (16 mmol) de borohidruro sodico. Después de 30 min de agitacién, se afiaden
28 g (237 mmol) de cloroacetato sddico. A esta soluciéon a continuacién se le afiaden, gota a gota,
24 ml de NaOH 10 N (240 mmol). Después de calentamiento a 65 °C durante 90 min, la mezcla es
diluida con agua, neutralizada con acido acético y a continuacion es purificada mediante ultrafiltracion
sobre membrana de PES de 1 kDa con respecto a agua. La concentracion de compuesto de la
solucién final es determinada mediante extracto seco, a continuacion se realiza una dosificacion de
acido/base en una mezcla de agua/acetona a 50/50 (V/V) para determinar el grado de sustitucion de
metilcarboxilato de sodio.

Basandose en el extracto seco: [compuesto] = 14,5 mg/g

Basandose en la dosificacién de acido/base, el grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por
unidad de sacérido es de 1,45.

La solucién de maltotriosametilcarboxilato de sodio se acidifica sobre una resina Purolite (anionica)
para obtener el a&cido maltotriosametilcarboxilico que a continuacion se liofiliza durante 18 horas.

Con un método similar al que se ha utilizado para la preparacion del compuesto 1, es obtenido un
maltotriosametilcarboxilato de sodio funcionalizado con L-fenilalaninato de sodio.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 6] = 10,8 mg/g

Basandose en la RMN !H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados con el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacarido es de 0,65.

El grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 0,8.

AA7. Compuesto 7 : Maltotriosametilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato
de sodio

Con un método similar al que se ha descrito en la preparacién del compuesto 1, se sintetizan y se
liofilizan 8 g de maltotriosametilcarboxilato de sodio caracterizado por un grado de sustitucién en
metilcarboxilato de sodio de 1,76.

Se disuelven 8 g (58 mmol de grupos funcionales hidroxilo) del liofilizado y 15 g (129 mmol) de
cloroacetato sédico en agua a 65 °C. A esta solucion se le afiaden, gota a gota, 13 ml de NaOH 10 N
(130 mmol) y a continuacion la mezcla se calienta a 65 °C durante 90 minutos. A continuacion se
afaden 9 g (78 mmol) de cloroacetato sodico al medio de reaccion asi como 8 ml de NaOH 10 N
(80 mmol) gota a gota. Después de 1 h de calentamiento, la mezcla se diluye con agua, se neutraliza
con acido acético y a continuacién se purifica mediante ultrafiltracion sobre membrana de PES de
1 kDa con respecto a agua. La concentracion de compuesto de la solucién final es determinada
mediante extracto seco, y a continuacion se realiza una dosificacion de acido/base en una mezcla de
agua/acetona a 50 / 50 (VA/) para determinar el grado de sustitucion en metilcarboxilatos de sodio.
Basandose en el extracto seco: [compuesto] = 11,7 mg/g

Basandose en la dosificacién de acido/base, el grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por
unidad de sacérido es de 3,30.

La solucién de maltotriosametilcarboxilato de sodio se acidifica sobre una resina Purolite (anionica)
para obtener el &cido maltotriosametilcarboxilico que a continuacion se liofiliza durante 18 horas.

Con un método similar al que se ha descrito en la preparacion del Compuesto 1, se obtiene un
maltotriosametilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato de sodio.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 7] = 14,9 mg/g

Basandose en la RMN 'H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados con el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacérido es de 0,65.

El grado de sustitucion en metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 2,65.

AA8. Compuesto 8 Maltopentaosametilcarboxilato de s  odio funcionalizado por el L-
fenilalaninato de sodio

Con un método similar al que se ha descrito en la preparacion del compuesto 1 pero realizado con
maltopentaosa (CarboSynth), se obtienen 10 g de acido maltopentaosametilcarboxilico de grado de
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sustitucion en acido metilcarboxilico de 1,75 por unidad de sacarido y a continuacion se liofiliza.

Con un método similar al que se ha utilizado para la preparacién del compuesto 1, se obtiene un
maltopentaosametilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato de sodio.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 8] = 7,1 mg/g

Basandose en la RMN !H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacarido es de 0,75.

El grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 1,0.

AA9. Compuesto 9: Maltooctaosametilcarboxilato de s odio funcionalizado por el L-
fenilalaninato de sodio

Con un método similar al que se ha descrito en la preparacion del compuesto 1 pero realizado con
maltooctaosa (CarboSynth), se obtienen 10 g de acido maltooctaosametilcarboxilico de grado de
sustitucion en acido metilcarboxilico de 1,65 por unidad de sacérido y a continuacion se liofilizan.

Con un método similar al que se ha utilizado para la preparacién del compuesto 1, se obtiene un
maltooctaosametilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato de sodio.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 9] = 26,3 mg/g

Basandose en la RMN *H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacérido es de 0,65.

El grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 1,0.

AA10. Compuesto 10: Maltotriosametilcarboxilato de sodio funcionalizado por el  L-tirosinato de
sodio

Con un método similar al que se ha descrito en la preparacion del compuesto 1 pero realizado con el
L-tirosinato de metilo, sal de &cido clorhidrico (Bachem), se obtiene un maltotriosametilcarboxilato de
sodio, caracterizado por un grado de sustitucion en metilcarboxilato de sodio por unidad de sacéarido
de 1,64 funcionalizado por el L-tirosinato de sodio.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 10] = 9,1 mg/g

Basandose en la RMN !H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el L-
tirosinato de sodio por unidad de sacarido es de 0,81.

El grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 0,83.

AA11l. Compuesto 11: Maltotriosametilcarboxilato de sodio funcionalizado por el alfa-
fenilglicinato de sodio

Con un método similar al que se ha descrito en la preparacion del compuesto 1, se obtienen 10 g de
acido maltotriosametilcarboxilico de grado de sustitucion en acido metilcarboxilico por unidad de
sacarido de 1,64 y a continuacién se liofilizan.

Se solubilizan 8 g de acido maltotriosametilcarboxilico (50 mmol de grupos funcionales de acido
metilcarboxilico) en DMF y a continuacién se enfria a 0°C. Se prepara una mezcla de alfa-
fenilglicinato de sodio (Bachem, 5 g ; 33 mmol) y de trietilamina (33 mmol) en agua. A continuacién se
afade una solucion de NMM (4,9 g; 49 mmol) y de EtOCOCI (5,3 g, 49 mmol) a la solucion de acido
maltotriosametilcarboxilico a 0 °C. A continuacion se afiade la solucién de alfa-fenilglicinato de sodio y
de trietilamina y la mezcla se agita a 30 °C. Una solucion acuosa de imidazol (340 g/l) se afiade
después de 90 minutos. El medio se diluye con agua y a continuacién la solucién obtenida es
purificada mediante ultrafiltracion sobre membranas de PES de 1 kDa con respecto a un tampén de
NaHCO3/Na.COs a pH 10,4 a 150 mM, NaCl al 0,9 % y agua. La concentracion de compuesto de la
solucion final se determina mediante extracto seco. Una muestra de solucion se liofiliza y se analiza
por RMN *H en D20 para determinar el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados con
el alfa-fenilglicinato de sodio.

Basandose en el extracto seco: [compuesto 11] = 9,1 mg/g

Basandose en la RMN H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados con el alfa-
fenilglicinato de sodio por unidad de sacérido es de 0,52.

El grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 1,12.

AB Polisacaridos a modo de contra-ejemplos

AB1. Polisacéarido 1: Dextranometilcarboxilato de sod io funcionalizado por el L-fenilalaninato
de sodio

El polisacarido 1 es un dextranometilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato de
sodio obtenido a partir de un dextrano de masa molar media en peso de 10 kg/mol (DP = 39,
Pharmacosmos) de acuerdo con el método que se describe en la solicitud de patente FR 07/02316
publicada con el numero FR2914305. Después de la dosificacion de acido/base, el grado de
sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 0,6.

Basandose en la RMN *H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacarido es de 0,46.
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Este polisacarido corresponde al polisacarido 1 de la solicitud FR0901478.

AB2. Polisacarido 2: Dextranometilcarboxilato de sod io funcionalizado por el L-fenilalaninato
de sodio

El polisacarido 2 es un dextranometilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato de
sodio obtenido a partir de un dextrano de masa molar media en peso de 5 kg/mol (DP =19,
Pharmacosmos) de acuerdo con el método que se describe en la solicitud de patente FR 07/02316
publicada con el nimero FR2914305. Basandose en la dosificacion de acido/base, el grado de
sustitucion en metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacérido es de 1,01.

Basandose en la RMN !H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacérido es de 0,64.

AB3. Polisacarido 3: Dextranometilcarboxilato de sod io funcionalizado por el L-fenilalaninato
de sodio

El polisacarido 3 es un dextranometilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato de
sodio obtenido a partir de un dextrano de masa molar media en peso de 5 kg/mol (DP =19,
Pharmacosmos) de acuerdo con el método descrito en la solicitud de patente FR 07/02316 publicada
con el numero FR2914305. Basandose en la dosificacion de acido/base, el grado de sustitucién de
metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 0,65.

Basandose en la RMN !H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacarido es de 0,45.

AB4. Polisacéarido 4: Dextranometilcarboxilato de sod io funcionalizado por el L-fenilalaninato
de sodio

El polisacarido 4 es un dextranometilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato de
sodio obtenido a partir de un dextrano de masa molar media en peso de 10 kg/mol (DP = 39,
Pharmacosmos) de acuerdo con el método que se describe en la solicitud de patente FR 07/02316
publicada con el nimero FR2914305. Basandose en la dosificacion de acido/base, el grado de
sustitucion en metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 1,01.

Basandose en la RMN *H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacarido es de 0,64.
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AB5. Polisacéarido 5: Dextranometilcarboxilato de sod io funcionalizado con L-fenilalaninato de
sodio

El polisacarido 5 es un dextranometilcarboxilato de sodio funcionalizado por el L-fenilalaninato de
sodio obtenido a partir de un dextrano de masa molar media en peso de 5 kg/mol (DP =19,
Pharmacosmos) de acuerdo con el método que se describe en la solicitud de patente FR 07/02316
publicada con el nimero FR2914305. Basandose en la dosificacion de acido/base, el grado de
sustitucion en metilcarboxilatos de sodio por unidad de sacarido es de 0,45.

Basandose en la RMN *H: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos funcionalizados por el L-
fenilalaninato de sodio por unidad de sacérido es de 0,65.

AC Compuesto polianiénico
Compuesto polianionico 1: Maltotriosametilcarboxila to de sodio

A 8 g (143 mmol de grupos funcionales hidroxilo) de maltotriosa (CarboSynth) disueltos en agua a
65 °C se afiaden 0,6 g (16 mmol) de borohidruro sodico. Después de 30 min de agitacién, se afiaden
28 g (238 mmol) de cloroacetato sddico. A esta soluciéon a continuacién se le afiaden, gota a gota,
24 ml de NaOH 10 N (240 mmol) y a continuacion la mezcla se calienta a 65 °C durante 90 minutos. A
continuacion se afaden 16,6 g (143 mmol) de cloroacetato sddico al medio de reaccién asi como
14 ml de NaOH 10 N (140 mmol) gota a gota. Después de 1 h de calentamiento, le mezcla es diluida
con agua, se neutraliza con acido acético y a continuacion se purifica mediante ultrafiltracion sobre
membrana de PES de 1 kDa con respecto a agua. La concentracién de compuesto de la solucién final
se determina mediante extracto seco, y a continuacion se realiza una dosificacién de acido/base en
una mezcla de agua/acetona a 50/50 (V/V) para determinar el grado de sustitucién de metilcarboxilato
de sodio.

