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AGONISTAS DEL RECEPTOR DE GLUCAGON/GLP-1 DE ACCION

PROLONGADA

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica prioridad de la solicitud
provisional estadounidense numero de -serie 61/492,448,
presentada el 2 de junio de 2011, -y la solicitud
provisional estadounidense numero de serie 61/624,589,
presentada el 16 de abril de 2012. Estas solicitudes se
incorporan por la presente en su totalidad mediante esta

referencia a la presente.

CAMPO DE LA INVENCION

Se describen oxintomodulina pegilada y pegilada inversa
incluyendo composiciones farmacéuticas que comprenden la

misma y métodos de uso de esta.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las proteinas y, particularmente, los péptidos cortos son
susceptibles de desnaturalizacidén o degradacién enzimitica
en la sangre, higado o rifién. Por consiguiente, las
proteinas.en general tienen semividas en circulacidén cortas

de varias horas. Dada su baja estabilidad, los farmacos de
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péptido generalmente se administran con wuna frecuencia
sostenida de modo de mantener una concentracidén eficaz en
plasma del péptido activo. Ademéds, dado que los farmacos de
péptido generalmente se administran mediante infusidn,
inyeccidén frecuente de los fédrmacos de péptido provocan un
malestar considerable a un sujeto. Por lo tanto, se
requieren tecnologias que prolongardn las semividas de las
proteinas y péptidos terapéuticos a la vez que se mantiene
una alta eficacia farmacoldgica de estas. Dichos farmacos
de péptido deseados también deberian cumplir con 1los
requisitos de mayor estabilidad en suero, alta actividad y
baja probabilidad de inducir una respuesta inmunitaria no

deseada cuando se inyectan a un sujeto.

La farmacocinética desfavorable, como una semivida corta en
suero, puede prevenir el desarrollo farmacéutico de muchos
farmacos posibles por lo deméds prometedores. La semivida en
suero es una caracteristica empirica de una molécula, y se
debe determinar experimentalmente para cada posible farmaco
nuevo. Por ejemplo, con farmacos de proteina de menor peso
molecular, los mecanismos de depuracidén fisioldgica, tal
como la filtracidén renal puede volver inviable el
mantenimiento de los niveles terapéuticos de un farmaco
dado el costo o la frecuencia del régimen de dosificacién

requerido.
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El tracto gastrointestinal es responsable de sintetizar vy
liberar muchas hormonas de péptido que regulan 1los
comportamientos alimenticios, incluyendo la proteina
pancreatica (PP), péptido similar al glucagébn 1 (GLP-1),
péptido YY (PYY) vy oxintomodulina {(OXM). La OXM surge de un
procesamiento postransicional especificb del tejido de
proglucagén en el 1intestino y el SNC. Contiene 37
aminoacidos, incluyendo la secuencia completa del glucagdn
con una extensidén de octapéptido béasica del extremo C que
demostrd contribuir a las propiedades de la OXM tanto in
vitro como in vivo pero que no fue por si solo suficiente a
los efectos del péptido. En respuesta a la ingestidén de
alimento, la OXM se secreta mediante células L intestinales
en el torrente sanguineo proporcionalmente al contenido

caldrico del alimento.

La OXM mejora la depuracidédn de gluﬁbsa mediante la
estimulacién de 1la secrecidén de insulina 1luego de 1la
administracién oral e intraperitoneal. También regula el
control de la ingesta de alimento. La inyeccidn
intracerebroventricular (ICV) e intranuclear de OXM en los
nucleos paraventriculares y arqueados (ARC) del hipotalamo
inhibe la realimentacién en ratas en ayuno (Dakin et al.
2001; Dakin et &l. 2004). También se ha demostrado esta
inhibicidén en ratas alimentadas libremente al comienzo de

la fase de oscuridad. Ademéds, la administracidén periférica
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de OXM inhibkidé de forma dependiente de la dosis tanto 1la
ingesta de alimento inducida por ayuno y de fase de

oscuridad (Dakin et 41.2004).

Anteriormente, se describié un nuevo enfoque conceptual
denominado pegilacién inversa (publicacidén de PCT N° WO
98/05361; Gershonov et 4l., 2000), para prolongar 1la
semivida de las proteinas y péptidos. De acuerdo con esta
tecnologia, se preparan profédrmacos derivando el farmaco
con grupos funcionales que son sensibles a bases y que se
pueden retirar en condiciones Dbasicas leves, tales como
condiciones fisioldgicas. La derivacién incluye una
sustitucidén de al menos un amino, grupos hidroxilo mercapto
y/o carboxilo de la molécula de farmaco con un enlazador,
tal como 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) vy 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS), al que se une un grupo del
resto polietilenglicol (PEG). La relacién entre el resto
PEG y el farmaco no es directa sino que ambos residuos
estdn unidos a distintas posiciones del andamiaje FMS o
estructuras de Fmoc que son muy sensibles a las condiciones
badsicas. La presente invencidén se refiere a un derivado de
OXM en el que la semivida del péptido se prolonga

utilizando la tecnologia de pegilacidén inversa.

COMPENDIO DE LA INVENCION
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En una modalidad, la presente invencidn proporciona una
composicién que consiste en un agonista del receptor de
glucagdédn/GLP-1 doble ligado o wunido al polimero de
polietilenglicol (polimero de PEG) mediante
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (FMS).

En otra modalidad, la presente invencidn también
proporciona un método para reducir la ingesta de alimento,
reducir el peso corporal o ambos en un sujeto, que
comprende el paso de administrarle al sujeto un agonista
del receptor de glucagdén/GLP-1 doble conjugado con un
polimero de polietilenglicol (polimero de PEG) mediante un
enlazador flexible, donde dicho enlazador flexible es
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) ) 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) . En otra medalidad, el

enlazador es un enlazador escindible.

En otra modalidad, la presente invencidn también
proporciona un método para inducir la tolerancia a la
glucosa, mejorar el control glicémico, o ambos en un sujeto
gue lo necesita, que comprende el paso de administrarle al
sujeto una cantidad éficaz de una composicidén que consiste
en un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 doble unido a
un polimero de polietilenglicol (polimero de PEG) mediante

9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) ::o 2-sulfo-9-
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fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) y un portador

farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, la presente invencidn ademds proporciona
un método para reducir la resistencia a la insulina en un
sujeto, que comprende el paso de administrarle al sujeto
una cantidad eficaz de una composicidén que comprende un
agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 conjugado con un

polimero de polietilenglicol (polimero de PEG).

En otra modalidad, la presente invencién también
proporciona un método para extender la semivida bioldgica
de un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1, que consiste
en el paso de cohjugar el agonista a un polimero de
polietilenglicol (polimero de PEG) mediénte un enlazador
flexible que comprende 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o

2-sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMS).

