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RESUMEN. Se ha efectuado una recopilacion de antecedentes historicos y aspectos

actuales de la insulinoterapia, sefialando la estructura, propiedades, metabolismo,
obtencibn, produccién industrial y tipos de insulina, con especial referencia a insuli-

nas humanas semisintéticas y biosintéticas.

SUMMARY. “Insulinotherapy”. A review of histological antecedents and present
aspects of insulinotherapy has been made, pointing out the structure, properties,
metabolism, obtention, industrial production and types of insulin, with special refe-
rence to semisynthetic and biosynthetic human insulins.

El dia primero de marzo de mil no-
vecientos ochenta y cinco cerr6 sus puer-
tas la empresa Eli Lilly Argentina S.A.|
laboratorio que en 1923 iniciara interna-
cionalmente la produccién industrial de
insulina de origen animal. Este laborato-
rio llevaba cuarenta y cinco afios de acti-
vidad en nuestro pais, por lo que la con-
clusiéon de su accionar fue motivo de in-
tranquilidad pablica y de atencion perio-
distica, lo cual nos impulso a efectuar u-
na revision historica’y del conocimiento
actual sobre esta droga.

Al cumplirse el vigesimoquinto ani-
versario del descrubrimiento de la insuli-
na, el 25 de setiembre de 1946 se reunia
la mayoria de quienes contribuyeron al
moderno tratamiento de la diabetes en el

Centro Médico de la Universidad de In-
diana. Provenientes de distintas partes
del mundo, concurrieron una semana an-
tes a la Universidad de Toronto junto a
los miembros de la Asociacion America-
na de Diabetes, solemnemente convoca-
dos para conmemorar el trascenden tal
descubrimiento de Bantingy Best*.
Frederick Grant Banting (1891 -
1941) fue un habil médico cirujano e ilus-
tre hombre de ciencia que recibiera el
Premio Nobel de Medicina en 1923; en
oportunidad de la reunion antes mencio-
nada, Charles Herbert Best, codescubri-
dor de la insulina, d‘ijo de él: “Lalealtad
es esa cualidad del caracter que lo une a
uno con devocion a una causa digna de
valor, bien sea amistad, patriotismo o la
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* En la reunién participd nuestro Premio Nobel Bernardo A, Houssay, dando a conocer sus experien-

cias en la etiologia de la diabetes™.
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Charles 11, Best, eminente fisiole-
go y autor de varios textos sobre fisiolo-
gia, acompand a Banting iniciando las in-
vestigaciones scbre numerosos aspectos
del problema, lo misino que de otros es-
tudios concernientes al descubrimiente
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dad Asi s gue a fines de 1922 ya estaba
concretada la estrecha colaboracion en-
re s dos grupos.

A continuacion expondremos un
cronologico de las princi-
pales investigaciones sobre insulina.
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1949 Hagedorn
1950 Hallas Moller
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Establece la secuencia de amino acidos y estructura

L. isofano - (igual actividad)

N.P.H. (pH Neutro, Protamina, Hagedorn)

Posibilidad de mezclas de insulinas (suspensiones de insulinas
cincicas)

Insulinas humanas de extraccién o sintesis total (1960-1970)

Inmunoreactvidad de la insulina humana
Sintesis de insulina humana
Extraccidn, aislamiento y cristalizacion de insulina humana.

Poder inmunégeno de insulina humana cristalizada
Produccién de insulina humana sintética towl (1.S.H.)

1960 Berson Yalow

1961 Katzoyannis

1962

1967 Steiner Proinsulina
1972 Deckert

1974 Ciba-Geigy

1979 Teuscher

Alergia a la insulina humana

Insulinas animales altamente purificadas (1970-1977)

Insulina “single peak” (S.P.)
Insulina CR y CS (Fracciones cromatograficas)
Insulina monocomponente de origen porcino

1972 Eli—Lilly
1973 Hoechst
1974 Nordisk
(single component) M.C.
1977 Endopancrina Insulina Monopic
1977 Novo

Insulina monocomponente de origen porcino y bovino

Insulinas semi-sintéticas y biosintéticas {1977-1984)