Basandose en el extracto seco: [compuesto polianidnico 1] = 32,9 mg/g

Basandose en la dosificacién de acido/base: el grado de sustitucion de metilcarboxilatos de sodio por
unidad de sacérido es de 1,65.

B Preparacion de las soluciones
B1. Solucion de analogo rapido de insulina Novolog® a 100 Ul/ml

Esta solucion es una solucion comercial de insulina Aspart de Novo Nordisk comercializada con el
nombre de Novolog®. Este producto es un analogo de insulina Aspart rapida.

B2. Solucion de analogo rapido de insulina Humalog® a 100 Ul/ml

Esta solucion es una solucidon comercial de insulina lispro de Eli Lilly comercializada con el nombre de
Humalog®. Este producto es un analogo rapido de una insulina.

B3. Solucion de insulina humana regular. Actrapid® a 100 Ul/ml

Esta solucion es una solucién comercial de insulina humana de Novo Nordisk comercializada con el
nombre de Actrapid®. Este producto es una insulina humana regular.

B4. Solucion de insulina humana regular Humulin® R a 100 Ul/ml

Esta solucion es una solucion comercial de insulina humana de Eli Lilly comercializada con el nombre
de Humulin® R. Este producto es una insulina humana regular.

B5. Preparacion de las soluciones de excipientes

Los compuestos polianidnicos no poliméricos son seleccionados por medicién de sus constantes de
disociacién con respecto a iones de calcio y con respecto a su propiedad de no desestabilizar la forma
hexamérica de la insulina.

Al tratarse de la constante de disociacion con respecto a iones de calcio, ésta es determinada como
sigue a continuacion.

Son preparadas soluciones que contienen 2,5 mM de CaClz, 150 mM de NaCl y concentraciones
crecientes de compuesto polianiénico (comprendidas entre 0 y 20 mM). El potencial de todas estas
formulaciones se mide y se determinan las concentraciones de iones de calcio libres en las
formulaciones. Después de linealizacion con el método de Scatchard, las constantes de disociacion se
establecen. Estos datos permiten comparar la afinidad de los carboxilatos y de los fosfatos de los
diferentes compuestos polianidnicos hacia el calcio Ca.

Al tratarse de su propiedad de no desestabilizar la forma hexamérica de la insulina esta propiedad es
medida mediante dicroismo circular en comparacion con la insulina sola (sin compuesto aniénico ni
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compuesto polianidnico), véanse los protocolos experimentales en la parte experimental D.
Preparacion de una solucion de citrato de sodio a 1, 188 M

Una solucion de citrato de sodio es obtenida solubilizando 9,0811 g de citrato de sodio (30,9 mmol) en
25 ml de agua en un matraz graduado. El pH se ajusta exactamente a 7,4 mediante la adicion de 1 ml
de HCI 1 M. La solucién es filtrada sobre una membrana de 0,22 um.

Preparacién de una solucion de m-cresol 130 mM

Una solucién de m-cresol es obtenida solubilizando 14,114 g de m-cresol (130 mmol) en 986,4 ml de
agua en un matraz graduado de 1 1.

Preparacion de una solucion de m-cresol y glicerina (m-cresol 96,6 mM y glicerina 566 mM)

73,3 g de la solucién de m-cresol a 130 mM son afiadidas a 5,26 g de glicerina y a continuacién se
diluyen mediante la adicion de 22,25 g de agua. La solucion obtenida de m-cresol y glicerina es
homogenizada durante 30 minutos y a continuacion se filtra sobre una membrana de 0,22 pm.

Preparacion de una solucion de Tween 20a 32,7 mM

Una solucién de Tween 20 es obtenida solubilizando 2,0079 g de Tween 20 (1,636 mmol) en 50 ml de
agua en un matraz graduado. La solucion es filtrada sobre una membrana de 0,22 um

B6. Preparacion de una solucién de insulina humana a 500 Ul/ml

15 g de agua son afiadidas a 563,6 mg de insulina humana, y a continuacién el pH es reducido a pH
acido mediante la adicion de 5,98 g de HCI 0,1 N. Después de la solubilizacién completa de la insulina
a pH acido, la solucién es neutraizada a pH 7,2 mediante la adicion de 8,3 ml de NaOH 0,1 N. A
continuacion la concentracion es ajustada a 500 Ul/ml mediante la adicién de 0,76 g de agua. Por
Gltimo la solucion es filtrada sobre una membrana de 0,22 pm.

B7. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
lispro] de 2,0, los diferentes reactivos son afiadidos en las cantidades que se especifican a
continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 1 liofilizado 730 mg

Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml
El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.
La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B8. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 1y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracién de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos se afiaden en las
cantidades que se especifican a continuacién y en el siguiente orden:

Compuesto 1 liofilizado 730 mg
Solucién comercial Humalog® 100 Ul/mi 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B9. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 1 y
del compuesto polianiénico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcion de masa [compuesto
1])/[compuesto polianidnico 1]/[insulina lispro] de 2,0/2,0/1, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades que se especifican a continuacion y en el orden siguiente:

Compuesto 1 liofilizado 730 mg
Compuesto polianionico 1 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 mi
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El compuesto polianiénico 1 puede ser utilizado en la forma &acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B10. Preparacion de una solucion de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 1y
del compuesto polianiénico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcion de masa [compuesto
1])/[compuesto polianionico 1]/[insulina lispro] de 2,0/5,5/1, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades que se especifican a continuacion y en el orden siguiente:

Compuesto 1 liofilizado 730 mg
Compuesto polianionico 1 liofilizado 2000 mg
Solucién comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 mi

El compuesto polianiénico 1 puede ser utilizado en la forma acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio o de otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B11. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 2 y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 2]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentraciéon de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos se afiaden en las
cantidades que se especifican a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 2 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml
Solucioén de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y se almacena a 4 °C.

B12. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 2 y
del compuesto polianiénico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcion de masa [compuesto
2])/[compuesto polianiénico 1]/[insulina lispro] de 2,0/2,0/1, los diferentes reactivos son afadidos en las
cantidades que se especifican a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 2 liofilizado 730 mg
Compuesto polianionico 1 liofilizado 730 mg
Solucién comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 mi

El compuesto polianiénico 1 puede ser utilizado en la forma acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final se ajustaa 7,4 +0,4.

La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y es almacenada a 4 °C.

B13. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 2 y
del compuesto polianiénico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcion de masa [compuesto
2])/[compuesto polianiénico 1]/[insulina lispro] de 2,0/5,5/1, los diferentes reactivos son afadidos en las
cantidades que se especifican a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 2 liofilizado 730 mg
Compuesto polianionico 1 liofilizado 2000 mg
Solucién comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 mi

El compuesto polianiénico 1 puede ser utilizado en la forma acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B14. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 1
Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 1]/[insulina

lispro] de 4, los diferentes reactivos son afiadidos en las cantidades especificadas:
Compuesto 1 en forma liofilizada 1460 mg
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Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml
El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y se almacena a 4 °C.

B15. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 2.

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
lispro] de 4, los diferentes reactivos son afiadidos en las cantidades especificadas:

Compuesto 2 en forma liofilizada 1460 mg

Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml
El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y se almacena a 4 °C.

B16. Preparacién de una solucion de analogo de insul  ina lispro a 100 Ul/ml en presencia del
compuesto 1 y de tartrato de sodio

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracion de 80 mM de tartrato de sodio, los diferentes reactivos son afiadidos
en las cantidades que se especifican a continuacion:

Compuesto 1 en forma liofilizada 730 mg
Solucién comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml
Tartrato de sodio 1,552 ¢

Para el tartrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y se almacenada a 4 °C.

B17. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 1y
del compuesto polianiénico 1.

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon, con una proporcion de masa [compuesto
1])/[compuesto polianiénico 1)/[insulina lispro] de 2/4/1, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades que se especifican a continuacion:

Compuesto 1 en forma liofilizada 730 mg
Compuesto polianionico 1 en forma liofilizada 1460 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml

El compuesto polianiénico 1 se puede utilizar en la forma acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pum y almacenada a 4 °C.

B18. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 1y
de trifosfato de sodio

Para un volumen final de 100 ml de formulacién los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades que se especifican a continuacion:

Compuesto 1 en forma liofilizada 730 mg
Trifosfato de sodio 184 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml

Para el trifosfato, se puede utilizar, la forma acida o la forma béasica en forma de sal de sodio, de sal
de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B19. Preparacion de una solucion de analogo de insul ina lispro a 100 Ul/ml en presencia de
compuesto 2 y de tartrato de sodio

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracion de 80 mM de tartrato de sodio, los diferentes reactivos son afiadidos
en las cantidades que se especifican a continuacion:

Compuesto 2 en forma liofilizada 730 mg
Solucién comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 mi
Tartrato de sodio 1,552¢

Para el tartrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.
El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
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pmy es almacena a 4 °C.

B20. Preparacién de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 2 y
de compuesto polianionico 1.

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcion de masa [compuesto
2]/[compuesto polianionico 1]/[insulina lispro] de 2/4/1, los diferentes reactivos son afiadidas en las
cantidades que se especifican a continuacién:

Compuesto 2 en forma liofilizada 730 mg
Compuesto polianionico 1 en forma liofilizada 1460 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml

El compuesto polianionico 1 se puede utilizar en la forma acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final se ajusta a 7,4 + 0,4. La solucion transparente se filtra sobre una membrana de 0,22 um y
se almacena a 4 °C.

B21. Preparacién de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 2 y
de trifosfato de sodio

Para un volumen final de 100 ml de formulacién los diferentes reactivos se afaden en las cantidades
que se especifican a continuacion:

Compuesto 2 en forma liofilizada 730 mg
Trifosfato de sodio 184 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml

Para el trifosfato, se puede utilizar, la forma acida o la forma béasica en forma de sal de sodio, de sal
de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pum y almacenada a 4 °C.

B22. Preparacién de una solucion de analogo de insul  ina (insulina lispro) a 200 Ul/ml

La formulaciéon comercial de insulina lispro (Humalog®) ha sido concentrada utilizando unos tubos de
centrifugacion AMICON Ultra-15 con una secciéon a 3 kDa. En primer lugar los tubos Amicon se
enjuagaron con 12 ml de agua desionizada. Se centrifugaron 12 ml de la formulacion comercial
durante 35 minutos a 4000g a 20°C. El volumen de la fraccion retenida ha sido medida y la
concentracion asi estimada. Todas las fracciones retenidas han sido puestas en comun y la
concentracion global ha sido estimada (> 200 Ul/ml).