En otra modalidad, la presente invencidn también
proporciona un método para extender la semivida bioldgica
de un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 doble, que
consiste en el paso de conjugar el agonista con un polimero
de polietilenglicol (polimero de PEG) mediante un enlazador
flexible gue comprende 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o

2—sulfo—9—fluorenilmetoxicarbonilo (FMS);'\
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En otra modalidad, la presente invencidn también
proporciona un método para mejorar el area bajo la curva
(AUC) de un agonista del receptor de glucagdén/GLP-1, que
consiste en el paso de conjugar un polimero de
polietilenglicol (polimero de PEG) con el extremo amino del
agonista mediante 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-

sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMS).

En otra modalidad, la presente invencidén también
proporciona un método para reducir una frecuencia de dosis
de un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 doble, qgue
consiste en el paso de conjugar un polimero de
polietilenglicol (polimero de PEG) con el extremo amino de
dicha oxintomodulina mediante 9-fluorenilmetoxicarbonilo

(Fmoc) o 2—sulfo—9?fluorenilmetoxicarbonild (FMS) .

En una modalidad, la presente invencidén proporciona un
método para aumentar la sensibilidad de insulina en un
sujeto, que comprende el paso de administrarle al sujeto
una cantidad eficaz de una composicidédn que comprende un
agonista del receptor de glucagdédn/GLP-1 doble conjugado con
un polimero de polietilenglicol (polimero de PEG). En otra
modalidad, la presente invencidén proporciona un método para
aumentar la sensibilidad de insulina en un sujeto, luego
del tratamiento agu&o 0 tratamiento crénico, que comprende

el paso de administrarle al sujeto una cantidad eficaz de

W\
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una composicién que comprende un agonista del receptor de
glucagdn/GLP-1 doble conjugado con un polimero de

polietilenglicol (polimero de PEG).

Otras caracteristicas y ventajas de la bresente invencidn
serdn evidentes a partir de 1la descripcién detallada,
ejemplos y figuras que siguen a continuacidén. Deberia
entenderse, sin embargo, que la descripcidén detallada vy
ejemplos especificos, a pesar de que indican modalidades
preferidas de la invencidn, se brindan a modo de
ilustracién unicamente, debido a que varios cambios vy
modificaciones dentro del espiritu y alcance de la
invencidén serdn aparentes para los expertos en la téchica a

partir de esta descripcidén detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 es wuna grafica que muestra el perfil
farmacocinético de OXM, PEGo-Fmoc-0XM y PEG;,-Fmoc-0XM en
ratas macho. Las ratas recibieron una unica inyeccidén en
bolo SC de OXM natural (62 nmol/kg), PEGjo-Fmoc-0XM (que
contiene 278 ug/kg de péptido de OXM) o PEGyo-Fmoc-OXM (que
contiene 62 nmol/kg de péptido de OXM) en 0,5 ml de
amortiguador de PBS. Las muestras de suero se recogieron de

la vena yugular en los momentos especificados y se analizd
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la concentracién de OXM usando un kit Elisa de OXM (Bachem,

Suiza).

La Figura 2 son graficas que muestran el perfil
farmacocinético de OXM y PEG4-Fmoc-OXM en ratas macho. Las
ratas recibieron una uUnica inyeccidén IV en bolo (A} o SC
(B) de OXM natural (62 nmol/kg) o PEGg-Fmoc-OXM (que
contiene 62 nmol/kg de peso corporal de péptido de OXM) en
0,5 ml de amortiguador de PBS. Las muestras de suero se
recogieron de la vena yugular en los momentos especificados
y se analizé la concentracidén de OXM usando un kit Elisa de
OXM (Bachem, Suiza). La insercién superpuesta resalta el
perfil de OXM que es evidente en las dos primeras horas

luego de la administracién.

La Figura 3 es una grafica que muestra ia actividad in
vitro de OXM natural, PEGg-Fmoc-0OXM y PEG4-EMCS-0OXM. Las
células CHO-K1 que sobreexpresan el receptor GLP-1
(Millipore HTS163C2) se cosecharon en 96 pocillos con la
mitad de la superficie blanca a una densidad de 200.000
células/ml y se in;ubaron durante 24 horas a 37 °C. Las
células se incubaron con concentraciones en aumento de OXM
(ALMAC), PEG40-EMCS-0OXM y PEG40-Fmoc-OXM con o sin suero de

rata al 1 % (Bio réclamation). Las concentraciones de cAMP

de las células se cuantificaron mediante ensayo HTRF
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(Cisbio 62AM4PEB) y el pardmetro de EC50 se analizd

mediante software PRISM.

La Figura 4 son graficas que muestran. la induccidn de
tolerancia a la glucosa en ratones con OXM natural y PEGge—
Fmoc-0XM y PEG4-EMCS-0XM, segun las mediciones de la
prueba de tolerancia a la glucosa IP (IPGTT) . Se
mantuvieron en ayunas ratones C57BL/6é durante la noche vy
luego se les inyectd IP PBS (vehiculo), PEGg-Osu como
control (546 nmol/kg), OXM natural (333 nmol/kg), PEGgo-
Fmoc-0XM (202 nmol/kg de contenido de péptido) y PEGge-
EMCS-OXM (333 nmol/kg). Se administré glucosa (1,5 gr/kg)
IP a los 15 min luego de la administracién del articulo de
prueba (vehiculo, OXM y PEGg-Osu) o 120 min luego de la
administracién de PEGyg-Fmoc~0OXM. Los nivéles de glucosa en
sangre se midieron mediante muestreo de la vena de la cola
antes de la administracién de glucosa y 10, 20, 30, 60 vy
120 min luego de la administracién de glucosa usando un
glucémetro portéatil. La grafica (A) proporciona el perfil
de glucosa en sangre y la grafica (B) muestra la AUC de

glucosa.

La Figura 5 son graficas que muestran el efecto de la
administracién SC de OXM (b.i.d.) vy PEG40-FMS-0XM (dias 1,
3, 5, 7) en el peso corporal (A) e ingesta de alimento

cumulativa (B) en ratones C57BL/6J machos gue presentan

10
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obesidad inducida por la dieta. Los datos son medios
ajustados (n = 10). SEM se calculan a partir de 1los
residuos del modelo estadistico. Los ratones se dosifican
durante 7 dias comenzando el Dia 1. Los datos analizados
por ANCOVA con peéo corporal el Dia 1 como covariable
seguido de prueba de Williams (OXM en PBS) o prueba t
multiple (sibutramina y PEG40-FMS-OXM) versus el vehiculo
apropiado. Diferencias significativas versus vehiculo
apropiado: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Los valores
porcentuales indican la diferencia con el grupo de vehiculo
apropiado el Dia 8 (es decir, luego de 7 dias de

dosificacién).