Elaboracién experimental de insulina humana semi-sintética

Introduccién del gen de insulina de rata en bacterias
Sintesis bacteriana de [.S.H. por recombinacion de A.D.N.
Anuncia la industrializacién y los primeros ensayos clinicos de

Ensayos clinicos iniciales de insulina biosintética

Simposio sobre insulina biosintética en Wiesbaden

Primeros resultados de 1.H. semi-sintética (EASD Amsterdam)
Dispensacion de L.H. semi-sintética

Dispensacion de I.H. bio-sintética

1977 Novo
(I.H. semi-sint.)
1977 Goodman, Rutter
1978 Goeddel (Genentech)
1979 Novo
[.H. semi-sinté tica
1980  Lilly
1980
1981 Owens (Novo)
1982
1983-84
Estructura

Es la primera hormaona polipepti-
dica de cuya estructura molecular se tu-
vo conocimiento (Sanger F., P.N. 1958).

Secretada por las células beta de los
islotes de Langerhans como proinsulina,
de vida muy corta, se transforma por
proteolisis en insulina y un péptido co-
nector C. Esta escicion se debe a la ac-
cion de una proteasa vecina a la tripsina
y ala carboxipeptidasa B. La proinsulina
(Fig. 1) es una molécula formada por u-
na cadena de 63 aminoacidos y de un
P.M. aproximado a 9000, que al sufrir

dos cortes a nivel de Arg 31 y Arg 63 li-
bera el péptido C y genera la insulina (P.
M. 6000). Esta hormona esta formada

Figura 1, Proinsulina humana.
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por dos cadenas polipeptidicas, la cadena
A o glicilica, con 21 aminoéacidos, y la
cadena B o tenilanilica, con 30 aminoaci-
dos; estas cadenas estan unidas entre si
por dos puentes ddisulfuro cisteina 7 y
20 de la cadena Acon 7y 19dela B. La
cadena A presenta un puente disulfuro
entre cisteina6y 11°.

Debe senalarse que los puentes disul-
furo son farmacologicamente esenciales
pues su reducciéon (Acido perférmico)
suprime la actividad. La insulina cristali-
zada con zinc (Insulina Zinc Cristalina)
forma un sistema })exagonal con seis mo-
léculas de la estructura seitalada, unidas a
dos atomos de zinc combinados con los
grupos carboxilos de los aminoéicidos ter-
minales.
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Figura 2. Tnsuling humana.

la eswuctura de la insulina (Fig, 2)
procedente de distintos mamiferos varia
muy poco, consistiendo la difercncia en
cambios de los aminoicidos en las posi-
ciones 8, 9y 10 de la cadena A y la posi-
cion 30 de la cadena B, lo que no trac a-

44

parejado variaciones en su potencia; la
obtenida de cerdo, vacuno, caballo, co-
nejo, perro, rata, ovino y hombre tienen
la misma actividad farmacologica y el
contenido insulinico del pancreas es si-
milar para todas las especies (aproxima-
damente 4 Unidades Internacionales por
gramo ).

Biosintesis de la Insulina

En la representacion esquematica
de la biosintesis de insulina (Fig. 3) y de
su liberacion por las células de los islotes
de Langerhans, ideada hoy por Steiner
D.F.7 y reproducida por Lehninger A.L.
en su texto de Bioquimica, se puede ob-
servar en las indicaciones cronologicas
que los granulos maduros no son libera-
dos hasta que ¢l nivel de glucosa en san-
gre se cleva significativamente por enci-
ma del valor normal, como por ejemplo
después de una comida, momento en que
el contenido de las vesiculas secretoras
situadas mas cerca de la membrana plas-
matica de las células se vierte al torrente
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Figura 3. Representacion esquematica de la sin-
tesis de insulina por una célula perteneciente a
un islote de Langerhans.



circulatorio. Entonces la concentracion
de glucosa desciende hasta su nivel nor-
mal, una hora o dos después de la comi-
da. El promedio de vida de las moléculas
de insulina en la sangre es de solo 3 a 4
minutos, por tanto la liberacion de insu-
lina por el pancreas constituye una res-
puesta muy sensible a las fluctuaciones
del nivel de glucosa sanguinea®.

Rol de la insulina en la regulacion del
metabolismo de la glucosa.

