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DESCRIPCION

Compuestos farmacéuticos activos hepatoselectivos.

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos farmacéuticos activos hepatoselectivos. En particular, se
refiere a nuevos andlogos de la insulina hepatoselectivos adecuados para su uso en un tratamiento mejorado de la
diabetes mellitus.

Cuando se administran firmacos y otros compuestos farmacéuticos activos al cuerpo humano o animal se puede
requerir que el compuesto activo tenga que estar presente principalmente en el higado o actuar principalmente sobre
los tejidos del higado. Esto es, es necesario que el compuesto activo sea hepatoselectivo. La consecucion de la hepato-
selectividad puede ser dificil, en particular cuando el compuesto activo se administra mediante inyeccién en la piel. Un
caso en el que la consecucion de la hepatoselectividad seria especialmente deseable es la administracion de insulina.

La hormona insulina, segregada por el pancreas, desempefia diversos papeles importantes en el metabolismo de la
glucosa. En el higado, después de unirse a los receptores de la superficie celular, la insulina promueve la conversién
de glucosa en glucégeno (glucogénesis), promueve la sintesis de proteinas e inhibe la lisis de las grasas. La deficiencia
en insulina da como resultado la lisis del glucégeno (glucogenolisis), de proteinas y la conversién de los productos
de la lisis de las grasas y las proteinas en glucosa (gluconeogénesis) dando lugar a un nivel de glucosa en plasma
incrementado (hiperglucemia). En sujetos que producen cantidades adecuadas de insulina el nivel de glucosa en sangre
permanece dentro de un cierto intervalo. Cualquier exceso de glucosa se almacena en el higado y los miisculos en forma
de glucégeno.

La insulina también actda sobre los receptores de la membrana celular en otros tejidos para potenciar la entrada de
glucosa en las células, disminuyendo asi la concentracién de glucosa en plasma.

Asi, la insulina actda para reducir el nivel de glucosa en plasma reduciendo la produccién de glucosa en el higado e
incrementando la captacion y el metabolismo de la glucosa en el higado e incrementando la captacién y el metabolismo
de la glucosa en tejidos periféricos.

La deficiencia de insulina debido a una enfermedad de los islotes de Langerhans y/o la deficiencia de la accién de
la insulina da como resultado la diabetes mellitus, una dolencia en la que la concentracién de glucosa en sangre es
elevada.

En sujetos que no son diabéticos la insulina se produce en el pancreas y se transporta directamente a la circulacion
hepética y de alli se transporta al higado antes que a cualquier otro 6rgano o regién del cuerpo. Asi, el higado expe-
rimenta una exposicién muy elevada a la insulina producida. Normalmente al menos el 50% de la insulina producida
estd unida a receptores en el higado, y de ahf actda en el higado. La insulina unida a receptores en el higado se retira
de la circulacién y se degrada en las células hepdticas. La insulina que no estd unida al higado y pasa a la circulacién
periférica por tanto estd en una concentracién mucho mas pequefia. Asi, los tejidos periféricos (por ejemplo, grasa y
musculo) que también son dianas de la insulina experimentan una menor exposicién a la insulina segregada.

En sujetos diabéticos el tratamiento a menudo se lleva a cabo mediante terapia de sustitucién de insulina. En
general, una preparacién de insulina se inyecta subcutineamente. El régimen de insulina subcutdnea mds habitual
supone dos inyecciones diarias de mezclas de preparaciones de insulina de actuacién rdpida y a medio plazo. La
insulina se absorbe desde el subcutis a la circulacion periférica y desde alli al resto del cuerpo, incluyendo el higado.
Con ese sistema el higado y los tejidos periféricos tienden a experimentar una exposicién aproximadamente igual a la
insulina.

Hay diversas desventajas y efectos secundarios negativos con el uso de este sistema.

Primero, si se inyecta insulina suficiente para permitir que esté presente una concentracién suficientemente elevada
en la circulacién hepatica entonces estard presente una concentracién demasiado elevada en la circulacién periférica.
De manera similar, si estd presente una concentracién adecuada en la circulacion periférica, la concentracién de insu-
lina en la circulacién hepatica serd inadecuada.

Se cree que existe un peligro de enfermedades cardiovasculares asociado a concentraciones elevadas de insulina
en la circulacidn periférica (hiperinsulinemia).