La Figura 6 es una grafica que muestra el efecto de la
administracién SC de OXM (b.i.d) y OXM PEG40-EMCS-0XM
pegilado unido covalentemente (1000 nmol/kg y 5000 nmol/kg
los Dias 1, 4 y 7 u 8000 nmol/kg los Dias 1 y 7), PEG40-
FMS-OXM (1000 nmol/kg y 5000 nmol/kg los Dias 1, 4 y 7 u
8000 nmol/kg los Dias 1 y 7) y PEG30-FMS-OXM (5000 nmol/kg
los Dias 1, 4 y 7) en el peso corporal (A) e ingesta de
alimento (B) en ratones C57BL/6J machos que presentan
obesidad inducida por la dieta. Los datos son los promedios
ajustados (n = 10). SEM se calculan a partir de los
residuos del modelé estadistico. Los ra£ones se dosifican

durante 7 dias comenzando el Dia 1.

11



La Figura 7 muestra los efectos de la administracidén de OXM

pegilada inversa en el peso corporal en ratones con

obesidad inducida por la dieta (DIO). Durante la primera

semana de un uUnico alojamiento (periodo de manejo), 1los

animales comenzaron un protocolo de manejo de una vez al

dia y durante la segunda semana (periodo de referencia),

recibieron una dosificacién del vehiculo apropiado b.i.d. o

una vez a la semana a medida que recibieron la dosificacidn

durante el periodo 'de tratamiento) mediante wuna via
subcutédnea. 7 grupos (n = 8) de ratones DIO recibieron una
dosificacidén durante 29 dias, de la siguilente manera: A.

PEG40-SH (662 mg/kg), B. PEG40-EMCS-0OXM (6.000 nmol/kg), C.

PEG30-EMCS-OXM (6.000 nmol/kg), D. PEG40-FMS-OXM (6.000

nmol/kg), E. PEG30-FMS-OXM (6.000 nmol/kg), F. vehiculo

(PBS) y G. OXM (6.000 nmol/kg; PBS). Durante el periodo de

referencia y de tratamiento, se registraron a diario la

ingesta de alimentos, el consumo de agua y el peso

corporal. La administracién semanal de PEG40-FMS-OXM o

PEG30-FMS-0XM redujo significativamente el peso corporal en

los ratones con obesidad inducida por la dieta (DIO).

La Figura 8 muestra los efectos agudos de la administracién
de OXM pegilada inversa en la tolerancia a la glucosa en

ratones con obesidad inducida por la dieta (DIO). El Dia 1,

la administracién de farmacc o

25 luegc del comienzo de

vehiculo, todos los ratones se sometieron a ayuno durante

12
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la noche. E1 Dia 2, los ratones se sometieron a una prueba
de tolerancia a la glucosa oral (OGTT). Cada animal recibid
una dosificacidén del vehiculo o compuesto de prueba y 60
minutos después recibieron una dosificacién de D-glucosa (2
g/kg po). Se tomaron muestras de sangre de referencia
inmediatamente antes de la dosificacidén del vehiculo o
compuesto de prueba (Bl) e inmediatamente antes de la carga
de glucosa (B2). Se tomaron otras muestras de sangre 10,
20, 30, 45, 60 y 120 minutos luego de la administracidén de
glucosa. Todas las muestras de sangre (aproximadamente 20
pnl) se tomaron de la vena de la cola. Las muestras de
plasma se prepararon y analizaron para determinar la
glucosa (n = 2) e insulina (n = 1) usando el reactivo de
glucosa Thermoelectron Infinity (TR15421) y Alpco mouse
ultrasensitive insulin ELISA ~ (80-INSMSU-E10),

respectivamente.

La Figura 9 muestra los efectos de la administracién de OXM
pegilada inversa en glucosa, glicerol, colesterol e
insulina terminal en ratones con obesidad inducida por la
dieta (DIO). Se recogieron las muestras de plasma terminal
(24 horas luego de la dosis final del compuesto de prueba o
de contrel el Di; 29) mediante punciéh cardiaca y se
analizaron para determinar la insulina, glucosa y
colesterol usando el mouse ultrasensitive insulin ELISA

(80-INSMSU-E10), reactivo de glucosa Thermoelectron
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Infinity (TR15421) y reactivo de colesterol Thermoelectron

Infinity (TR13421).

La Figura 10 muestra los efectos de la administracién de
OXM PEGilada inversa en el andlisis dé la composicidn
corporal terminal de grasa, agua, proteina y ceniza (hueso)
en ratones con obesidad inducida por la dieta (DIO). Se
determinaron los niveles de grasa corporal (A), agua (B),
proteina (C) y ceniza (D) de cadaveres de ratén DIO usando
las técnicas de andlisis quimicos estandar. Los grupos de
tratamiento fueron los siguientes: A. PEG40-SH (662 mg/kg),
B. PEG40-EMCS-0XM (6.000 nmol/kg), C. PEG30-EMCS-OXM (6.000
nmol/kg), D. PEG40fFMS—OXM (6.000 nmol/kg), E. PEG30-FMS-

OXM (6.000 nmol/kg), F. vehiculo (PBS) y G. OXM (6.000

nmol/kg; PBS).

La Figura 11 muestra que la administracién de variantes de
PEG-0XM PEG40-EMCS-0XM, PEG30~EMCS-0XM, PEG40-FMS-0XM,
PEG30-FMS-0OXM produjo reducciones marcadas y significativas
de la insulina de glucosa en ayuno y plasma en ayuno cuando

se comparan con los controles.
La Figura 12 muestra que la administracién de variantes de

PEG-0XM PEG30-FMS-0XM, PEG40-FMS-0XM \% PEG60-FMS-0OXM

produjo reducciones marcadas y significativas de la
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insulina de glucosa en ayuno y plasma en ayuno cuando se

comparan con los controles.