La concentracion de esta solucion de insulina lispro concentrada ha sido ajustada a 200 Ul/ml por
adicién de la formulacion comercial de insulina lispro (Humalog®). La formulacién de insulina lispro
concentrada presenta las mismas concentraciones de excipientes (m-cresol, glicerina, fosfato) que la
formulaciéon comercial a 100 Ul/ml.

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B23. Preparacion de una solucion de insulina lispro a 200 Ul/ml en presencia del compuesto 1y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
lispro] de 2, los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina lispro a 200 Ul/mi 100 mi
Liofilizado del compuesto 1 1460 mg
Solucién de citrato de sodio a 1,118 M 1566 pl

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrado sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B24. Preparacion de una solucion de insulina lispro a 200 Ul/ml en presencia del compuesto 1y
del compuesto polianiénico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacion con una proporcion de masa [compuesto
1])/[compuesto polianiénico 1]/[insulina lispro] de 2/2/1, los diferentes reactivos son mezclados en las
cantidades que se detallan a continuacion.

Insulina lispro a 200 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 1460 mg
Liofilizado del compuesto polianidnico 1 1460 mg

El compuesto polianiénico 1 se puede utilizar en la forma acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.
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El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B25. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 200 Ul/ml en presencia del compuesto 1y
del compuesto polianidnico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacion con una proporcion de masa [compuesto
1])/[compuesto polianiénico 1)/[insulina lispro] de 2/4/1, los diferentes reactivos son mezclados en las
cantidades que se detallan a continuacion.

Insulina lispro a 200 Ul/ml 100 mi
Liofilizado del compuesto 1 1460 mg
Liofilizado del compuesto polianidnico 1 2920 mg

El compuesto polianiénico 1 puede ser utilizado en la forma &acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y se almacena a 4 °C.

B26. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 200 Ul/ml en presencia del compuesto 2 y
del compuesto polianidnico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacion con una proporcion de masa [compuesto
2]/[compuesto polianiénico 1]/[insulina lispro] de 2/4/1, los diferentes reactivos son mezclados en las
cantidades que se detallan a continuacion.

Insulina lispro a 200 Ul/ml 100 mi
Liofilizado del compuesto 2 1460 mg
Liofilizado del compuesto polianidnico 1 2920 mg

El compuesto polianiénico 1 puede ser utilizado en la forma &acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B27. Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de tartrato

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
humana] de 2 y 80 mM de tartrato, los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se
detallan a continuacion:

Insulina humana a 500 Ul/mi 20 mi
Solucion del compuesto 1 a 36,01 mg/ml 20,27 ml
Solucién de m-cresol 96,6 mM/glicerina 566 mM 30 ml
Agua 28,95 ml
Tartrato de sodio 15529

Para el tartrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es de 7,4 + 0,4. Esta solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 pumy a
continuacion colocada a +4 °C.

B28. Preparacién de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de trifosfato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién los diferentes reactivos son mezclados en las
cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina humana a 500 Ul/ml 20 ml
Solucién del compuesto 1 a 36,01 mg/mi 20,27 ml
Solucién de m-cresol 96,6 mM/glicerina 566 mM 30 ml
Agua 28,95 ml
Tartrato de sodio 184 mg

Para el trifosfato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal
de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es de 7,4 £ 0,4. Esta solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 ymy a
continuacion colocada a +4 °C.

B29. Preparacion de una solucion de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de tartrato

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
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humana] de 2 y 80 mM de tartrato, los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se
detallan a continuacion:

Insulina humana a 500 Ul/ml 20 ml
Solucion del compuesto 2 a 36,01 mg/ml 20,27 ml
Solucién de m-cresol 96,6 mM/glicerina 566 mM 30 ml
Agua 28,95 ml
Tartrato de sodio 1,552 ¢

Para el tartrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es de 7,4 £ 0,4.

Esta solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 pm a continuaciéon colocada a
+4 °C.

B30. Preparacién de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de trifosfato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién los diferentes reactivos son mezclados en las
cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina humana a 500 Ul/mi 20 ml
Solucién del compuesto 2 a 36,01 mg/mi 20,27 ml
Solucion de m-cresol 96,6 mM/glicerina 566 mM 30 ml
Agua 28,95 ml
Trifosfato de sodio 184 mg

Para el trifosfato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal
de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es de 7,4 £ 0,4. Esta solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 ymy a
continuacién colocada a +4 °C.

B31. Preparacién de una solucion de insulina humana a 200 Ul/ml

La formulacion comercial de insulina humana (Humulin® R) ha sido concentrada utilizando unos tubos
de centrifugacion AMICON Ultra-15 con un corte a 3 kDa. En primer lugar los tubos Amicon se
enjuagaron con 12 ml de agua desionizada. Se centrifugaron 12 ml de la formacién comercial durante
35 minutos a 4000 g a 20 °C. El volumen de la fraccién retenida ha sido medida y la concentracion se
calculé de ese modo. Todas las fracciones retenidas han sido puestas en comun y la concentracion
global ha sido estimada(> 200 Ul/ml).

La concentracion de esta solucién de insulina humana concentrada ha sido ajustada a 200 Ul/ml por
adicion de la formulacion comercial de insulina humana (Humulin® R). La formulaciéon de insulina
humana concentrada presentan las mismas concentraciones de excipientes (m-cresol, glicerina) que
la formulacion comercial a 100 Ul/ml

El pH final es ajustada a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B32. Preparacion de una solucién de insulina humana a 200 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
humana] de 2, los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina humana a 200 Ul/mi 100 mi
Liofilizado del compuesto 1 1460 mg
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 1566 pl

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pum y almacenada a 4 °C.

B33. Preparacién de una solucién de insulina humana a 200 Ul/ml en presencia del compuesto
1y del compuesto polianiénico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto
1])/[compuesto polianionico 1)/[insulina humana] de 2/2/1, los diferentes reactivos son mezclados en las
cantidades que se detallan a continuacion

Insulina humana a 200 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 1460 mg
Liofilizado del compuesto polianiénico 1 1460 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.
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B34. Preparacion de una solucién de insulina humana a 200 Ul/ml en presencia del compuesto
1y del compuesto polianiénico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto
1])/[compuesto polianionico 1)/[insulina humana] de 2/4/1, los diferentes reactivos son mezclados en las
cantidades que se detallan a continuacion

Insulina humana a 200 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 1460 mg
Liofilizado del compuesto polianiénico 1 2920 mg

El compuesto polianiénico 1 puede ser utilizado en la forma &acida o en la forma basica bajo forma de
sal de sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final se ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B35. Preparacion de una solucién de insulina humana a 200 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
humana] de 2, los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion

Insulina humana a 200 Ul/mi 100 mi
Liofilizado del compuesto 2 1460 mg
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 1566 pl

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pum y almacenada a 4 °C.

B36. Preparaciéon de una solucién de insulina humana a 200 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y del compuesto polianiénico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto
2])/[compuesto polianionico 1]/[insulina humana] de 2/2/1, los diferentes reactivos son mezclados en las
cantidades que se detallan a continuacion

Insulina humana a 200 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 1460 mg
Liofilizado del compuesto polianiénico 1 1460 mg

El compuesto polianidnico 1 puede ser utilizado en la forma acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B37. Preparacion de una solucién de insulina humana a 200 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y del compuesto polianiénico 1

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto
2])/[compuesto polianionico 1]/[insulina humana] de 2/4/1, los diferentes reactivos son mezclados en las
cantidades que se detallan a continuacion

Insulina humana a 200 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 1460 mg
Liofilizado del compuesto polianiénico 1 2920 mg

El compuesto polianiénico 1 puede ser utilizado en la forma acida o la forma basica en forma de sal de
sodio, de sal de potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C

B38. Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
humana] de 2 y 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se
detallan a continuacion:

Insulina humana a 500 Ul/mi 20 ml
Solucion del compuesto 2 a 36,01 mg/ml 20,27 ml
Solucion de m-cresol 96,6 mM/glicerina 566 mM 30 ml
Agua 28,95 ml
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Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pul
Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.
El pH final es de 7,4 + 0,4. Esta solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 pumy a
continuacion es colocada a +4 °C.

B39. Preparacién de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
humana] de 2 y 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se
detallan a continuacion:

Insulina humana a 500 Ul/mi 20 mi
Solucién del compuesto 1 a 36,01 mg/mi 27 ml
Solucion de m-cresol 96,6 mM/glicerina 566 mM 30 ml
Agua 28,95 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es de 7,4 £ 0,4. Esta solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 ymy a
continuacién es colocada a +4 °C.

B40. Preparacion de una solucién de insulina Aspart a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 1
y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 1]/[insulina
Aspart] de 2,0 y una concentracién de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afadidos en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 1 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Novolog® 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma béasica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y es almacenada a 4 °C.

B41. Solucién de insulina analoga rapida Apidra® a1 00 Ul/ml

Esta solucibn es una solucion comercial de insulina glulisina de Sanofi-Aventis
comercializada con el nombre de Apidra®. Este producto es un analogo rapido de insulina.

B42. Preparacion de una solucién de insulina glulisi na a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
glulisina] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos se afiaden en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 1 liofilizado 730 mg
Solucion comercial de Apidra® 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B43. Preparacion de una solucién de insulina Aspart a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 2
y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
Aspart] de 2,0 y una concentracién de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afadidos en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 2 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Novolog® 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
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potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.
El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.
La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B44. Preparacion de una solucién de insulina glulisi na a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 2]/[insulina
glulisina] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afadidos en en
las cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 2 liofilizado 730 mg
Solucion comercial de Apidra® 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B45. Preparacién de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 5y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 5]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracién de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 5 liofilizado 730 mg
Solucién comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C

B46. Preparacién de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 6 y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 6]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracién de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 6 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 mi
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma béasica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B47. Preparacién de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 7 y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 7]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracién de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 7 liofilizado 730 mg
Solucién comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 mi
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y es almacenada a 4 °C.

B48. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 8 y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 8]/[insulina

lispro] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:
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Compuesto 8 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B49. Preparacién de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 9 y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 9]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracién de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 9 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.
El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

B50. Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
5y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 5]/[insulina
humana] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 5 liofilizado 730 mg
Solucién comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B51. Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
6 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcién de masa [compuesto 6]/[insulina
humana] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 6 liofilizado 730 mg
Solucién comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma béasica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B52. Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
7 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 7]/[insulina
humana] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades que se especifican a continuacién y en el siguiente orden:

Compuesto 7 liofilizado 730 mg
Solucién comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B53. Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
8 y de citrato
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Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 8]/[insulina
humana] de 2,0 y una concentracién de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afadidos en las
cantidades que se especifican a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 8 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B54. Preparacién de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
9 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 9]/[insulina
humana] de 2,0 y una concentracién de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afadidos en las
cantidades que se especifican a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 9 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B55.Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 2

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporciéon de masa [compuesto 2]/[insulina
humana] de 2,0, los diferentes reactivos son afadidos en las cantidades que se especifican a
continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 2 liofilizado 730 mg

Solucion comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml
El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.
La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y se almacena a 4 °C.