Segundo, existe un riesgo grave de hipoglucemia en sujetos diabéticos que reciben terapia de sustitucién de insulina
por inyeccion subcutdnea. Una concentracién de insulina en la circulacién periférica que sea demasiado elevada puede
dar lugar a un nivel de azicar en sangre que es demasiado bajo y el posterior colapso.

Por tanto serfa deseable ser capaces de dirigir una gran concentracion de insulina directamente a los receptores de
insulina hepéticos con una menor concentracién de insulina dirigida a los receptores de insulina periféricos. También
seria deseable conseguir tal hepatoselectividad para otras moléculas activas.
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Se han llevado a cabo algunos intentos para obtener la hepatoselectividad deseada de la insulina. La inyeccion
intravenosa directamente en la circulacion portal hepdtica podria permitir a la insulina inyectada pasar directamente al
higado antes de alcanzar la circulacidn periférica. Tal sistema es inadecuado para su uso general debido a la dificultad y
la naturaleza complicada de su operacion; en particular no es adecuado para el uso por los propios pacientes diabéticos
excepto en circunstancias excepcionales.

Se ha llevado a cabo un intento de fabricar insulina hepatoselectiva inyectdndola subcutaneamente mientras estd
encapsulada en vesiculas de lipidos. (Spangler, Ronald S., “Selective Insulinisation of Liver in Conscious Diabetic
Dogs”, Am. J. Physiol. 249 (Endocrinol. Metab. 12): E152-E159, 1985). La insulina encapsulada en vesiculas de
lipidos (denominada insulina encapsulada en vesiculas, IEV) se dirigi6 a los hepatocitos por medio de un resto diga-
lactosil diglicérido incorporado en el exterior de las vesiculas de lipidos. Usando esta aproximacién fue posible alterar
la distribucién de una carga de glucosa administrada para favorecer la deposicién hepatica.

Los autores de la presente invencién han encontrado (British Diabetic Association Medical and Scientific section
Conference, Manchester, 13-15 Abril de 1989) que dimeros covalentes de insulina (peso molecular + 12.000 Dal-
tons en lugar de los + 6000 para el mondémero de insulina) tienen un mayor efecto sobre la produccién de glucosa
hepética que sobre la captacion y utilizacion periféricas. Esto es, los dimeros de insulina covalentes parecen actuar
preferentemente sobre los hepatocitos que sobre las células de los tejidos periféricos. También se ha encontrado que
la proinsulina muestra esta hepatoselectividad en un menor grado. La proinsulina es el zimdgeno que se escinde para
formar la hormona insulina activa. La molécula de proinsulina es mayor que la molécula de insulina activa.

Las células de los tejidos periféricos, por ejemplo, la grasa y el musculo, estdn separadas de los vasos sanguineos
por el endotelio capilar. No obstante, en el higado no existe tal barrera entre los vasos sanguineos y los hepatocitos.

Se piensa que el transporte a través del endotelio capilar es principalmente mediante difusién, es decir, el trans-
porte activo de la insulina a través del endotelio capilar no se produce en un grado importante. Por tanto, los autores
de la presente invencién creen que la absorcién de insulina en los tejidos periféricos estd determinada por factores
influyentes en el transporte difusivo, en particular, por impedimentos estéricos o el tamafio de las moléculas. Se cree
que esto es una razén para la hepatoselectividad relativa de dimeros de insulina covalentes y proinsulina cuando se
compara con mondmeros de insulina; ambos tienen un acceso libre a los hepatocitos pero el dimero de insulina cova-
lente mas grande o la proinsulina se absorbe en los tejidos periféricos desde el torrente sanguineo mas lentamente que
el mondmero de insulina. Asi, las moléculas mds grandes permanecen mds tiempo en el torrente sanguineo antes de
ser absorbidas en los tejidos periféricos y asi es mas probable que alcancen el higado, donde pueden ser activas mas
facilmente.

Las insulinas aciladas se describen en el documento JP-A-01-254699. Los compuestos reducen el nivel de azicar
en sangre.