La Figura 13 muestra que la administracién de variantes de
PEG-0OXM PEG5-FMS-0XM, PEG30-FMS-0XM, PEG40-FMS-0XM \
PEG60-FMS-0XM produjo reducciones marcadas y significativas

del peso corporal cuando se comparan con los controles.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En una modalidad, la presente invencién proporciona un
agonista del receptor de glucagdédn/GLP-1 doble de accidn
prolongada vy métodés para producirlo y usarlo. En otra
modalidad, la presente invencidn proporciona una
oxintomodulina de accién prolongada y métodos para
producirlo y usarlo. En una modalidad, un agonista del
receptor de glucagdn/ GLP-1 doble de accidén prolongada es

una composicidédn que comprende o consiste en oxintomodulina,

polimero de polietilenglicol (polimero de PEG) y
9-fluorenilmetoxicarbonilo {Fmoc) o) 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS). En otré' modalidad, una

oxintomodulina de accidén prolongada es una composicidén que

comprende o consiste en oxintomodulina, polimero de

15
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polietilenglicol (polimero de PEG) y

9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) .0 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) . En otra modalidad, la

presente invencién proporciona un péptido de oxintomodulina

modificad que comprende un péptido de oxintomodulina, un
polimero de .polietilenglicol (PEG) 3% un
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-

(FMS). En otra modalidad, la

fluorenilmetoxicarbonilo

presente invencidén proporciona un péptido de oxintomodulina

modificada que consiste en un péptido de oxintomodulina, un

polimero de polietilenglicol (PEG) y un

9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) . En una modalidad, una

oxintomodulina de accién prolongada es una composicién que

comprende o consiste en oxintomodulina y polimero de

polietilenglicol (polimero de PEG).

En una modalidad, los términos "agonista del receptor de

glucagén/GLP-1" 'y "agonista" doble se usan de manera

intercambiable en la presente. En otra modalidad, los

términos también incluyen cualquier agonista del receptor

de glucagén/GLP-1 conocido en la técnica. En otra

modalidad, el agonista preferido es oxintomodulina u OXM o

una variante funcional de esta.
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En una modalidad, el término "funcional" se refiere a la
capacidad del agonista u OXM proporcionada en la presente
de tener actividad Dbiolégica, que incluye de modo no

taxativo, reducir el peso, aumentar la sensibilidad a la

insulina, etc., como se proporciona adicionalmente en la
presente.
En otra modalidad, un agonista del receptor de

glucagdédn/GLP-1 doble de accién prolongada es una
oxintomodulina pegilada. En otra modalidad, un agonista del
receptor de glucagdn/GLP-1 doble de accidén prolongada es
una oxintomodulina pegilada inversa. En otra modalidad, una
oxintomodulina de accién prolongada es una oxintomodulina
pegilada. En otra modalidad, una oxintomodulina de accidn

prolongada es una oxintomodulina pegilada inversa. En otra

modalidad, las frases "oxintomodulina de accidn
prolongada”, "oxintomodulina pegilada inversa", "OXM
PEGilada inversa" y "una composicién que comprende o

consiste en oxintomodulina, polimero de polietilenglicol
(polimero de PEG) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-
sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMS)" se usan de manera
intercambiable. En otra modalidad, una' éxintomodulina de

accidén prolongada es OXM unida a PEG mediante Fmoc o FMS.

En una modalidad, un agonista del receptor de glucagdédn/GLP-

1 doble de accién prolongada proporcionado en la presente

17
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comprende un polimero de PEG. En otra modalidad, el
agonista comprende un polimero de PEG conjugado con el
extremo amino de un péptido de oxintomodulina mediante Fmoc
o FMS. En otra modalidad, una oxintomodulina de accidn
prolongada de la invencién comprende un polimero de PEG. En
otra modalidad, una oxintomodulina de accidén prolongada de
la invencién comprende un polimero de PEG conjugado con el
extremo amino de un.péptido de oxintomodulina mediante Fmoc

o FMS.

En otra modalidad, una oxintomodulina de accién prolongada
es una composicidn que comprende ° consiste en
oxintomodulina, polimero de polietilenglicol (polimero de
PEG) vy 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) en una relacidén molar de
1:0,2-10:0,2-10. En otra modalidad, una oxintomodulina de
accidén prolongada es una composicién que comprende O
consiste en oxintomodulina, polimero de polietilenglicol
(polimero de PEG) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-
sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) en una relacidn
molar de 1:0,5-2:0,5-2. En otra  modalidad, una
oxintomodulina de accién prolongada es uné composicidén que
comprende o© consiste en oxintomodulina, polimero de
polietilenglicol (polimefo de PEG) y 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) en una relacidén molar de

18
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1:1:1. En otra modalidad, una oxintomodulina de accidn
prolongada incluye un polimero de PEG conjugado con el

extremo amino de oxintomodulina mediante Fmoc o FMS.

En una modalidad, un agonista del receptor de glucagdn/GLP-
1 doble de accién prolongada se une a PEG mediante un
enlazador inverso, tal como, de modo no taxativo, Fmoc vy
FMS. En otra modalidad, wuna oxintomodulina de acciédn
prolongada se une a PEG mediante un enlazador inverso, tal
como, de modo no taxativo, Fmoc y FMS. En otra modalidad,
Fmoc y FMS son sensibles a las bases y se retiran en
condiciones fisioldgicas. En otra modalidad, un enlazador
inverso es un enlazador que es sensible a las bases y se
retira en condiciones fisioldgicas. En otra modalidad, un
enlazador inverso es un enlazador que es sensible a las
bases y se retira en condiciones fisioldégicas en la sangre,
plasma o ganglio linfédtico. En otra modalidad, un enlazador
inverso es un enlazador que es sensible a las bases y se
retira en condiciones fisioldgicas en un fluido corporal.
En otra modalidad, un enlazador inverso es un enlazador que
se retira en un fluido corporal con un pH basico. En otra
modalidad, un enlazador que es sensible a las bases se
escinde luego de la exposicidén a un ambiente bédsico que

libera asi OXM del enlazador y PEG.
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En otra modalidad, una oxintomodulina pegilada inversa es
una composicién donde OXM se wune a PEG mediante un
enlazador inverso. En otra modalidad, una oxintomodulina
pegilada inversa libera la OXM libre luego de la exposiciédn
a un ambiente badsico. En otra mocdalidad, una oxintomodulina
pegilada inversa libera la OXM libre luego de la exposicidn
a la sangre o plasma. En otra modalidad, una oxintomodulina
de accidén prolongada comprende PEG y oxintomodulina que no
estéan unidos diréctamente entre si, Como en los
procédimientos de pegilacién estandar, sino que ambos
residuos se unen a distintas posiciones:dé Fmoc o FMS que
son altamente sensibles a las bases y se pueden retirar en
condiciones fisioldgicas normales. En otré modalidad, las
condiciones fisioldégicas normales incluyen un ambiente

fisioldégico, como la sangre o el plasma.

En una modalidad, una oxintomodulina de accién prolongada
se conjuga de forma no inversa con PEG usando EMCS (ver

Ejemplo 3).

En otra modalidad, las estructuras vy .lés procesos para
realizar Fmoc y  FMS se describen -en la patente
estadounidense N° 7585837. La descripcién de 1la patente
estadounidense N° 7585837 se incorpora a la presente

mediante esta referencia en su totalidad.
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En otra modalidad, la pegilacién inversa hace de OXM una
OXM de accidén prolongada. En otra modalidad, una
oxintomodulina de accidén prolongada es una oxintomodulina

con una semivida bioldégica prolongada.