B56.Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 7

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 7]/[insulina
humana] de 2,0, los diferentes reactivos son afiadidos en las cantidades que se especifican a
continuacién y en el siguiente orden:

Compuesto 7 liofilizado 730 mg

Solucion comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.
La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B57. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 10
y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcién de masa [compuesto 10]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades que se especifican a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 10 liofilizado 730 mg
Solucién comercial Humalog® R 100 Ul/ml 100 mi
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C

B58. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 11
y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcién de masa [compuesto 11]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
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cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 11 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humalog® R 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.
El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

B59. Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
10 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcién de masa [compuesto 10]/[insulina
humana] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades especificadas a continuacion y en el siguiente orden:

Compuesto 10 liofilizado 730 mg
Solucién comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B60. Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
11 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcién de masa [compuesto 11]/[insulina
humana] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades que se especifican a continuacién y en el siguiente orden:

Compuesto 11 liofilizado 730 mg
Solucién comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma béasica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacién inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B61. Preparacion de una solucion de insulina Aspart a 200 Ul/ml

La formulacién comercial de insulina Aspart (Novolog®) ha sido concentrada utilizando unos tubos de
centrifugacion AMICON Ultra-15 con un corte a 3 kDa. En primer lugar los tubos Amicon se
enjuagaron con 12 ml de agua desionizada. Se centrifugaron 12 ml de la formulacion comercial
durante 35 minutos a 4000 g a 20 °C. El volumen de la fraccién retenida se midié y la concentracién se
calculé de ese modo. Todas las fracciones retenidas se pusieron en comun y la concentracion global
ha sido estimada (> 200 Ul/ml).

La concentracion de esta solucién de insulina Aspart concentrada ha sido ajustada a 200 Ul/ml por
adiciéon de la formulacion comercial de insulina Aspart (Novolog®). La formulacion concentrada de
insulina Aspart concentrada presenta las mismas concentraciones en excipientes (m-cresol, glicerina)
que la formulaciéon comercial a 100 Ul/ml.

Jugando con el tiempo de centrifugacién y con la dilucién final con la formulacion comercial, es posible
preparar de la misma manera unas formulaciones de insulina Aspart a 300, 400 o 500 Ul/ml.

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B62. Preparacion de una solucion de insulina glulisi na a 200 Ul/ml

La formulacién comercial de insulina glulisina (Apidra®) ha sido concentrada utilizando unos tubos de
centrifugacion AMICON Ultra-15 con un corte a 3 kDa. En primer lugar los tubos Amicon se
enjuagaron con 12 ml de agua desionizada. Se centrifugaron 12 ml de la formacién comercial durante
35 minutos a 4000 g a 20 °C. El volumen de la fraccién retenida se midié y la concentracién se calculé
de ese modo. Todas las fracciones retenidas han sido puestos en comun y la concentracion global ha
sido estimada (> 200 Ul/ml).

La concentracion de esta solucién de insulina glulisina concentrada ha sido ajustada a 200 Ul/ml por
adicion de la formulacién comercial de insulina glulisina (Apidra®). La formulacion de insulina glulisina
concentrada presentan las mismas concentraciones en excipientes (m-cresol, NaCl, TRIS) que la
formulaciéon comercial a 100 Ul/ml.

Jugando con el tiempo de centrifugacién y con la dilucién final con la formulacion comercial, es posible
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preparar de la misma manera formulaciones de insulina glulisina a 300, 400 o 500 Ul/ml.
El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B63. Preparacion de una solucién de insulina Aspart a 200 Ul/ml en presencia del compuesto 1
a 14,6 mg/ml y de 18,6 mM de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
Aspart] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a continuacion
y en el orden que sigue:

Liofilizado del compuesto 1 1460 mg
Insulina Aspart a 200 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 1566 ul

El pH final es ajustado a 7,4 +0,4. La solucidn transparente se filtra sobre una membrana de 0,22 um
y se almacena a 4 °C.

B64. Preparacion de una solucién de insulina humana, de insulina lispro, de insulina Aspart o
de insulina glulisina a 300, 400 y 500 Ul/ml

Se preparan formulaciones concentradas de insulina humana, de insulina lispro, de insulina Aspart o
de insulina glulisina a 300 Ul/ml, 400 Ul/ml é 500 Ul/ml (asi como a todas las concentraciones
intermedias) sobre la base del protocolo del ejemplo B62 con respecto a la preparacion de una
solucion de insulina glulisina a 200 Ul/ml La formulacién comercial de insulina se concentra utilizando
unos tubos de centrifugacion AMICON Ultra-15 con un corte a 3 kDa. En primer lugar los tubos
Amicon se enjuagan con 12 ml de agua desionizada. 12 ml de la formulacién comercial son
centrifugados a 4000 g y 20°C. Jugando con el tiempo de centrifugacion es posible ajustar la
concentracion final de insulina en la formulacién. El volumen de la fraccion retenida es medida y la
concentracion es estimada. Todas las fracciones retenidas son puestas en comun y la concentraciéon
global es estimada (> 300, 400 o 500 Ul/ml).

La concentracidn de esta solucidon de insulina concentrada es ajustada a la concentracién deseada
(por ejemplo, 300 Ul/ml, 400 Ul/ml o0 500 Ul/ml) por adicién de la formulacion de insulina (Humulin® R,
Novolog®, Humalog® o Apidra®). La formulacién concentrada de insulina concentrada presentan las
mismas concentraciones de excipientes que la formulacion comercial a 100 Ul/ml.

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y se almacena a 4 °C.

B65. Preparacién de una solucion de insulina glulisi na a 200 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
glulisina] de 2, los diferentes reactivos se mezclan en las cantidades que se detallan a continuacion y
en el orden que sigue:

Liofilizado del compuesto 1 1460 mg
Insulina glulisina a 200 Ul/ml 100 mi
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 1566 ul

El pH final es ajustadop a 7,4 £ 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y se almacena a 4 °C.

B66. Preparacion de una solucién de insulina Aspart a 300 Ul/ml en presencia del compuesto 1
y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
Aspart] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina Aspart a 300 Ul/ml 100 mi
Liofilizado del compuesto 1 2190 mg
Citrato de sodio 720 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B67. Preparacion de una solucién de insulina glulisi na a 300 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina

glulisina] de 2,0 los diferentes reactivos se mezclan en las cantidades que se detallan a continuacion:
Insulina glulisina a 300 Ul/mi 100 mi
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Liofilizado del compuesto 1 2190 mg

Citrato de sodio 720 mg
El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente se filtra sobre una membrana de 0,22 pm
y almacenada a 4 °C.

B68. Preparacién de una solucion de insulina Aspart a 400 Ul/ml en presencia del compuesto 1

y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
Aspart] de 2, los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina Aspart a 400 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 2920 mg
Citrato de sodio 960 mg

El pH final se ajusta a 7,4 + 0,4. La solucion transparente se filtra sobre una membrana de 0,22 um y
se almacena a 4 °C.

B69. Preparacion de una solucién de insulina glulisi na a 400 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
glulisina] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina glulisina a 400 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 2920 mg
Citrato de sodio 960 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B70. Preparacion de una solucién de insulina Aspart a 500 Ul/ml en presencia del compuesto 1
y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
Aspart] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina Aspart a 500 Ul/ml 100 mi
Liofilizado del compuesto 1 3650 mg
Citrato de sodio 1200 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pum y almacenada a 4 °C.

B71. Preparacién de una solucion de insulina glulisi na a 500 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
glulisina] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina glulisina a 500 Ul/ml 100 mi
Liofilizado del compuesto 1 3650 mg
Citrato de sodio 1200 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B72. Preparacién de una solucién de insulina humana a 300 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
humana] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina humana a 300 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 2190 mg
Citrato de sodio 720 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B73. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 300 Ul/ml en presencia del compuesto 1y
de citrato.
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Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
lispro] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina lispro a 300 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 2190 mg
Citrato de sodio 720 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B74. Preparacion de una solucién de insulina humana a 400 Ul/ml en presencia del compuesto
1y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
humana] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina humana a 400 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 2920 mg
Citrato de sodio 960 mg

El pH final se ajusta a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um
y almacenada a 4 °C.

B75. Preparacién de una solucién de insulina lispro a 400 Ul/ml en presencia del compuesto 1y
de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
lispro] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina lispro a 400 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 2920 mg
Citrato de sodio 960 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B76. Preparaciéon de una solucién de insulina humana a 500 Ul/ml en presencia del compuesto
1 y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
humana] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina humana a 500 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 3650 mg
Citrato de sodio 1200 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y es almacenada a 4 °C.

B77. Preparacion de una solucién de insulina  lispro a 500 Ul/ml en presencia del compuesto 1y
de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 1]/[insulina
lispro] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina lispro a 500 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 1 3650 mg
Citrato de sodio 1200 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucidn transparente se filtra sobre una membrana de 0,22 um
y almacenada a 4 °C.

B78. Preparacién de una solucién de insulina lispro a 200 Ul/ml en presencia del compuesto 2 y
de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
lispro] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina lispro a 200 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 1460 mg
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 1566 pl

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pum y almacenada a 4 °C.

B79. Preparacién de una solucioén de insulina Aspart a 200 Ul/ml en presencia del compuesto 2
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y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
Aspart] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina Aspart a 200 Ul/ml 100 mi
Liofilizado del compuesto 2 1460 mg
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 1566 pl

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B80. Preparacién de una solucion de insulina glulisi na a 200 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
glulisina] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina glulisina a 200 Ul/mi 100 mi
Liofilizado del compuesto 2 1460 mg
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 1566 ul

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B81. Preparacion de una solucién de insulina Aspart a 300 Ul/ml en presencia del compuesto 2
y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
Aspart] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina Aspart a 300 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 2190 mg
Citrato de sodio 720 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B82. Preparacion de una solucién de insulina glulisi na a 300 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de citrato.

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
glulisina] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina glulisina a 300 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 2190 mg
Citrato de sodio 720 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B83. Preparacion de una solucién de insulina Aspart a 400 Ul/ml en presencia del compuesto 2
y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
Aspart] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina Aspart a 400 Ul/ml 100 mi
Liofilizado del compuesto 2 2920 mg
Citrato de sodio 960 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B84. Preparacién de una solucion de insulina glulisi na a 400 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina

glulisina] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:
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Insulina glulisina a 400 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 2920 mg
Citrato de sodio 960 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pum y almacenada a 4 °C.

B85. Preparacién de una solucion de insulina Aspart a 500 Ul/ml en presencia del compuesto 2
y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
Aspart] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion: |

Insulina Aspart a 500 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 3650 mg
Citrato de sodio 1200 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pum y almacenada a 4 °C.

B86. Preparacién de una solucion de insulina glulisi na a 500 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
glulisina] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina glulisina a 500 Ul/mi 100 mi
Liofilizado del compuesto 2 3650 mg
Citrato de sodio 1200 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B87. Preparacién de una solucién de insulina humana a 300 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
humana] de 2, los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina humana a 300 Ul/mi 100 mi
Liofilizado del compuesto 2 2190 mg
Citrato de sodio 720 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B88. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 300 Ul/ml en presencia del compuesto 2 y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
lispro] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina lispro a 300 Ul/ml 100 mi
Liofilizado del compuesto 2 2190 mg
Citrato de sodio 720 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pum y almacenada a 4 °C.