Segtn la presente invencién se proporciona un andlogo de una insulina caracterizado porque el andlogo comprende
una insulina covalentemente unida a un grupo molecular lateral, siendo dicho grupo molecular lateral una hormona
tiroidea o un grupo IGF-1. El grupo molecular lateral tiene afinidad por una o més proteinas de unién presentes en el
plasma sanguineo.

Como resultado de la administracién de la composicién al cuerpo humano o animal, estd presente un complejo
activo teniendo un peso molecular de 25.000 Daltons o superior en el sistema circulatorio humano o animal.

La invencién es de particular utilidad cuando el andlogo es un andlogo de insulina que comprende una insulina o
uno de sus equivalentes funcionales covalentemente unido a un grupo molecular lateral, de manera que como resultado
de la administracién de la composicidén al cuerpo humano o animal estd presente un complejo de insulina teniendo un
peso molecular de 25.000 Daltons o superior en el sistema circulatorio humano o animal.

Asi, cuando el andlogo se introduce en el torrente sanguineo la una o mds proteinas de unién se unirdn de manera
no covalente al grupo molecular adicional, formando un complejo que tiene un peso molecular de 25.000 Daltons o
superior.

Tal andlogo de la insulina se puede inyectar subcutidneamente y absorberse al torrente sanguineo a través del
endotelio capilar sin dificultad. Cuando estd en el torrente sanguineo el anilogo de la insulina se pondra en contacto
con la proteina de unién por la cual el grupo molecular lateral unido covalentemente tiene afinidad. Asi, al menos
algunas moléculas del andlogo de la insulina se unirdn a dicha proteina de unién, formando un complejo de insulina.
Las proteifnas de unién tienden a ser moléculas voluminosas de elevado peso molecular. Por tanto tienden a no difundir
facilmente hacia fuera a través del endotelio capilar y permanecen en el torrente sanguineo. Asi, el tamafio efectivo de
la molécula y por tanto el peso molecular del andlogo de la insulina unido se incrementa dramdticamente. La absorcién
desde los vasos sanguineos a los tejidos periféricos, por ejemplo la grasa y el musculo, a través del endotelio capilar
ahora estd enormemente inhibida debido a la unién del andlogo de la insulina a la proteina de unién de elevado peso
molecular. No obstante, en el higado no existe tal barrera y por tanto el andlogo de la insulina, incluso con la proteina
de unién asociada, puede tener acceso a los receptores de insulina del hepatocito esencialmente en el mismo grado
que tendria la insulina convencional.
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La unién del grupo molecular lateral y la proteina de unién no es covalente. Las fuerzas de unién pueden ser,
por ejemplo, electrostaticas (por ejemplo, atraccién de cargas opuestas, puentes de hidrégeno) o hidréfobas. Asi, la
unién no es permanente. El andlogo de la insulina se puede absorber sobre los tejidos hepdticos en su forma unida.
Las moléculas del anédlogo de la insulina que no se han unido mediante la proteina de unién o que se han unido y
posteriormente se han liberado son capaces de pasar a través del endotelio capilar a los tejidos periféricos.

El grupo molecular unido covalentemente estd unido de tal forma que el sitio (o sitios) activo de la insulina o su
equivalente permanente disponible para llevar a cabo sus funciones prescritas.

La unién de un grupo molecular adecuado a la insulina o su equivalente se puede llevar a cabo mediante procedi-
mientos quimicos convencionales conocidos por aquellos expertos en la materia.

El andlogo se puede usar en un procedimiento de terapia de sustitucién de insulina que comprende la inyeccién
subcutdnea de una preparaciéon que comprende el andlogo de la insulina como se ha descrito anteriormente.

Las caracteristicas preferidas de la primera forma de realizacién de la invencién se describirdn ahora en detalle.

La insulina o su equivalente funcional, cuando la insulina es el compuesto activo usado, puede ser cualquiera de
las insulinas usadas convencionalmente en terapia de sustitucién de insulina.