En una modalidad, 1la ©pegilacién inversa proporciona
proteccién contra la degradacién de un agonista del
receptor de glucagdn/GLP-1 doble. En otra modalidad, la
pegilacién inversa  proporciona proteccidn contra la
degradacidén de OXM.

En otra modalidad, la pegilacién inversa afecta la Cpsx de
OXM para reducir los efectos secundarios dafiinos. En otra
modalidad, la pegilacidén inversa extiende la Tpsx de OXM. En
otra modalidad, la pegilacidén inversa extiende la semivida
circulatoria de OXM. En otra modalidad, la OXM pegilada
inversa presenta mayor biodisponibilidad en comparacidén con
la OXM no modificada. En otra modalidad, la OXM pegilada
inversa presenta mayor actividad biocldgica en comparacién
con la OXM no modificada. En algunas modalidades, la

pegilacidén inversa aumenta la potencia de OXM.

En otras modalidades, una OXM pegilada inversa es al menos
equivalente a la OXM no modificada, en términos de medidas
bioquimicas. En otras modalidades, una OXM pegilada inversa
es al menos equivalente a la OXM no modificada, en términos

de medidas farmacoldgicas. En otras modalidades, una OXM
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pegilada inversa es al menos equivalente a la OXM no
modificada, en términos de capacidad de unién (Kd). En

otras modalidades, una OXM pegilada inversa es al menos

equivalente a la OXM no modificada, en términos de
absorcién a través del sistema digestivo. En otras
modalidades, una OXM pegilada inversa es mas estable

durante la absorcién a través del sistema digestivo que la

0OXM no modificada.

En otra modalidad, un agonista del receptor de
glucagén/GLP-1 doble presenta mayores niveles de area bajo
la curva (AUC) en sangre, en comparacién con el agonista
libre. En otra modalidad, una OXM pegilada inversa presenta
mayores niveles de &rea bajo la curva (AUC) en sangre, en
comparacién con la OXM libre. En otra modalidad, una OXM
pegilada inversa presenta mayores niveles de actividad
bioldébgica y é&area bajo la curva (AUC) en sangre, en
comparacién con la OXM libre. En otra modalidad, un
agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 doble pegilado
inverso presenta un mayor tiempo de retencién en sangre
(ti/2), en comparacién con la OXM libre. Eﬁ otra modalidad,
una OXM pegilada inversa presenta un mayor tiempo de
retencién en sangre (ti,;), en comparacién con la OXM libre.
En otra modalidad, una OXM pegilada inversa presenta mayor
actividad bioldégica y tiempo de retencidén en sangre (tisz),

en comparacidén con la OXM libre. En otra modalidad, una OXM
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pegilada inversa presenta mayores niveles de Cpsx en sangre
en comparacién con la OXM libre, reduciendo asi los efectos
secundarios potencialmente dafiinos. En otra modalidad, una
OXM pegilada inversa presenta mayor actividad bioldgica en
comparaciédn con la OXM libre. En otra modalidad, se
proporciona en la presente un método para mejorar AUC, Craxs
ti1,2,actividad bioldgica, o cualquier combinacidén de estos,
de OXM, que comprende o consiste en el paso de conjugar un

polimero de polietilenglicol (polimero de PEG) con el

extremo amino © de la OXM libre mediante
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) 0 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) . Por lo tanto, en una

modalidad, la presente invencién también proporciona un
método para mejorar el A&area bajo la curva (AUC) de
oxintomodulina, que consiste en el paso de conjugar un
polimero de polietilenglicol (polimero de PEG) con el
extremo amino de dicha oxintomodulina mediante
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (FMS).

En una modalidad, se puede cuantificar la actividad del
agonista de glucagdédn o GLP-1 de cualquier péptido analogo
de glucagdén determinado determinando un valor de ECso para
dicho péptido en un ensayo seleccionado para la actividad
de glucagén o GLP-1. Como lo sabrd el experto en la

técnica, el valor de EC50, es una medida de la
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concentracién a la cual se alcanza la mitad de la actividad
maxima del compuesto en el ensayo particular. En la
presente memoria descriptiva, el valor de ECsp en un ensayo
para determinar la actividad del agonista de glucagdn o
GLP-1 se denominaréa ECso[Glu] y ECso [GLP-1],
respectivamente. Cuando se comparan los valores ECso para
distintos compuestos, se entenderd que describen la
actividad de los compuestos pertinentes en el mismo ensayo

en condiciones por lo demds idénticas.

La relacién ECsy [Glu]/ECsy [GLP-1llpara el péptido analogo
de glucagén serd mayor que la relacidén ECsq [Glu]/ECso [GLP-
1] para glucagdén. Esto se puede interpretar como que el
péptido andlogo de glucagdn presenta una mayor selectividad

para el receptor GLP-1 que el glucagdn.

En otra modalidad, la mejora de AUC, Cpax, tis2,actividad
bioldgica, o cualquier combinacién de estos, de OXM,
conjugando un polihero de polietilenglicol (polimero de
PEG) con el extremo amino de la OXM 1libre mediante
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) posibilita la reduccidén de
la frecuencia de dosificacién de OXM. En otra modalidad, en
la presente se proporciona un método para reducir una
frecuencia de dosificacidén de OXM, que comprende o consiste

en el paso de conjugar un polimero de polietilenglicol
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(polimero de PEG) con el extremo amino o residuos de lisina

de OXM ‘mediante 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-

sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMS). En otra modalidad,

la pegilacién inversa de OXM es ventajosa para permitir que

se usen menores dosis.

En otra modalidad, OXM comprende la secuencia de

aminoadcidos de la SEQ ID NO:1. En otra modalidad, OXM

consiste en la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO:1.

En otra modalidad, la SEQ ID N°:1 comprende © consiste en

la siguiente secuencia de aminoacidos (AR) :
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA (SEQ ID N°:1). En

otra modalidad, OXM comprende o consiste en la secuencia de

aminodcidos representada en CAS N° 62340-29-8.

En otra modalidad, OXM es OXM humana o cualquier OXM de

mamifero. En otra modalidad, OXM también se denomina

enteroglucagdén bioactivo o glucagdén-37. En otra modalidad,

OXM es un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1. En otra

modalidad, OXM es un fragmento biolégicamente activo de

OXM.
En otra modalidad, OXM bioldégicamente activa se extiende
desde el aminodcido 30 hasta el aminodcido 37 de la SEQ 1ID

N°:1. En otra modalidad, OXM bioldégicamente activa se

extiende desde el aminodcido 19 hasta el aminoacido 37 de

la SEQ ID N°:1. En otra modalidad, la OXM de la invencidn
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corresponde a un octapéptido del cual los dos aminoacidos
de extremo C se eliminan. En otra modalidad, la OXM de la
invencién corresponde a cualquier fragmento de la SEQ ID
N°:1 gue mantiene la actividad de OXM, como se describe en

la presente.