B89. Preparacion de una solucién de insulina humana a 400 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
humana] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina humana a 400 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 2920 mg
Citrato de sodio 960 mg

El pH final es ajustado 7,4 + 0,4. La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 pm
y almacenada a 4 °C.

B90. Preparacion de una solucion de insulina lispro a 400 Ul/ml en presencia del compuesto 2 y
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de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
lispro] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina lispro a 400 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 2920 mg
Citrato de sodio 960 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B91. Preparacion de una solucién de insulina humana a 500 Ul/ml en presencia del compuesto
2 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
humana] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a
continuacion:

Insulina humana a 500 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 3650 mg
Citrato de sodio 1200 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtradada sobre una membrana de 0,22
pm y almacenada a 4 °C.

B92. Preparacién de una solucién de insulina  lispro a 500 Ul/ml en presencia del compuesto 2 y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulaciéon con una proporcion de masa [compuesto 2]/[insulina
lispro] de 2,0 los diferentes reactivos son mezclados en las cantidades que se detallan a continuacion:

Insulina lispro a 500 Ul/ml 100 ml
Liofilizado del compuesto 2 3650 mg
Citrato de sodio 1200 mg

El pH final es ajustado a 7,4 + 0,4. La solucién transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22
pmy almacenada a 4 °C.

B93. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 3 y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 3]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades que se especifican a continuacién y en el siguiente orden:

Compuesto 3 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 mi
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final se ajustaa 7,4 +0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B94. Preparacion de una solucién de insulina lispro a 100 Ul/ml en presencia del compuesto 4 y
de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 4]/[insulina
lispro] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades que se especifican a continuacién y en el siguiente orden:

Compuesto 4 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humalog® 100 Ul/ml 100 mi
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B95. Preparacién de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
3 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacion, con una proporcion de masa [compuesto 3]/[insulina
humana] de 2,0 y una concentracién de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afadidos en las
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cantidades que se especifican a continuacién y en el siguiente orden:

Compuesto 3 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 um y almacenada a 4 °C.

B96. Preparacion de una solucién de insulina humana a 100 Ul/ml en presencia del compuesto
4 y de citrato

Para un volumen final de 100 ml de formulacién, con una proporcion de masa [compuesto 4]/[insulina
humana] de 2,0 y una concentracion de 9,3 mM de citrato, los diferentes reactivos son afiadidos en las
cantidades que se especifican a continuacién y en el siguiente orden:

Compuesto 4 liofilizado 730 mg
Solucion comercial Humulin® R 100 Ul/ml 100 ml
Solucién de citrato de sodio a 1,188 M 783 pl

Para el citrato, se puede utilizar, la forma acida o la forma basica en forma de sal de sodio, de sal de
potasio u otra sal compatible con una formulacion inyectable.

El pH final es ajustado a 7,4 £ 0,4.

La solucion transparente es filtrada sobre una membrana de 0,22 ymy almacenada a 4 °C.

C Farmacodinamica y farmacocinética
C1 : Protocolo de medicion de la farmacodinamica de las soluciones de insulina

12 cerdos domésticos de aproximadamente 50 kg, previamente cateterizados a nivel de la yugular, se
dejan en ayunas 2,5 horas antes del comienzo del experimento. En la hora que precede a la inyeccion
de insulina, se realizan 3 extracciones de sangre con el fin de determinar el nivel basal de glucosa y
de insulina.

La inyeccioén de insulina a la dosis de 0,09 Ul/kg para la insulina lispro y a la dosis de 0,125 Ul/kg para
la insulina humana y la insulina Aspart es realizada por via subcutanea a nivel del cuello, bajo la oreja
del animal con la ayuda de la pluma de insulina Novopen equipada con una aguja de calibre 31 G.

A continuacién se realizan extracciones sanguineas cada 4 minutos durante 20 minutos y a
continuacién cada 10 minutos hasta 3 horas. Después de cada extraccién con el catéter se enjuaga
con una solucién diluida de heparina.

Una gota de sangre es tomada para determinar la glucemia por medio de un glucémetro.

A continuacion se trazan las curvas de farmacodinamica de la glucosa y el tiempo necesario para
alcanzar la tasa minima de glucosa en la sangre para cada cerdo es determinado e informado como
Tmin de glucosa. A continuacién es calculado el promedio de los Tmin.

La sangre restante es recogida en un tubo seco y es centrifugado para aislar el suero. Las tasas de
insulina en las muestras de suero son medidas por el método inmunoenzimatico ELISA en sandwich
para cada cerdo.

A continuaciéon se trazan las curvas de farmacocinética. El tiempo necesario para alcanzar la
concentracion maxima de insulina en el suero para cada cerdo es determinado e informado como
Tmax de insulina. A continuacion se calcula el promedio de los Tmax de insulina.

C2: Resultados de farmacodindmica y de farmacocinética de las soluciones de insulinas de los
ejemplos B2 y B8

Ejemplo Insulin a Compuesto [ Compuesto polianiénico NUmero de cerdos
B2 Lispro - - 11
B8 Lispro 1 Citrato 9,3 mM 10

Los resultados de farmacodinamica obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B2 y B8
son presentados en la figura 1. De acuerdo con la invencién, el andlisis de estas curvas muestra que
la formulacion del ejemplo B8 que comprende el compuesto 1 y el citrato a 9,3 mM como excipiente
(curva trazada con los cuadrados que corresponden al ejemplo B8, Tmin de glucosa = 30 + 11 min)
permite obtener una accién mas rapida que la de la formulacién comercial Humalog® del ejemplo B2
(curva trazada con los triangulos que corresponden al ejemplo B2, Tmin de glucosa = 44 + 14 min).

Los resultados de farmacocinética obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B2 y B8
son representados en la figura 2. De acuerdo con la invencion, el analisis de estas curvas muestra que
la formulacién del ejemplo B8 que comprende el compuesto 1y el citrato a 9,3 mM como excipientes
(curva trazada con los cuadrados que corresponden al ejemplo B8, Tmax de insulina =11 + 6 min)
induce una absorcidbn mas rapida de la insulina lispro que la formulacién comercial Humalog® del
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ejemplo B2 (curva trazada con los triangulos que corresponden al ejemplo B2, Tmax de
insulina = 18 £ 8 min).

C3: Resultados de farmacodinamica y de farmacocinética de las soluciones de insulinas De los
ejemplos B2y B10

Ejemplo Insulina Compuesto [ Compuesto polianiénico NUmero de cerdos
B2 Lispro - - 11
B10 Lispro 1 Compuesto polianiénico 1 11

Los resultados de farmacodinamica obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B2 y
B10 son representados en la figura 3. De acuerdo con la invencién, el andlisis de estas curvas
muestra que la formulacién del ejemplo B10 que comprende el compuesto 1 y el compuesto
polianiénico 1 como excipientes a 20 mg/ml (curva trazada con los cuadrados que corresponden al
ejemplo B10, Tmin de glucosa = 33 = 13 min) permite obtener una accién mas rapida que la de la
formulacion comercial Humalog® del ejemplo B2 (curva trazada con los triangulos que corresponden
al ejemplo B2, Tmin de glucosa = 44 + 14 min).

Los resultados de farmacocinética obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B2 y B10
son representados en la figura 4. De acuerdo con la invencion, el analisis de estas curvas muestra que
la formulacion del ejemplo B10 que comprende el compuesto 1 y el compuesto polianiénico 1 como
excipientes a 20 mg/ml (curva trazada con los cuadrados que corresponden al ejemplo B10, Tmax de
insulina = 15 £ 9 min) induce una absorciébn mas rapida de la insulina lispro que la formulacién
comercial Humalog® del ejemplo B2 (curva trazada con los triangulos que corresponden al ejemplo
B2, Tméax de insulina = 18 + 8 min).

C4: Resultados de farmacodinamica y de farmacocinética de las soluciones de insulinas de los
ejemplos B2 y B7

Ejemplo Insulina Compuesto | Compuesto polianiénico NUmero de cerdos
B2 Lispro - - 12
B7 Lispro 1 - 12

Los resultados de farmacodinamica obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B2 y B7
son representadas en la figura 5. De acuerdo con la invencion, el analisis de estas curvas muestra que
la formulacion del ejemplo B7 que comprende el compuesto 1 como excipiente (curva trazada con los
cuadrados que corresponden al ejemplo B7, Tmin de glucosa =41 + 16 min) induce un inicio de la
accion mas rapido que la de la formulacién comercial Humalog® del ejemplo B2 (curva trazada con los
triangulos que corresponden al ejemplo B2, Tmin de glucosa = 50 * 14 min).

Los resultados de farmacocinética obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B2 y B7
son representados en la figura 6. El analisis de estas curvas muestra que la formulacion que
comprende el compuesto 1 como excipiente (curva trazada con los cuadrados que corresponden al
ejemplo B2, Tmax de insulina = 21 + 10 min) no induce una absorcion mas rapida de la insulina lispro
qgue la formulacion comercial Humalog® del ejemplo B2 (curva trazada con los triangulos que
corresponden al ejemplo B2 (Tmax de insulina = 20 + 9 min). Por lo tanto el compuesto 1 solo no es
suficiente para inducir una aceleracion significativa de la farmacocinética de la insulina lispro.

C5: Resultados de farmacodinamica y de farmacocinética de las soluciones de insulinas de los
ejemplos B1y B3

Ejemplo Insulina Compuesto | Compuesto polianiénico NUmero de cerdos
Bl Aspart - - 11
B3 Humana - - 11

Los resultados de farmacodinamica obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B1 y B3
son representados en la figura 7. El andlisis de estas curvas muestra que la formulacion de insulina
humana del ejemplo B3 (curva trazada con los cuadrados que corresponden al ejemplo B3, Tmin de
glucosa = 61 + 31 min) tiene una accidn bastante mas lenta que la de la formulacién comercial de
insulina Aspart del ejemplo B1 (curva trazada con los triangulos que corresponden al ejemplo B1,
Tmin de glucosa = 44 + 13 min).

Los resultados de farmacocinética obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B1 y B3
son representadas en la figura 8. El andlisis de estas curvas muestra que la formulacién de insulina
humana sola del ejemplo B3 (curva trazada con los cuadrados que corresponden al ejemplo B3, Tmax
de insulina = 36 + 33 min) induce una absorciéon bastante mas lenta que la formulacion comercial de
insulina Aspart (Novolog®) del ejemplo B1 (curva trazada con los triangulos que corresponden al
ejemplo B1, Tmax de insulina = 28 + 13 min).
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Estos resultados son conformes con los de la bibliografia con una aceleracién de la disminucién de la
glucemia y de la absorcion de la insulina para un andlogo rapido de insulina con respecto a una
insulina humana.

C6: Resultados de farmacodinamica y de farmacocinética de las soluciones de insulinas de los
ejemplos B1 y B39

Ejemplo Insulina Compuesto [ Compuesto polianiénico NUmero de cerdos
Bl Aspart - - 14
B39 Humana 1 Citrato 9,3 mM 5

Los resultados de farmacodinamica obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos Bl y
B39 son representadas en la figura 9. El andlisis de estas curvas muestra que la formulaciéon a base
de insulina humana del ejemplo B39 que comprende el compuesto 1 y el citrato a 9,3 mM como
excipientes (curva trazada con los cuadrados que corresponden al ejemplo B39, Tmin de
glucosa = 46 + 9 min) permite obtener una accion similar a la de la formulaciéon comercial de insulina
Aspart (Novolog®) del ejemplo B1 (curva trazada con los triangulos que corresponden al ejemplo B1,
Tmin de glucosa = 53 + 24 min).