J. Brange y col. (“Monomeric Insulins and their Experimental and Clinical Implications”, Diabetes Care, vol. 13,
N°9, septiembre 1990) y otros han estudiado la posibilidad de desarrollar insulinas con tendencias reducidas a la auto-
asociacion. Estas insulinas se absorben desde el subcutis al torrente sanguineo mas rapidamente que la forma en la
cual la insulina se encuentra normalmente en formulaciones farmacéuticas. La insulina adopta un estado asociado en
una formulacién farmacéutica. Seis mondmeros de insulina se asocian para formar hexdmeros. La asociacion es no
covalente. Con el uso de la tecnologia del ADN, J. Brange y col. y otros han preparado insulinas que permanecen
diméricas o incluso monoméricas a una concentracién (farmacéutica) elevada mediante la introduccién de una o unas
pocas sustituciones de aminodcidos en la insulina humana. Se prefieren insulinas con una capacidad de asociacién
reducida como se ha descrito por J. Brange y col. y otros para su uso como equivalente de la insulina al cual se une
el grupo molecular adicional. Cuando el compuesto farmacéutico activo es un equivalente de la insulina, se prefieren
tales insulinas debido a que su reducida tendencia a la auto-asociacion significa que se absorben mas rdpidamente al
torrente sanguineo desde el subcutis de lo que lo hacen las insulinas convencionales que tienden a ser inyectadas en
forma hexamérica.

También se han desarrollado insulinas de este tipo por Eli Lilly. Estas se describen en Protein Engineering, Vol 5,
519-525y 527-533 (1992) (ambas de D. N. Brems y col.). También se han descrito estudios de insulinas monoméricas
con aminoacidos modificados en Diabetes 40 Suppl. 1 (1991), 423A (Howey y col.) y 464A (Shaw y col.).

El grupo molecular lateral covalentemente unido a la insulina tiene afinidad por una proteina de unién presente en
el plasma sanguineo y por si mismo no actuard en el cuerpo para producir efectos perjudiciales. El grupo molecular es
de un peso molecular similar a o inferior al de la insulina. El peso molecular total de la insulina o de su equivalente
funcional y el grupo molecular adicional es inferior a 25.000, mds preferentemente inferior a 20.000 6 15.000, y puede
ser inferior a 12.000. Esto es para que la unién del grupo molecular lateral a la insulina para formar el andlogo no
impida el paso por difusién del andlogo inyectado desde el subcutis a través del endotelio capilar al torrente sanguineo.
El grupo molecular lateral es inocuo cuando se administra al cuerpo; esto se puede conseguir, por ejemplo, asegurando
que la concentracién del andlogo de insulina en el torrente sanguineo sea suficientemente elevada para permitir los
efectos beneficiosos de la insulina u otra terapia a la que es sensible pero suficientemente baja para prevenir cualquier
efecto que se pudiera deber al grupo molecular lateral al que es sensible, o asegurando que el andlogo de la insulina no
estd presente en partes del cuerpo en las que el grupo molecular lateral podria ser activo, o volviendo inactivo el grupo
molecular lateral mediante modificacién estructural que no obstante preserva su capacidad para unirse a su proteina
de unién.

El grupo molecular lateral puede ser un factor de crecimiento de tipo insulinico 1 (IGF1). Este polipéptido tiene
afinidad por las proteinas de unién IGF1, que circulan naturalmente en el torrente sanguineo humano.

El grupo molecular lateral puede ser un grupo tiroxilo nativo o modificado, derivado de 1a hormona tiroidea humana
tiroxina 3,5,3”,5’-L-tetrayodotironina (T4). Hay varias proteinas de unién presentes en el plasma sanguineo humano
que tienen afinidad por el grupo T4, por ejemplo, la globulina de unién a tiroxina (TBG), la prealbtiimina de unién a
tiroxina (TBPA) y la albimina. Estas proteinas se conocen colectivamente como proteinas de unién a tiroxina (TBP).