En una modalidad, OXM se refiere a un homdélogo de péptido
del péptido de 1la SEQ ID N°:1. En una modalidad, la
secuencia de aminodcidos de OXM de la presente invencidn es
al menos 40 % homdéloga a la secuencia de OXM establecida en
la SEQ ID N°:1, segun se determina usando el software
BlastP _del Centro Nacional para la Informacidn
Biotecnoldégica (NCBI) usando pardmetros por defecto. En una
modalidad, la secuencia de aminocdcidos de OXM de la
presente invencién es al menos 50 % homdloga a la secuencia
de OXM establecida en la SEQ ID N°:1, segun se determina
usando el software BlastP del NCBI usando parametros por
defecto. En una modalidad, la secuencia de aminodcidos de
OXM de la presente invencién es al menos 60 % homdloga a la
secuencia de OXM establecida en la SEQ ID N°:1, segun se
determina usando el software BlastP del NCBI usando
parametros por defecto. En una modalidad, la secuencia de
aminoacidos de OXM de la presente invencién es al menos 70
$ homdéloga a la secuencia de OXM establecida en la SEQ ID

N°:1, segun se determina usando el software BlastP del NCBI

usando pardmetros por defecto. En una modalidad, la
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secuencia de aminodcidos de OXM de la presente invencidn es
al menos 80 % homdéloga a la secuencia de OXM establecida en
la SEQ ID N°:1, segun se determina usando el software

BlastP del NCBI usando parametros por defecto.

En una modalidad, la secuencia de aminodcidos de OXM de la
presente invencién es al menos 90 % homdloga a la secuencia
de OXM establecida en la SEQ ID N°:1, segin se determina
usando el software BlastP del NCBI usando parametros por
defecto. En una modalidad, la secuencia de aminoacidos de
OXM de la presente invencién es al menos 95 % homdloga a la
secuencia de OXM establecida en la SEQ ID N°:1, segun se

determina usando el software BlastP del NCBI wusando

pardmetros por defecto.

En comparacién con la OXM de tipo salvaje, los derivados de
OXM o variantes de la presente invencién contienen varias
sustituciones de aminoadcidos, y/o se pueden PEGilar o
modificar de otro modo (por ejemplo, recombinante ©

quimicamente) .

La OXM . proporcionada en la presente también abarca
cualquier andlogo de 1la secuencia de OXM que antecede.
Cualquier uno o més residuos de aminoacidos en la secuencia
se puede remplazar independientemente con un remplazo

conservador, como es conocido en la técnica, es decir,
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remplazando un aminodcido con uno de un tipo quimico
similar, tal como remplazando un aminodcido hidrofdbico con
otro. De manera alternativa, se pueden realizar mutaciones
de aminodcidos no conservadoras que dan como resultado una
actividad Dbiolégica o efecto mejorado de OXM. En
particular, la OXM se modifica para que sea resistente a la
escisién e inactivacién mediante dipeptidil peptidasa IV

(DPP-1IV).

Los derivados y variantes de OXM y métodos de generarlos se
describen en la publicacién de solicitud de patente
estadounidense N° 2011/0152182, publicacién de solicitud de
patente estadounidense N° 2011/0034374, publicacién de
solicitud de patente estadounidense N° 2010/0144617, los
cuales se incorporan mediante esta referencia a la

presente.

En una modalidad, el agonista del receptor de glucagbdn/GLP-
1 doble proporcionado en la presente se puede modificar
quimicamente. En otra modalidad, la OXM proporcionada en la
presente se puede modificar quimicamente. En particular, se
pueden modificar las cadenas laterales de aminoacidos, el
extremo amino y/o el término 4acido carboxi de OXM. Por
ejemplo, la OXM se puede someter a uno o mas de
alquilacién, formacién de disulfuro, complejacidén de

metales, acilacién, esterificacién, amidacidén, nitracidn,
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tratamiento con &cido, tratamiento con base, oxidacién o
reduccién. Los métodos para realizar estos procesos son
conocidos en la técnica. En particular, la OXM se
proporciona como un éster de alquilo inferior, una amida de
alquilo inferior, una amida de dialquilo inferior, una sal
de adicién de &cidos, una sal de carboxilato o una sal de
adicién alcalina de estos. En particular, los extremos
amino o carboxilicos de la OXM se pueden derivar mediante,
por ejemplo, esterificacién, amidacidn, acilacién,
oxidacién e} reduccidn. En particular, el término
carboxilico de la OXM se puede derivar para formar un resto

amida.

En una modalidad, el agonista del receptcr de glucagdn/GLP-
1 doble de accidén prolongada de la invencién mantiene la
actividad biolégica del agonista no modificado. En otra
modalidad, la OXM de la invencién mantiene la actividad
biolégica de la OXM no modificada. En una modalidad, la OXM
de accién prolongada de la invencidén mantiene la actividad
bioldégica de la OXM no modificada. En otra modalidad, la
OXM de accién prolongada de la invencidén comprende la
actividad biolégica de la OXM. En otra modalidad, la
actividad biolégica de una OXM de accidén prolongada de la
invencién comprende reducir las secreciénes digestivas. En
otra modalidad, la actividad bioldgica de una OXM de accién

prolongada de la invencién comprende reducir y retrasar el
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vaciamiento géstrico. En otra modalidad, 1la actividad
bioldégica de una OXM de accidén prolongada de la invencidn
comprende la inhibicién del patrdén de motilidad alimenticio
en el intestino delgado. En otra modalidad, la actividad
biolégica de una OXM de accidén prolongada de la invencidn
comprende la inhibicién de la secrecidén de acido estimulada
por pentagastrina. En otra modalidad, la actividad
biolégica de una OXM de accidén prolongada de la invencidn
comprende un aumento de la liberacién de somatostatina
gastrica. En otra modalidad, la actividad biolégica de una
OXM de accién prolongada de la 1invencién comprende
potenciar los efectos del péptido YY. En otra modalidad, la
actividad bioldégica de una OXM de accién prolongada de la
invencidén comprende la inhibicidén de :Ia liberacidén de
grelina. En otra modalidad, la actividad bioldgica de una
OXM de accién prolongada de 1la invencién comprende la
regulacién por aumento de adiponectina. En otra modalidad,
la actividad biolégica de una OXM de accién prolongada de
la invencién comprende reducir los acidos grasos libres. En
otra modalidad, la actividad bioldégica de una OXM de accidn
prolongada de la invencidn comprende reducir los
triglicéridos. En otra modalidad, la actividad bioldgica de
una OXM de accidén prolongada de la invencidén comprende
reducir el colesterol.