Los resultados de farmacocinética obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B1 y B39
son representadas en la figura 10. El analisis de estas curvas muestra que la formulacién del ejemplo
B39 que comprende el compuesto 1 y el citrato a 9,3 mM como excipientes (curva trazada con los
cuadrados que corresponden al ejemplo B39, Tméax de insulina = 20 £ 7 min) inducen una absorcién
de la insulina humana similar a la de la formulacion comercial de insulina Aspart (Novolog®) del
ejemplo B1 (curva trazada con los triangulos que corresponden al ejemplo Bl, Tméax de
insulina = 22 £ 10 min).

Los parametros de tiempo de la insulina Aspart (Novolog®) entre los ejemplos C5 y C6 siendo
similares, se puede deducir por extrapolacién que la formulacién del ejemplo B39 induce una
aceleracion de la disminucion de la glucemia y de la absorcion de la insulina humana con respecto a la
formulacion comercial de la insulina humana (ejemplo B3).

C7: Resultados de farmacodindmica y de farmacocinética de las soluciones de insulinas de los
ejemplos B2y B11

Ejemplo Insulina Compuesto [ Compuesto polianiénico NUmero de cerdos
B2 Lispro - - 26
B11 Lispro 2 Citrato 9,3 mM 23

Los resultados de farmacodinamica obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B2 y
B11 son representados en la figura 13. De acuerdo con la invencion, el andlisis de estas curvas
muestra que la formulacion del ejemplo B11 que comprende el compuesto 2 y el citrato a 9,3 mM
como excipientes (curva trazada con los cuadrados que corresponden al ejemplo B11, Tmin de
glucosa = 32 £ 10 min) permite obtener una accién mas rapida que la de la formulacién comercial
Humalog® del ejemplo B2 (curva trazada con los triangulos que corresponden al ejemplo B2, Tmin de
glucosa =41 + 21 min).

Los resultados de farmacocinética obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B2 y B11
son representados en la figura 14. De acuerdo con la invencion, el andlisis de estas curvas muestra
que la formulacion del ejemplo B11 que comprende el compuesto 2 y el citrato a 9,3 mM como
excipientes (curva trazada con los cuadrados que corresponden al ejemplo Bll, Tmax de
insulina = 13 £ 5 min) induce una absorciébn mas rapida de la insulina lispro que la formulacién
comercial Humalog® del ejemplo B2 (curva trazada con los tridngulos que corresponden al ejemplo
B2, Tméax de insulina = 22 + 13 min).

C8: Resultados de farmacodindmica y de farmacocinética de las soluciones de insulinas de los
ejemplos B1 y B38

Ejemplo Insulina Compuesto [ Compuesto polianiénico NUmero de cerdos
Bl Aspart - - 37
B38 Humana 2 Citrato 9,3 mM 31

Los resultados de farmacodinamica obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos Bl y
B38 son representados en la figura 15. El andlisis de estas curvas muestra que la formulacion a base
de insulina humana del ejemplo B38 que comprende el compuesto 2 y el citrato a 9,3 mM como
excipientes (curva trazada con los cuadrados que corresponden al ejemplo B102, Tmin de
glucosa = 47 + 30 min) permite obtener una accion similar a la de la formulacion comercial de insulina
Aspart (Novolog®) del ejemplo B1 (curva trazada con los triangulos que corresponden al ejemplo B1,
Tmin de glucosa = 47 £ 15 min).
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Los resultados de farmacocinética obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B1 y B38
son representados en la figura 16. El analisis de estas curvas muestra que la formulacién del ejemplo
B38 que comprende el compuesto 2 y el citrato a 9,3 mM como excipientes (curva trazada con los
cuadrados que corresponden al ejemplo B38, Tmax de insulina = 22 + 21 min) induce una absorcién
de la insulina humana similar a la de la formulacion comercial de insulina Aspart (Novolog®) del
ejemplo Bl (curva trazada por los triangulos que corresponden al ejemplo Bl, Tmax de
insulina = 19 £+ 12 min).

Los parametros de tiempo de la insulina Aspart (Novolog®) entre los ejemplos C5 y C8 siendo
aproximados, se puede deducir por extrapolacion que la formulacion del ejemplo B38 induce una
aceleracion de la disminucion de la glucemia y de la absorcion de la insulina humana con respecto a la
formulaciéon comercial de la insulina humana (ejemplo B3).

C9: Resultados de farmacodinamica y de farmacocinética de las soluciones de insulinas de los
ejemplos B1y B53

Ejemplo Insulina Compuesto Co.mp.L'Je.sto NUmero de cerdos
polianiénico
Bl Aspart - - 12
B53 Humana Compuesto 8 Citrato 9,3 mM 8

Los resultados de farmacodinamica obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos Bl y
B53 son representadas en la figura 17. El andlisis de estas curvas muestra que la formulacion a base
de insulina humana del ejemplo B53 que comprende el compuesto 8 y el citrato a 9,3 mM como
excipientes (curva trazada con los cuadrados que corresponden al ejemplo B53, Tmin de
glucosa = 63 + 36 min) permite obtener una accién también casi tan rapida como la de la formulacién
comercial de insulina Aspart (Novolog®) del ejemplo Bl (curva trazada con los triangulos que
corresponden al ejemplo B1, Tmin de glucosa = 53 £ 19 min).

Los resultados de farmacocinética obtenidos con las formulaciones descritas en los ejemplos B1 y B53
son representados en la figura 18. El analisis de estas curvas muestra que la formulacién del ejemplo
B53 que comprende el compuesto 8 y el citrato a 9,3 mM como excipientes (curva trazada con los
cuadrados que corresponden al ejemplo B53, Tmax de insulina = 19 + 12 min) induce una absorcién
de la insulina humana similar a la de la formulacion comercial de insulina Aspart (Novolog®) del
ejemplo B1 (curva trazada con los triangulos que corresponden al ejemplo B1l, Tméax de
insulina = 19 £ 6 min).

Los parametros de tiempo de la insulina Aspart (Novolog®) entre los ejemplos C5 y C9 siendo
aproximados, se puede deducir por extrapolacion que la formulacion del ejemplo B53 induce una
aceleracion de la disminucion de la glucemia y de la absorcion de la insulina humana con respecto a la
formulacion comercial de la insulina humana (ejemplo B3).

D Dicroismo circular

D1: Estado de asociacion de la insulina lispro evaluado mediante dicroismo circular en presencia del
compuesto 1

El dicroismo circular permite estudiar la estructura secundaria y cuaternaria de la insulina. Los
mondémeros de insulina se organizan en dimeros y en hexameros. El hexamero es la forma de la
insulina mas estable fisica y quimicamente. Existen dos formas hexaméricas, la forma R6 y la forma
T6. La insulina lispro presenta una sefal de CD fuerte a 251 nm caracteristica de la forma hexamérica
R6 (la forma mas estable). La pérdida de la sefial de CD a 251 nm esta relacionada con una
desestabilizacion del hexamero (y por lo tanto la primera sefial de transformacion del hexamero en
dimero).

El EDTA y la mezcla de EDTA/citrato destructuran completamente la forma R6 de la insulina lispro
(figuras 11). Por lo tanto el EDTA tiene un efecto notable sobre el hexamero.

Por el contrario, el citrato solo, el compuesto 1 solo asi como la mezcla de compuesto 1/citrato y
compuesto 1/compuesto polianidénico 1 no tienen casi impacto sobre la sefial de CD a 251 nm. Por lo
tanto estos compuestos no tienen casi ningln impacto sobre la estructura R6 del hexamero y con
mayor motivo sobre la estructura hexameérica.

D2: Estado de asociacion de la insulina humana evaluado mediante dicroismo circular en presencia
del compuesto 1

El dicroismo circular permite estudiar la estructura secundaria y cuaternaria de la insulina. Los
mondémeros de insulina se organizan en dimeros y en hexameros. El hexamero es la forma de la
insulina mas estable fisica y quimicamente. La sefial de CD a 275 nm es caracteristica de la forma
hexameérica de la insulina (sefial del hexamero alrededor de aproximadamente -300°, sefial del dimero
entre -200° y - 250° y sefial del monémero por debajo de -200°). Por lo tanto la pérdida de la sefial de
CD a 275 nm es pues caracteristica de una desestabilizacién del hexamero en dimeros 0 monémeros.
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El EDTA y la combinacion de EDTA/citrato tienen un impacto muy notable en la estructura hexamérica
de la insulina humana (disociacion completa del hexamero en dimeros, figura 12). Por el contrario, el
citrato solo, el compuesto 1 solo, el compuesto polianiénico 1 solo asi como las combinaciones del
compuesto 1/citrato y compuesto 1/compuesto polianidnico 1 no tienen impacto solbre la estructura
hexamérica de la insulina humana. A diferencia del EDTA, las formulaciones de la insulina humana
que comprenden el compuesto 1 y el citrato o el compuesto polianiénico 1 no presentan disociacién
del hexamero de la insulina humana.

D3: Estado de asociacion de la insulina lispro evaluado mediante dicroismo circular en presencia de
los compuestos 1 a 11

El dicroismo circular permite estudiar la estructura secundaria y cuaternaria de la insulina. Los
monomeros de insulina se organizan en dimeros y en hexameros. El hexamero es la forma de la
insulina mas estable fisica y quimicamente. Existen dos formas hexaméricas, la forma R6 y la forma
T6. La insulina lispro presenta una sefial de CD fuerte a 251 nm caracteristica de la forma hexamérica
R6 (la forma mas estable). La pérdida de la sefial de CD a 251 nm esta relacionada con una
desestabilizacién del hexamero (y por lo tanto la primera sefial de transformacion del hexamero en
dimero). Los resultados obtenidos son representados en la figura 19. Esta figura describe en el eje de
la abcisas:

> insulina lispro (100 Ul/ml)

:insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 2

- insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 2 + citrato a 9,3 mM

- insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 1

- insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 1 + citrato a 9,3 mM
- insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 3

:insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 3 + citrato a 9,3 mM

s insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 4
- lrinsulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 4 + citrato a 9,3 mM
- J:insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 5
s insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 5 + citrato a 9,3 mM

insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 6

:insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 6 + citrato a 9,3 mM

- insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 7

:insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 7 + citrato a 9,3 mM
:insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 8

:insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 8 + citrato a 9,3 mM
:insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 9
- insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 9 + citrato a 9,3 mM

insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 10
- insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 10 + citrato a 9,3 mM
s insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 11

- W:insulina lispro + 7,3 mg/ml de compuesto 11 + citrato a 9,3 mM
y en el eje de ordenadas la sefial de dicroismo circular a 251 nm (grad.cm?.dmol?).