El grupo molecular lateral con afinidad por una proteina de unién puede estar unido de manera covalente directa-
mente a la insulina o su equivalente, como se ha explicado anteriormente en un lugar escogido de manera que el grupo
molecular adicional no inhibe la accién de la insulina o su equivalente. La estructura de la insulina y las localizaciones
de sus sitios activos son muy conocidas, por tanto cuando se usa insulina aquellos expertos en la materia serdan capaces
de establecer las posiciones apropiadas a las que unir dicho grupo molecular de manera que no interfiera de manera
significativa con la accién de la insulina o su equivalente.
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Alternativamente se puede usar una cadena molecular corta (o “brazo espaciador”) para unir la insulina o equiva-
lente de la insulina y dicho grupo molecular. El brazo espaciador estd unido covalentemente tanto a la insulina o su
equivalente como al grupo molecular lateral. Tal brazo espaciador asegura que la insulina o su equivalente y la protei-
na de unién estdn distanciados entre si, previniendo asi una interferencia sustancial con la actividad de la insulina por
la proteina de unién de elevado peso molecular (normalmente voluminosa). El brazo espaciador normalmente es una
cadena lineal, preferentemente de entre 3-10 4tomos de carbono de longitud. Tal brazo espaciador puede ser, por ejem-
plo, un grupo aminohexanoilo (AH), que es una cadena de seis carbonos. Naturalmente se pueden usar otros grupos
como brazo espaciador. Por ejemplo, se podrian usar aminoacidos solos o unidos en forma de secuencias peptidicas
pequeiias.

Se debe asegurar que la proteina de unién que tiene afinidad por el grupo molecular lateral esté presente en el
plasma sanguineo en cantidades suficientemente grandes que la captura de la proteina de unién por el andlogo de la
insulina teniendo el grupo molecular covalentemente unido no agotard los niveles de proteina de unién en la sangre
hasta un efecto perjudicial. Por ejemplo, el nivel de proteina de unién no se debe agotar de manera que esté disponible
protefna de unién insuficiente para llevar a cabo su funcién habitual en el cuerpo, si la hubiese.

El anélogo de insulina de la invencidn se puede producir mediante diversos procedimientos, por ejemplo: reaccién
quimica de la insulina o equivalente de la insulina u otro compuesto activo con una sustancia o sustancias que incluyen
el grupo molecular lateral; sintesis de proteinas del conjugado completo; produccién mediante un microorganismo
manipulado genéticamente.

El andlogo de insulina de la invencién se puede usar en un procedimiento de terapia de sustitucion de insulina.

Un andlogo de la insulina segun la invencién o una mezcla de dos o mds andlogos de la insulina diferentes segin
la invencién forman parte de una preparacion de insulina. Esta preparacion de insulina es adecuada para su uso en un
procedimiento de tratamiento del cuerpo humano o animal, preferentemente adecuado para inyeccién subcutdnea, y
puede comprender un tratamiento para la diabetes. Se pueden afiadir principios adicionales que modifican la velocidad
de absorcion desde el depdsito subcutdneo a la circulacidn. La preparacion basada en insulina preferentemente es
adecuada para la inyeccién subcutdnea, en cuyo caso por tanto es adecuada para su uso en enfermos de diabetes por si
mismos.

La preparacion de insulina puede comprender el andlogo de insulina hepatoselectivo de la invencién y una insulina
no hepatoselectiva convencional. Tras la inyeccidn subcutdnea y el paso al torrente sanguineo la insulina convencio-
nal actuard en los tejidos periféricos mientras que el conjugado de insulina de la invencién proporciona una accién
hepatoselectiva controlada.

En la invencién, se puede administrar un andlogo de la insulina con un grupo molecular lateral unido covalente-
mente con una proteina de unién ya unida de manera no covalente al grupo molecular lateral. Una composicién que
comprende tal andlogo de la insulina serd mds adecuada para la administracién intravenosa que para la administracién
subcutdnea debido al peso molecular muy elevado del andlogo de la insulina en la composicién (comparado con el
andlogo de la insulina solo, que forma un complejo de insulina de peso molecular superior a 25.000 s6lo después de
su administracion al sistema circulatorio). No obstante en algunos casos puede ser deseable proporcionar tal andlogo
de la insulina o andlogo de otro compuesto activo para su uso en la fabricacién de una composicién adecuada para la
administracion intravenosa.

La invencién también incluye preparaciones comprendiendo el nuevo andlogo y un excipiente farmacéuticamente
aceptable, y el uso de los nuevos andlogos para la fabricacién de preparaciones para su uso en un procedimiento de
tratamiento de un humano o un animal.

Ejemplos

Los autores de la presente invencién han abordado un estudio para explorar la posibilidad de que andlogos de la
insulina con un acceso restringido a los tejidos periféricos puedan presentar una hepatoselectividad relativa in vivo.