En otra modalidad, la actividad biolégica de una OXM de

accién prolongada de la invencién comprende la estimulacidn
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de la acumulacién de aminopirina y la produccién de cAMP.
En otra modalidad, la actividad bioldégica de una OXM de
accién prolongada de la invencidédn comprende la unidn del
receptor de GLP-1 vo del receptor de glucagdn. En otra
modalidad, la actividad biolégica de una OXM de accién
prolongada de la invencidn comprende estimular la
produccién de H+ activando la adenilato ciclasa. En otra
modalidad, la actividad bioldégica de una OXM de accidn
prolongada de la invencién comprende la inhibicidén de la
secrecién de &cido géastrico estimulada por histamina. En
otra modalidad, la actividad bioldégica de una OXM de accidn
prolongada de la invencién comprende inhibir la ingesta de
alimento. En otra modalidad, la actividad bioldgica de una
OXM de accidén prolongada de 1la in&encién comprende
estimular la liberacién de insulina. En otra modalidad, la
actividad biolégica de una OXM de accién prolongada de la
invencién comprende inhibir 1la secrecidén exocrina del
pancreas. En otra modalidad, la actividad bioldgica de una
OXM de accién prolongada de la invencidén comprende aumentar
la sensibilidad a la insulina. En otra modalidad, la
actividad bioldégica de una OXM de accién prolongada de la

invencidén comprende reducir los niveles de glucosa.

En una mecdalidad, los términos "reducir el nivel de" se
Q

refiere a una reduccidén de alrededor de 1-10 % con respecto

a un nivel original, de tipo salvaje, normal o de control.
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En otra modalidad, la presente invencidn también
proporciona un método para inducir la tolerancia a la
glucosa, mejorar el control glicémico o ambos en un sujeto
que lo necesita, que comprende el paso de administrarle al
sujeto una cantidad eficaz de una composicidn que consiste
en un agonista del receptor de glucagdédn/GLP-1 doble unido a
un polimero de polietilenglicol (polimero de PEG) mediante
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) y un portador

farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, la presente invencién también
proporciona un método para inducir la tolerancia a la
glucosa, mejorar el control glicémico o ambos en un sujeto
que lo necesita, que comprende el paso de administrarle al

sujeto una cantidad eficaz de una composicidn que consiste

en una oxintomodulina unida a un polimero de
polietilenglicol (polimero de PEG) mediante 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) y un portador

farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad, la presente invencidén también proporciona

un método para extender la semivida bioldégica de un

agonista del receptor de glucagdén/GLP-1 doble, que consiste
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en el paso de conjugar el agonista con un polimero de
polietilenglicol (polimero de PEG) mediante un enlazador
flexible que comprende 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o

2-sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo (EFMS).

En una modalidad, la presente invencidén también proporciona
un método para extender la semivida bioldgica de
oxintomodulina, que consiste en el paso de conjugar
oxintomodulina, un polimero de polietilenglicol (polimero
de PEG) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o© 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) en una relacién molar de
alrededor de 1:1:0,5 a alrededor de 1:1:3,5. En otra
modalidad, la relacién molar es 1:1:10 de OXM a PEG a
enlazador. En otra modalidad, el intervalo es 1:1:5- 1:1:9.

En otra modalidad, el intervalo es 1:1:3,7-1:1-4,9.

En otra modalidad, la presente invencién también
proporciona un método para reducir la ingesta de alimento,
reducir el peso corporal o ambos en un sujeto, que
comprende el paso de administrarle al sujeto un agonista
del receptor de glucagdn/GLP-1 doble 'éonjugado con un
polimero de polietilenglicol (polimero de PEG) mediante un
enlazador flexible, donde dicho enlazador flexible es
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o) 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) . En otra modalidad, el

sujeto sufre de diabetes. En otra modalidad, el sujeto
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tiene sobrepeso. En otra modalidad, el sujeto sufre de

obesidad.

En otra modalidad, la presente invencién también
proporciona un método para reducir la ingesta de alimento,
reducir el peso corporal o ambos en un sujeto, que
comprende el paso de administrarle al sujeto oxintomodulina
conjugada con un polimero de polietilenglicol (polimero de
PEG) mediante un enlazador flexible, donde dicho enlazador
flexible es 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) . En otra modalidad, el
sujeto sufre de diabetes. En otra modalidad, el sujeto

tiene sobrepeso. En otra modalidad, el sujeto sufre de

obesidad.

En una modalidad, los compuestos PEG-0XM que se
proporcionan en la presente inducen la reduccidn
significativa del nivel de glucosa sin aumentar el nivel de
insulina. En otra modalidad, los compuestos PEG-OXM que se
proporcionan en la presente reducen iﬁesperadamente los
niveles de glucosa junto con la reduccién de niveles de
insulina en ayunas' seguido de la administracién de una
GUnica dosis de los compuestos PEG-0OXM (véase Ejemplo 7, en
la presente). Por lo tanto, en otra modalidad, la presente
invencidn proporciona un método para aumentar la

sensibilidad a la insulina en un sujeto, que comprende el
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paso de administrarle al sujeto una cantidad eficaz de una
composicidén que comprende un agonista del receptor de
glucagdén/GLP-1 doble conjugado con un polimero de
polietilenglicol (polimero de PEG). En otra modalidad, la
presente invencidn 1inesperadamente muestra un aumento
marcado en la sensibilidad de insulina luego del
tratamiento agudo en un sujeto con la composicién de
agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 doble que se
proporciona en la presente (véase Ejemplo 7). En otra
modalidad, el agonista se conjuga con dicho polimero de
polietilenglicol (polimero de PEG) mediante un enlazador.
En otra modalidad, el agonista es OXM. En otra modalidad,
el enlazador es un enlazador flexible. En otra modalidad,

el enlazador es 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-

sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMS). En otra modalidad,
el enlazador es un enlazador no escindible. En otra
modalidad, el enlazador es N-(g-Maleimidocaproiloxu)

succinimida éster (EMCS).