Los compuestos 1 a 11 solos asi como los compuestos 1 a 11 en combinacién con el citrato no tienen
impacto en la sefial de CD a 251 nm de la insulina lispro. Por lo tanto los compuestos 1 a 11 no tienen
ningun impacto en la estructura R6 del hexamero y con mayor motivo en la estructura hexamérica de
la insulina lispro.
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D4: Estado de asociacién de la insulina humana evaluado mediante dicroismo circular en presencia de
los compuestos 1 a 11

El dicroismo circular permite estudiar la estructura secundaria y cuaternaria de la insulina. Los
monomeros de insulina se organizan en dimeros y en hexameros. El hexamero es la forma de la
insulina mas estable fisica y quimicamente. La sefial de CD a 275 nm es caracteristica de la forma
hexamérica de la insulina (sefal del hexamero alrededor de aproximadamente de -300°, sefial del
dimero entre -200° y - 250° y sefial del mondmero por debajo de -200°). Por lo tanto la pérdida de la
sefial de CD a 275 nm es caracteristica de una desestabilizacién del hexdmero en dimeros o
mondémeros. Los resultados obtenidos son representados en la figura 20. Esta figura describe en el eje
de la abcisas:

A: insulina humana (100 Ul/ml)

B: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 2

C: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 2 + citrato a 9,3 mM

D: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 1

E: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 1 + citrato a 9,3 mM

F: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 3

G: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 3 + citrato a 9,3 mM
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H: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 4
I: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 4 + citrato a 9,3 mM
J: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 5
K: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 5 + citrato a 9,3 mM
L: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 6
M: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 6 + citrato a 9,3 mM
N: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 7
O: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 7 + citrato a 9,3 mM
P: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 8
Q: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 8 + citrato a 9,3 mM
R: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 9
S: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 9 + citrato a 9,3 mM
T: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 10
U: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 10 + citrato a 9,3 mM
V: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 11
W: insulina humana + 7,3 mg/ml de compuesto 11 + citrato a 9,3 mM
y en el eje de ordenadas la sefial de dicroismo circular a 275 nm (grad.cm?.dmol?).
Los compuestos 1 a 11 solos asi como los compuestos 1 a 11 en combinacién con el citrato no tienen
impacto en la sefial de CD a 275 nm de la insulina humana. Por lo tanto los compuestos 1 a 11 no
tienen ningln impacto en la estructura hexamérica de la insulina humana.

E Solubilizacién de insulinas humana y analogo en el punto isoeléctrico

E1. Solubilizacién de la insulina humana en su punto isoeléctrico

La insulina humana tiene un punto isoeléctrico a 5,3. En este pH de 5,3 la insulina humana precipita.
Un ensayo que demuestra la formacién de un complejo de la insulina humana con los diferentes
compuestos es realizado en el punto isoeléctrico. Si existe una interaccion, es posible solubilizar la
insulina en su punto isoeléctrico.

Se prepara una solucién de insulina humana a 200 Ul/ml. Se preparan soluciones de compuestos a
diferentes concentraciones (8, 30 0 100 mg/ml) en agua. Una mezcla del mismo volumen (50/50) entre
la solucion de insulina humana y la soluciéon de compuesto es realizada para llegar a una solucién que
contiene 100 Ul/ml de insulina humana y la concentracién deseada de compuesto (4, 15 é 50 mg/ml).
El pH de las diferentes soluciones es ajustado a pH 5,3 mediante la adicion de acido acético 200 mM.
El aspecto de la soluciéon es documentado. Si la solucidn es turbia, el compuesto a la concentracién
sometida a ensayo no permite la solubilizacién de la insulina humana. Si la solucion es traslicida, el
compuesto permite la solubilizacién de la insulina humana a la concentracion sometida a ensayo. De
este modo, la concentracion de compuesto necesaria para solubilizar la insulina humana en su punto
isoeléctrico puede ser determinada. Cuanto mas baja es esta concentracién mas importante es la
afinidad del compuesto hacia la insulina humana.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3. Los resultados muestran que los compuestos y
los polisacéaridos no presentan las mismas propiedades en términos de solubilizacion de la insulina
humana.

Tabla 3
Solubilizacién de Solubilizacién de Solubilizacién de
Compuestos la insulina h la insulina h la insulina h
(ejemplos) o a insulina humana a a insulina humana a a insulina humana a
NS 100 Ul/ml por el 100 Ul/ml por el 100 Ul/ml por el
Polisacéaridos
4 compuesto a4 compuesto a 15 compuesto a 50
(contra-ejemplos)
mg/ml mg/ml mg/ml
Contr a ejemplos
Polisacérido 1 Si Si Si
Polisacarido 4 Si Si Si
Polisacérido 3 Si Si Si
Polisacérido 2 Si Si Si
Polisacérido 5 Si Si Si
Ejemplos
Compuesto 1 No No Si
Compuesto 2 No No Si
Compuesto 3 No No Si
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C Solubilizacion de Solubilizacion de Solubilizacion de

ompuestos : . : . - i

(ejemplos) o la insulina humana a la insulina humana a la insulina humana a

S 100 Ul/ml por el 100 Ul/ml por el 100 Ul/ml por el

Polisacéaridos

(contra-ejemplos) compuesto a4 compuesto a 15 compuesto a 50

j1emp mg/ml mg/ml mg/ml

Compuesto 4 No No Si
Compuesto 6 No No Si
Compuesto 8 No No Si
Compuesto 9 No No Si
Compuesto 10 No No Si

E2. Solubilizacion de la insulina lispro en su punto isoeléctrico

La insulina lispro tiene un punto isoeléctrico a 5,3. A este pH la insulina lispro precipita. Un ensayo que
demuestra la formaciéon de un complejo de la insulina lispro con los diferentes compuestos es
realizado en el punto isoeléctrico. Si existe una interaccion, es posible solubilizar la insulina lispro en
su punto isoeléctrico.

La formulacion comercial de la insulina lispro (Humalog®) es dialisada contra el tampén de PO4 1 mM
(pH 7). Después de la dialisis, la concentracion de insulina lispro es de aproximadamente 90 Ul/ml. El
liofilizado del compuesto es pesado y solubilizado en la solucion de insulina lispro para conducir a
unas formulaciones que contienen la insulina lispro a 90 Ul/ml y el compuesto en las concentraciones
deseadas (4, 15 o 50 mg/ml). El pH de las diferentes soluciones es ajustado a pH 5,3 mediante la
adicion de &cido acético 200 mM.

El aspecto de la soluciéon es documentado. Si la solucidn es turbia, el compuesto a la concentracién
sometida a ensayo no permite la solubilizaciéon de la insulina lispro. Si la solucién es traslicida, el
compuesto permite la solubilizacién de la insulina lispro a la concentracién sometida a ensayo. De este
modo, la concentracién de compuesto necesaria para solubilizar la insulina lispro en su punto
isoeléctrico puede ser determinada. Cuanto mas baja es esta concentracién mas importante es la
afinidad del compuesto hacia la insulina lispro.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4. Los resultados muestran que los compuestos y
los polisacaridos no presentan las mismas propiedades en términos de solubilizacion de la insulina
lispro.

Tabla 4
Compuestos Solubilizacién de Solubilizacién de Solu@hzquon de
- ) e : PO la insulina lispro  a 90
(ejemplos) o la insulina lispro a 90| lainsulinalispro a 90 Ul/ml vor el
Polisacaridos Ul/ml por el Ul/ml por el compuesto com uesi,)to 250
(contra-ejemplos) compuesto a 4 mg/ml a 15 mg/ml pmg/ml
Contra ejemplos
Polisacéarido 1 Si Si Si
Polisacéarido 3 Si Si Si
Polisacéarido 2 Si Si Si
Ejemplos
Compuesto 1 No No Si
Compuesto 2 No No Si
Compuesto 3 No No Si

F Interaccion con albimina

F1: Con el fin de determinar las interacciones entre los diferentes polisacaridos o compuestos y una
proteina modelo tal como la albumina, ha sido realizado un ensayo en Centricon (membrana de Punto
de Corte de 50 kDa). Una solucién de polisacarido o de compuesto a 7,3 mg/ml ha sido diluido a una
tercera parte en una solucion de BSA (albumina de suero bovino) a 20 mg/ml en PBS (concentracion
en la mezcla: 2,43 mg/ml de polisacarido o de compuesto, 13,3 mg/ml de albumina y
aproximadamente 100 mM de sales).

Esta mezcla ha sido centrifugada en Centricon para hacer pasar aproximadamente la mitad del
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volumen a través de la membrana. La albdmina se retiene de forma cuantitativa en la membrana del
Centricon. Los polisacéaridos y los compuestos analizados compuestos solos pasan en gran parte a
través de la membrana (para los polisacaridos que tienen las masas molares mas importantes, se
retiene aproximadamente un 20 % de polisacarido).

Después de la centrifugacion el polisacarido o compuesto es dosificado por UV en el filtrado. El
porcentaje de polisacarido o compuesto unido a la albumina es calculado mediante la siguiente
ecuacion:

(1-[polisacéarido o compuesto en el filtrado en presencia de albumina]/[ polisacarido o compuesto en el
filtrado en ausencia de albumina])*100.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 5. Se observa muy claramente que los
polisacaridos de masa molar de 5-15 kDa son fuertemente retenidos por la albimina en este ensayo.
Por el contrario, los compuestos de la invencion de masa molar mas baja son claramente menos
retenidos por la albimina en este ensayo.