El simple esquema de la Fig. 4 nos
permite recordar la accién hipogluce-
miante de la insulina en los mamfiferos,
facilitando la utilizacién de la glucosa
por las vias clasicas’ .
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Figura 4. Accion hipoglucemiante de la insulina
en mamiferos.

Insulina Humana semi-sintética

La insulina semi-ssintética tiene ori-
gen en una modificacién de la estructura
quimica de la insulina porcina, por susti-
tucion de un aminoacido con el objeto
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de obtener igual secuencia que en la insu-
lina humana.

Se justifica la eleccion de Insulina
porcina porque su estructura primaria di-
fiere de la Insulina humana natural sélo
en el aminodcido C terminal de la cade-
na B (posicion B 30) que es alaninaen la
insulina del cerdo y treonina en la del
hombre.

Todas las otras fuentes eventual-
mente explotables poseen insulinas de
estructuras quimicas que difieren de la
insulina humana en varios aminoacidos.

Se extrae la insulina porcina, segui-
da por alta purificacion mediante técni-
cas ya aplicadas a la obtencion de Mono-
componente (MC) 1974, la que es crista-
lizada y purificada por separacion mole-
cular y cromatografia de intercambio io-
nico. Luego se produce la sustitucion,
por reaccion de conversion enzimatica
de alanina por treonina en B 30. Una nue-
va purificacidn cormatografica nos lleva
ala Insulina Humana semisintética'®.

Insulina Humana biosintética

Los avances registrados en el cono-
cimiento de los microorganismos y en las
técnicas de manipulacion genética en-
cuentran hoy una aplicacion rutinaria en
la produccion de drogas. Las cadenas de
reacciones quimicas que constituyen el
sistema metabolico de un microorganismo
representan los medios de produccion.

La clase mas abundante de farma-
cos esti integrada por aquellos para los
cuales toda la informacion genética re-
querida, o su fraccion més destacada, se
encuentra en el genoma (dotacion entera
de genes)intacto de la célula (produccion
de antibioticos).

Otra clase es la de aquellos en que
la informacion que codifica el metaboli-
to no procede del ADN del organismo de
pardda., sino que dicha informacion se
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introduce en la célula.

El gen que determina la estructura
de la droga se sintetiza quimicamente o
se aisla de otro organismo. A continua-
cién se induce su penetracion en la célu-
la, una vez situado alli la cadena meta-
bélica, preexistente para la expresion
genética, construye la molécula deseada.

Con el desarrollo de estos métodos
para la transferencia de genes especificos
de una célula a otra, y la induccion de la
expresion de los mismos en el nuevo
huésped, se logré la biosintesis de la in-
sulina’! (Fig. 5).

Figura 5. Sintesis biologica de la insulina.

Un esquema de los trabajos del equi-
po de R. Crea, A. Kraszewski, T. Hirose

46

y K. Itakura del City of Hope National
Medical Center ilustra mejor el proceso;
como vimos, la insulina estd formada por
dos cadeneas polipeptidicas de 21 AA
(corta A) y de 30 AA (larga B). Este gru-
po obtuvo los genes que codifican la for-
macioén de los dos polipéptidos, utilizan-
do 18 fragmentos de unos pocos nu-
clebtidos, cada uno para el gen de ca-
dena larga y 11 fragmentos para el gen
del polipéptido mas corto. Para introdu-
cir los dos genes sintéticos en el genoma
de las bacterias Escherichia coli, se recu-
rre a un vector de expresion construido
a partir de un plasmido. A tal fin, se
combiné el gen sintéticocon un plasmido
y con un segmento del operon lac del ge-
noma de E. coli (El operon lac esta for-
mado por tres genes unidos fisicamente,
que intervienen en el metabolismo de la
lactosa y por elementos genéticos que
controlan su transcripcién y traduc-
cién)'2. El gen sintético se inserto cerca
del final del gen que codifica la enzima
beta-galactosidasa, ésta interviene en el
metabolismo de lactosa, y es la region de
control que contiene los mecanismos re-
guladores para la expresion del gen y la
traduccion del ARN mensajero a las ca-
denas peptidicas. A continuacion se ih-
troduce el plasmido recombinante en las
células de la bacteria E. coli, que sinteti-
zan las dos cadenas polipeptidicas a mo-
do de apéndice caudal unido a a enzima.
Los dos polipéptidos se separan de la en-
zima y se unen para constituir la molécu-
la de insulina.