Se han disefiado y probado andlogos de la insulina que incluyen un resto tiroxilo que se une a la proteina de unién
a la hormona tiroidea (TBP). La N°!-tiroxil-insulina (T4-Ins) y la N°B!-tiroxil-aminohexanoil-insulina (T4-AH-Ins)
se sintetizaron usando procedimientos de sintesis quimica dados a continuacién.
Preparacion de tiroxil-insulinas

Abreviaturas:

Msc = metilsulfoniletiloxicarbonilo

Boc = terc-butiloxicarbonilo

DMF = dimetilformamida
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DMSO = dimetilsulf6xido
Pf = punto de fusién
ONSu = éster N-oxisuccinimida
Ejemplo 1
Bl-tiroxil-insulina (porcina) (T4-Ins)
Derivados de tiroxina protegidos:
Msc-L-tiroxina (I)

Se hicieron reaccionar 776 mg (1 mmol) de L-tiroxina en 2 ml de dimetilsulf6xido con 530 mg (2 mmol) de
Msc-ONSu en presencia de 139 ul (1 mmol) de trietilamina a temperatura ambiente durante 18 horas. Después de la
concentracion a vacio el residuo oleoso se recogié en acetato de etilo, la fase organica se lavd con agua, se secé sobre
Na,SO,, y el disolvente se extrajo a vacio. El residuo sélido se cristaliz6 en hexano.

Rendimiento: 651 mg (70,2% del tedrico),

pf: 200°C.
Ester de Msc-L-tiroxin-N-oxisuccinimida (11)

A una disolucién enfriada (0°C) de 371 mg (0,4 mmol) de Msc-tiroxina y 40 mg (0,4 mmol) de N-hidroxisuc-
cinimida en 1 ml de tetrahidrofurano se le afiadié una disolucién enfriada previamente de 82,5 mg de N,N’-diciclo-
hexilcarbodiimida en 0,5 ml de tetrahidrofurano con agitacién. Después de agitar adicionalmente durante 3 horas el
precipitado se retiré por filtracion, y el filtrado se concentré a vacio. La cristalizacién del residuo sélido en cloruro de
metileno/éter de petréleo.

Rendimiento: 295 mg (71% en relacién a I)
pf: 180°C.
Bl-tiroxil-insulina (porcina) (I11)

A una disolucién de 100 mg (0,016 mmol aproximadamente) de A1,B29-Msc,-insulina (preparada segtin Schiittler
y Brandenburg, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol, Chem. 360, 1721 - 1725 (1979)) y 18 ul (0,160 mmol) de N-metilmorfolina
en 2 ml de DMSO se le afiadi6é 116,4 ml (0,160 mmol) de II en 0,2 ml de DMSO. Después de agitar durante 6 h a
temperatura ambiente el derivado de insulina se precipité con éter/metanol (9:1, v/v), se aisl6 por centrifugacion, se
lavé tres veces con éter/metanol, y se secé a vacio.

Los grupos Msc se eliminaron por tratamiento con NaOH/dioxano/metanol a 0°C, y III se purificé por filtracion en
gel en una columna Sephadex G 50 fina como se ha descrito (Geiger y col., Chem. Ber. 108, 2758 - 2763 (1975)). La
liofilizacién dio 78,4 mg de B1-tiroxil-insulina (75%, en relacién a la Msc,-insulina).

Ejemplo 2
Bl-tiroxil-aminohexanoil-insulina (porcina) (IV) (T4-AH-Ins)

1. Se preparé acido BOC-g-aminohexanoico haciendo reaccionar 1,32 g (10 mmol) de dcido e-aminohexanoico
con 2,4 g (11 mmol) de di-ferc-butildicarbonato en dioxano/agua a pH 9 y se obtuvo un rendimiento del 87% (2,2 g).
Punto de fusién después de la recristalizacién en acetato de etilo: 75°C.

2.22,8 mg (0,096 mmol) de 4cido BOC-aminohexanoico se activé previamente con 13 mg de 1-hidroxibenzotriazol
y 17,8 mg (0,09 mmol) de diciclohexilcarbodiimida en 0,7 ml de dimetilformamida durante 1 h a 0°C y 1 hora mds a
temperatura ambiente.