Tabla 5
Polisacarido o Compuesto % de Polisacarido o % de Compuesto unido a BSA
Contr a ejemplos
Polisacéarido 4 97 %
Polisacéarido 1 95 %
Polisacéarido 3 77 %
Polisacarido 5 86 %
Polisacarido 2 82 %
Ejemplos
Compuesto 2 21 %
Compuesto 1 20 %
Compuesto 3 27 %
compuesto 4 24 %
Compuesto 5 24 %
Compuesto 6 26 %
Compuesto 7 27 %
Ejemplos
Compuesto 8 27 %
Compuesto 9 43 %
Compuesto 11 35%
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REIVINDICACIONES
1. Composicion en solucion acuosa, que comprende insulina en forma hexamérica, al menos un
compuesto anionico sustituido y un compuesto polianiénico no polimérico:
- dicho compuesto aniénico sustituido elegido entre los compuestos anidnicos sustituidos, en
estado aislado o en mezcla, constituidos por una cadena principal formada por un nimero discreto
o comprendido entre 1 y 8 (1 <u < 8) de unidades de sacérido idénticas o diferentes, unidas por
unos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes, siendo dichas unidades de sacarido elegidas
entre el grupo constituido por las hexosas, en forma ciclica o en forma reducida abierta,
caracterizadas porque estan sustituidas por:
a) al menos un sustituyente de férmula general I:
-[Ra]a-[AA]m Férmula |
« los sustituyentes siendo idénticos o diferentes cuando hay al menos dos sustituyentes, en
el cual:
« el radical -[AA]- designa un resto de aminoacido,
* el radical -Ri- siendo:
- 0 bhien un enlace y entonces a=0, y el resto de aminoacido -[AA] esta unido
directamente a la cadena principal mediante una funcion G.
- 0 bien una cadena de carbono y entonces a = 1, de C2 a C15 eventualmente sustituida
y/o que comprende al menos un heteroatomo elegido entre O, N y S y al menos un
grupo funcional acido antes de la reaccion con el aminoacido, formando dicha cadena
con el resto de aminoéacido -[AA] un grupo funcional amida, y es fijado sobre la cadena
principal con la ayuda de un grupo funcional F que resulta de una reaccién entre un
grupo funcional hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo funcional o un
sustituyente llevado por el precursor del radical -R1-,
« F es un grupo funcional elegido entre los grupos funcionales éter, éster o carbamato,
« G es un grupo funcional carbamato,
emesigualalo?2,
« el grado de sustitucion de las unidades de sacarido, j, en -[Ri]a-[AA]m siendo estrictamente
superior a 0 e inferioroiguala6,0<j<6
b) y, eventualmente, uno o varios sustituyentes -R'1,
« siendo el sustituyente -R'1 una cadena de carbono de C2 a C15, eventualmente sustituida
y/o que comprende al menos un heteroatomo elegido entre O, Ny S y al menos un grupo
funcional acido en forma de sal de cationes alcalinos dicha cadena estando unida a la
cadena principal mediante un grupo funcional F' resultante de una reaccion entre un grupo
funcional hidroxilo o un grupo funcional acido carboxilico llevado por la cadena principal y
un grupo funcional o un sustituyente llevado por el precursor del sustituyente -R's,
 F' es un grupo funcional éter, éster o carbamato,
« el grado de sustitucion de las unidades de sacarido, i, en -R'1, estando comprendido entre
0y6-j,0<i<64y,
« Fy F' son idénticos o diferentes,
* Fy G son idénticos o diferentes,
*i+j<6.
» -R'1 idéntico o diferente a -R1-,
» Los grupos funcionales &cidos salificables libres llevados por el sustituyente -R'1, se
encuentran en forma de sales de cationes alcalinos,
 dichos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes siendo elegidos entre el grupo
constituido por los enlaces glucosidicos de tipo (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) o (1,6), en una
geometria alfa o beta.

2. Composicién segun la reivindicacion 1, caracterizada porque el compuesto polianiénico es
elegido entre el grupo constituido por unos poliacidos carboxilicos o entre el grupo constituido por
unos poliacidos fosféricos o entre el grupo de los compuestos constituidos por una cadena principal de
sacarido formada por un nimero discreto de unidades sacaridicas obtenidas a partir de un compuesto
disacarido elegido entre el grupo constituido por la trehalosa, la maltosa, la lactosa, la sacarosa, la
celobiosa, la isomaltosa, el maltitol y el isomaltitol o entre el grupo de los compuestos polianidnicos
constituidos por una cadena principal sacaridica formada por un numero discreto de unidades
sacaridicas elegidas entre el grupo constituido por el carboximetiimaltotriosa, el
carboximetilmaltotetraosa, el carboximetiimaltopentaosa, el carboximetiimaltohexaosa, el
carboximetilmaltoheptaosa, el carboximetilmaltooactosa y el carboximetilisomaltotriosa y sus sales de
Na*, K*, Ca?* o Mg?*.
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3. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada porque, el poliacido carboxilico
es elegido entre el grupo constituido por el acido citrico, el &cido tartarico, y sus sales de Na*, K*, Ca?*
0 Mg?*.

4. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada porque el compuesto
polianiénico constituido por una cadena principal sacaridica formada por un numero discreto de
unidades sacaridicas es elegido entre el grupo constituido por el carboximetilmaltotriosa, el
carboximetilmaltotetraosa, el carboximetiimaltopentaosa, el carboximetiimaltohexaosa, el
carboximetilmaltoheptaosa, el carboximetilmaltooactosa y el carboximetilisomaltotriosa y sus sales de
Na*, K*, Ca?* o Mg?*.

5. Composicion de acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizada porque la insulina es una insulina humana.

6. Composiciéon de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque la
insulina es un analogo de insulina.

7. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizada porque el analogo de insulina
es elegido entre el grupo constituido por la insulina lispro (Humalog®), la insulina Aspart (Novolog®,
Novorapid®) y la insulina glulisina (Apidra®).

8. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizada porque el analogo de insulina
es la insulina lispro (Humalog®).

9. Composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizada porque la proporcion de masa de compuesto aniénico sustituido/insulina esta
comprendida entre 0,5y 10.

10. Composicion de acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizada porque la concentracién de compuesto anidnico sustituido esta comprendida entre 1,8
y 36 mg/ml

11. Formulacion farmacéutica que comprende una composicién de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes.

12. Formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 11, caracterizada porque la
concentracion de insulina esta comprendida entre 240 y 3000 pM (de 40 a 500 Ul/ml).

13. Utilizacion de al menos un compuesto anionico sustituido constituido por una cadena principal
formada por un ndmero discreto o comprendido entre 1 y 8 (1 <u<8) de unidades sacaridicas
idénticas o diferentes, unidas por enlaces glicosidicos idénticos o diferentes, siendo dichas unidades
sacaridicas elegidas entre el grupo constituido por, las hexosas, en forma ciclica o en forma reducida
abierta, comprendiendo dicho compuesto unos grupos funcionales carboxilos parcialmente sustituidos,
siendo los grupos funcionales carboxilos no sustituidos salificables para preparar una formulacion
farmacéutica de analogo de insulina humana en mezcla con un compuesto polianiénico que permite,
después de su administracion, acelerar el paso de la insulina en la sangre y reducir mas rapidamente
la glucemia con respecto a una formulacion exenta de compuesto anionico sustituido y eventualmente
de compuesto polianidnico.

14. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacidon 13, caracterizada porque el compuesto anionico
sustituido, es elegido entre les compuestos aniénicos sustituidos constituidos por una cadena principal
sacaridica formada por un numero discreto u comprendido entre 1 y 8 (1 <u<8) de unidades
sacaridicas idénticas o diferentes, unidas por unos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes, siendo
dichas unidades sacaridicas elegidas entre las hexosas, en forma ciclica o en forma reducida abierta,
caracterizadas:

a) porque son sustituidas de forma estadistica con:

» al menos un sustituyente de férmula general I:
-[Ra]a-[AA]m Formula |

« siendo los sustituyentes idénticos o diferentes cuando hay al menos dos sustituyentes, en
el cual:

« el radical -[AA]- designa un resto de aminoacido, siendo dicho aminoacido elegido entre el
grupo constituido por la fenilalanina, la alfa-metil-fenilalanina, la 3,4 dihidroxifenilalanina, la
tirosina, la alfa-metil-tirosina, la O-metil-tirosina, la alfa-fenilglicina, la 4-hidroxifenilglicina, la
3,5-dihidroxifenilglicina y sus sales de cationes alcalinos, teniendo dichos derivados una
configuracion absoluta L o D, -[AA]- es fijado sobre la cadena principal de la molécula por
medio de una ramificacién de enlace -Ri- 0 se une directamente a la cadena principal
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mediante un grupo funcional G,

e siendo -R1-:

- 0 bien un enlace G, y entonces a =0,

- 0 bien una cadena de carbono, y entonces a =1, de C1 a C15 eventualmente sustituida
y/o que comprende al menos un heteroatomo elegido entre O, Ny S y que lleva al menos
un grupo funcional acido antes de la reaccién con el aminoacido, formando dicha cadena
formando con el resto de aminoécido -[AA]- un enlace amida, y es fijada sobre la cadena
principal sacaridica con la ayuda de un grupo funcional F que resulta de una reaccion entre
un grupo funcional hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo funcional llevado por
el precursor de R,

« F es un grupo funcional éter, éster o carbamato,

« G es un grupo funcional éster o carbamato,

emesigualalo?2,

« el grado de sustitucion, j, en -[Ri]a-[AA]m siendo estrictamente superior a O e inferior o
iguala 6,0<j<6,

y, eventualmente,

*® uno o varios sustituyentes -R'1

» siendo -R'1 una cadena de carbono de C2 a C15, eventualmente sustituida y/o que
comprende al menos un heteroatomo (tales como O, Ny S) y que lleva al menos un grupo
funcional acido en forma de sal de cationes alcalinos estando dicha cadena fijada sobre la
cadena principal sacaridica por un grupo funcional F' que resulta de una reaccién entre un
grupo funcional hidroxilo llevado por la cadena principal y un grupo funcional llevado por el
precursor de -R'1,
 F' es un grupo funcional éter, éster o carbamato,
* el grado de sustitucién i, en -R'1 estando comprendido entre Oy 6-, 0 <i < 6}, Y,
» -R'1- idéntico o diferente a -R1,
* Fy F'idénticos o diferentes,
* F'y G idénticos o diferentes
« Los grupos funcionales acidos salificables libres se encuentran en forma de sales de
cationes alcalinos,
b) siendo dichos enlaces glucosidicos idénticos o diferentes elegidos entre el grupo constituido por
los enlaces glucosidicos de tipo (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) 6 (1,6), en una geometria alfa o beta,
Cc)i+j<6.

15. Utilizacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 13 a 14, caracterizada porque el
compuesto polianiénico es elegido entre el grupo constituido por unos poliacidos carboxilicos o entre
el grupo constituido por unos poliacidos fosféricos o entre el grupo de los compuestos constituidos por
una cadena principal sacaridicos formada por un nimero discreto de unidades sacaridicas obtenidas a
partir de un compuesto disacarido elegido entre el grupo constituido por la trehalosa, la maltosa, la
lactosa, la sacarosa, la celobiosa, la isomaltosa, el maltitol y el isomaltitol o entre el grupo de los
compuestos polianionicos constituidos por una cadena principal de sacéarido formada por un nimero
discreto de unidades sacaridicas elegidos entre el grupo constituido por el carboximetilmaltotriosa, el
carboximetilmaltotetraosa, el carboximetiimaltopentaosa, el carboximetiimaltohexaosa, el
carboximetilmaltoheptaosa, el carboximetilmaltooactosa y el carboximetilisomaltotriosa y sus sales de
Na*, K*, Ca?* o Mg?*.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Este listado de referencias citadas por el solicitante tiene como Unico fin la conveniencia del lector. No
forma parte del documento de la Patente Europea. Aunque se ha puesto gran cuidado en la
compilacion de las referencias, no pueden excluirse errores u omisiones y la EPO rechaza cualquier
responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

+  US 200839365 B [0010] +  FR 0702316 [0401] [0404] [0406] [0408] [0410]
« WO 2010122385 A [0012] +  FR 2914305 [0401] [0404] [0406] [0408] [0410]
« WO 2010122385 A1 [0014] «  FR 0901478 [0403]

+  U82012094902 A1 [0014]

Bibliografia no especificada en la descripcion de | a patente

« BRANGE J. et al. Advanced Drug Delivery Review, + SMOOT, JT et al. Advances in Carbohydrate Chem-
1999, vol. 35, 307-335 [0008] istry and Biochemistry, 2009, vol. 62, 162-250 [0364]

«  WUTS, PGM et al. Greene’s Protective Groups in * LINDHORST, TK. Essentials of Carbohydrate Chem-
QOrganic Synthesls, 2007 [0362] istry and Biochemistry, 2007, 157-208 [0364]
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