Se producen unas diez mil moléculas
de insulina por célula bacteriana y de u-
nos dos mil litros de caldo para fermen-
tacion se pueden separar 100 g de insuli-
na. Para obtener una cantidad equivalen-
te de hormona animal se necesitan mas
de 700 kg de glandulas pancreéticas”.
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Comparacion entre insulinas semi-sintéti-
cas y biosintéticas (Insulinas de secuen-
cia humana de amino dcidos)

Las propiedades fisicas, quimicas y
biologicas y todos los ensayos de ident-
dad utlizados (cromatograficos, HPLC,
difraccion con Rayos X, isoelectroenfo-
que, permeacion sobre geles, etc.) nore-
velan diferencias con la Insulina huma-
na natural: las insulinas humanas sinté ti-
cas son “‘quimica, fisica e inmunologica-
mente equivalentes’™?.

Esta identidad con la insulina hu-
mana natural hace esperar un metabolis-
mo de la droga proximo a ésta y una dis-
minucion de su antigenicidad y mayor e-
ficiencia en los raros casos de insulinore-
sistencia.

En la insulina semisintética, sin em-
bargo, no se reduce la antigenicidad; re-
cordemos que es de origen porcino y se
sustituye alanina por treonina en B 30,
para lograr igual secuencia de AA que la
humana.

La insulina biosintética (Insulina
Humana) pone a cubierto al paciente in-
sulinodependiente del eventual agota-
miento de la fuente de obtencion de la
insulina de origen animal; este argumen-
to es avalado por las estadisticas de 1970
que mostraban que son necesarios 280
millones de porcinos para asegurar el tra-
tamiento de 5.800.000 diabéticos insuli-
nodependientes y 147 millones de bovi-
nos para satisfacer la nécesidad de los
10 millones de diabéticos restantes'® .

La actividad biologica de ambas es
equivalente, pero los criterios de purifi-
cacion varian, lo que redunda en algunos
casos descriptos de alergia local o sisté-
mica.

Fines de la insulinoterapia

A corto plazo el paciente deber per-
manecer asintomatico, sin ninguna sensa-
cion indefinida de malestar, sed, poliuria,
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y fatiga que van asociados con niveles de
glucemia normales.

A largo plazo, el objetivo es evitar
las complicaciones posteriores: a) nefro-
patia, neuropatia y retinopatia y b) ma-
croangiopatia (enfermedad de los gran-
des vasos).

La evidencia sugiere que un buen
control de la glucemia disminuye consi-
derablemente el riesgo de desarrollar mi-
croangiopatia (enfermedad de los vasos
pequenios) y neuropatia. También pue-
den influir otros factores, como los ante-
cedentes genéticos. El efecto sobre la
macroangiopatia es menos favorable has-
ta el momento.

La diabetes en sus dos formas —in-
sulinodependiente y no insulinodepen-
diente — es originada por una secrecion
y/o accion disminuida de la insulina. Una
secrecidon fisiologica y accion normal de
insulina consiste en una descarga de insu-
lina con cada comida (Fig. 4) y un nivel
de secrecion bajo que permanece cons-
tante en los periodos entre comidas con
niveles mayores en los sujetos insulino-
resistenes.

La administracion de insulina sub-
cutanea no puede reproducir el gradiente
periférico-portal que existe en los no dia-
béticos, en los que la insulina se segrega
en la vena porta y una cantidad variable
se elimina por el higado; sin embargo el
objetivo por ahora es producir un nivel
periférico de insulina normal.

Como vimos, durante los tltimos
60 afios se ha dispensado un conjunto
de preparados de insulina con diferente
duracion de accion, procedentes de dis-
tintas especies de mamiferos y de varia-
bles grados de pureza; el profesional
cuenta hoy con la insulina humana para
un mejor tratamicnto del paciente diabé-
tico, y en un futuro proximo dispondre-
mos también de la proinsulina obtenida
por recombinacion bacteriana.
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