3. A continuacién, se afiadié una disolucién de 100 mg (0,016 mmol aproximadamente) de A1,B29-Msc,-insulina
y 18 1 (0,160 mmol) N-metilmorfolina en 1 ml de DMF. Después de agitar durante 70 minutos a temperatura ambiente
las mezclas se filtraron, y el derivado de insulina se precipité con etiléter/metanol (9:1, v/v), se aislé por centrifugacion,
se lavé tres veces con éter/metanol, y se secé a vacio.

4. El grupo protector Boc se escindié por tratamiento del producto con 3 ml de 4cido trifluoroacético durante 1
hora a temperatura ambiente. La disolucién se concentr a vacio, el derivado de la insulina se precipit6 con éter, se
aislo, se lavé con éter, y se seco.
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Rendimiento: 77,8 mg de B1-aminohexil-A1,B29-Msc,-insulina.

5. 102 mg (0,016 mmol) de este derivado se disolvieron en 2 ml de dimetilformamida y 18 ul (0,16 mmol) de N-
metilmorfolina. Después de la adicién de 116 mg (0,16 mmol) del éster de Msc-tiroxin-N-oxisuccinimida en 0,2 ml
de dimetilformamida la mezcla se agit6 durante 3 horas a temperatura ambiente. La insulina protegida se aislé por
precipitacion con metanol/éter y se aislé como se ha descrito anteriormente.

6. Los grupos Msc se retiraron por tratamiento con NaOH/dioxano/metanol a 0°C, y IV se purificé por filtracién
en gel en una columna Sephadex G 50 fina como se ha descrito (Geiger y col., op. cit.). La liofilizacién dio 39,1 mg
de B1-tiroxil-aminohexanoil-insulina (37%, en relacién a la aminohexil-Msc,-insulina).

La T4-Ins, la T4-AH-Ins e insulina (Ins) se infundieron en cuatro perros beagle anestesiados con D-*H-3-glucosa
para la medicién de las velocidades de produccidn de glucosa (Ra) y la eliminacién de glucosa (Rd). La euglucemia y
la actividad especifica de la glucosa se mantuvieron mediante la infusién variable de D-glucosa con D-*H-3-glucosa.

Con los tres materiales la Rd de la glucosa se incrementd y la Ra de la glucosa se redujo desde un nivel basal
de 2,70 + 0,19 mg-kg™'-min~', (p<0,05). En cada experimento se calculé la actividad de tipo insulinica para Ra 'y
Rd como el drea entre los valores basales de cada una de estas variables y los subsiguientes valores representados
grificamente frente al tiempo (AUC). Para la Ins, T4-Ins y T4-AH-Ins, respectivamente, el AUC para los valores de
Ra fueron de -431 + 121, -226 + 154 y -357 = 50 (media + SEM, mg/kg), (sin diferencias significativas) y el AUC
para los valores de Rd fueron de 1142 + 160, 629 + 125 y 830 + 178 mg/kg, ambos conjugados diferentes de la Ins,
p<0,05.

Estos resultados indican que los andlogos de la insulina de la invencidén actdan en un mayor grado sobre los tejidos
del higado que sobre aquellos de las regiones periféricas del cuerpo, tales como la grasa y el musculo.
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REIVINDICACIONES

1. Un andlogo de una insulina caracterizado porque el andlogo comprende una insulina unida covalentemente a
un grupo molecular lateral, siendo dicho grupo molecular lateral una hormona tiroidea o un grupo IGF 1.

2. Un andlogo segtn la reivindicacién 1 que tiene afinidad por las proteinas de unién a IGF, albimina, prealbtimina
de unidn a tiroxina o globulina de unién a tiroxina.

3. Un andlogo segun la reivindicacién 1 6 2 en el que el grupo molecular lateral es un grupo tiroxilo.

4. Un andlogo segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el grupo molecular lateral estd unido
a la insulina por un espaciador molecular.

5. Un andlogo segun la reivindicacion 4 en el que el espaciador molecular comprende una cadena lineal de 3-10
atomos de carbono.

6. Un andlogo segtin la reivindicacién 5 en el que el espaciador molecular es un grupo aminohexanoilo.

7. Una preparacién adecuada para su uso en un procedimiento de tratamiento del cuerpo humano o animal que
comprende al menos un andlogo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Una preparacion segun la reivindicacién 7 que es adecuada para la inyeccién subcutdnea.
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