En otra modalidad, la actividad bioldégica de un agonista
del receptor de glucagdn/GLP-1 doble de accidén prolongada
de la invencién comprende inhibir la secrecidén pancreatica
a través de un mecanismo indirecto neural vagal. En otra
modalidad, 1la actividad bioldégica de un agonista del
receptor de glucagdn/GLP-1 doble de accién prolongada de la

invencién comprende reducir el transporte hidromineral a
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través del intestino delgado. En otra modalidad, la
actividad biolégica de un agonista del receptor de
glucagén/GLP-1 doble de accién prolongada de la invencién
comprende estimular la absorcién de glucosa. En otra
modalidad, la actividad bioldégica de wun agonista del
receptor de glucagdén/GLP-1 doble de accidén prolongada de la
invencién comprende controlar/estimular la secrecién de
somatostatina. En otra modalidad, la actividad bioldgica de
un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 doble de acciodn
prolongada de la invencién comprende la reduccién de la
ingesta de alimento y el aumento de peso corporal. En otra
modalidad, 1la actividad biolégica de un agonista del
receptor de glucagén/GLP-1 doble de accidén prolongada de la
invencién comprende la reduccién de la adiposidad. En otra
modalidad, la actividad biolégica de un agonista del
receptor de glucagédn/GLP-1 doble de accién prolongada de la
invencién comprende la supresién del apetito. En otra
modalidad, 1la actividad bioldgica de un agonista del
receptor de glucagdn/GLP-1 doble de accién.prolongada de la
invencién comprende la induccién de la anorexia. En otra
modalidad, la actividad biolégica de un agonista del
receptor de glucagédn/GLP-1 doble de accién prolongada de la
invencién comprende reducir el peso corporal en sujetos con
sobrepeso y obesos. En otra modalidad, la actividad
bioldgica de un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1

doble de accién prolongada de la invencidén comprende
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inducir cambios en los niveles de las hormonas adiposas
leptina y adiponectina. En otra modalidad, la actividad
biolégica de un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1
doble de accién prolongada de la invencién comprende
aumentar el gasto de energia ademds de reducir el consumo
de energia en sujetos con sobrepeso y obesos. En otra
modalidad, la actividad biolégica de un agonista del
receptor de glucagdén/GLP-1 doble de accidn prolongada de 1la
invencién comprende disminuir los triglicéridos en plasma y

aumentar los cuerpos de cetona.

En una modalidad, la actividad biolégica de un agonista del
receptor de glucagdédn/GLP-1 doble de accién prolongada de la
invencidn, luego de un tratamiento agudo comprende
disminuir triglicéridos en plasma y aumentar los cuerpos de
cetona. En otra modalidad, la actividad bioldgica de un
agonista del receptor de glucagdédn/GLP-1 doble de accidn
prolongada de la invencién, luego de un tratamiento agudo
comprende aumentar la expresion de los genes
gluconeogénicos Pckl, Pgcla y Pdhal. En otra modalidad, 1la
actividad biolégica de un agonista del receptor de
glucagén/GLP-1 doble de accién prolongada de la invencion,
luego de un tratamiento agudo comprende disminuir los
depdésitos de acetil-CoA en el higado, el producto principal
de la descarboxilacién de piruvato y malonil-CoA. En otra

modalidad, la actividad bioldgica de un agonista del
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receptor de glucagdn/GLP-1 doble de accidn prolongada,
luego de un tratamiento agudo comprende regular por aumento
los genes que inducen la oxidacién de acido graso (FAO) en
el higado, incluyendo Fgf2l y Cptla. En otra modalidad, la
actividad Dbioldégica de un agonista del receptor de
glucagén/GLP-1 doble de accién prolongada de la invencién,
seguido del tratamiento agudo comprende regular por
disminucién genes lipogénicos tales como ChREBP. En otra
modalidad, 1la actividad bioldégica de wun agonista del
receptor de glucagdén/GLP-1 doble de accidn prolongada de la
invencién, seguido del tratamiento agudo comprende regular

por aumento el gen Ldlr.

En otra modalidad, la actividad biolégica de un agonista
del receptor de glucagén/GLP-1 doble de accién prolongada
de la invencién, seguido del tratamiento crénico comprende
disminuir los niveles de leptina. En otra modalidad, la
actividad bioldégica de un ~ agonista del receptor de
glucagén/GLP-1 doble de accién prolongada de la invencidn,
seguido del tratamiento crénico comprende aumentar los

niveles de b-hidroxibutirato.

En otra modalidad, un polimero de PEG se une al extremo

amino o residuo de lisina de oxintomodulina a través de

Fmoc o FMS.
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En otra modalidad, los términos "unido" y "enlazado" se
usan de manera intercambiable. En otra modalidad, el
polimero de PEG estéd enlazado a la cadena lateral o-amino
de OXM. En otra modalidad, el polimero de PEG esta enlazado
a la cadena lateral e-amino de OXM. En otra modalidad, el
polimero de PEG estéa enlazado a una o mé&s cadenas laterales
e—amino de OXM. En otra modalidad, el polimero de PEG

comprende un resto sulfhidrilo.

FEn otra modalidad, PEG es lineal. En otra modalidad, PEG es
ramificado. En otra modalidad, PEG tiene un peso molecular
en el intervalo de 200 a 200.000 Da. En otra modalidad, PEG
tiene un peso molecular en el intervalo de 5.000 a 80.000
Da.

En otra modalidad, PEG tiene un peso molecular en el
intervalo de 5.000 a 40.000 Da. En otra modalidad, PEG
tiene un peso molecular en el intervalo de 20.000 Da a

40.000 Da.

En otra modalidad, una OXM de accidén prolongada se prepara
usando agentes PEGilantes, es decir cualquier derivado de
PEG que es capaz de reaccionar con un grupo funcional tal
como, de modo no taxativo, NH,, OH, SH, COOH, CHO, ~-N=C=0,
--N=C=8§, --S50,C1, --S0,CH=CH,, --P0O,C1, --(CH;y) xHal,
presente en el anillo de fluoreno del resto Fmoc o FMS. En

otra modalidad, el agente de PEGilacidn se usa generalmente
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en su forma mono-metoxilada donde solo hay un grupo
hidroxilo en un extremo de la molécula de PEG disponible
para conjugacién. En otra modalidad, se puede usar una
forma bifuncional de PEG donde ambos extremos estan
disponibles para conjugacién, por ejemplo, se desea obtener
un conjugado con dos residuos de péptidd o proteina unidos

covalentemente a un unico resto PEG.

En otra modalidad, los PEG ramificados estan representados
como R(PEG-OH), donde R representa un resto de nucleo
central tal como pentaeritritol o glicerol y m representa
la cantidad de grupos ramificados. La cantidad de grupos
ramificados (m) puede variar de tres a cien o mas. En otra
modalidad, los grupos hidroxilo estéan sujetos a
modificacién quimica. En otra modalidad,  las moléculas de
PEG ramificadas = se describen en = las patentes
estadounidenses N° 6,113,906, N° 5,919,455, N° 5,643,575, ¥y
N° 5,681,567, las cuales se incorporan a la presente en su

totalidad mediante esta referencia.

En una modalidad, el agonista del receptor de glucagén/GLP-
1 es oxintomodulina. En otra modalidad, el agonista del

receptor de glucagédn/GLP-1 es una variante de

oxintomodulina.
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En otra modalidad, la presente invencién proporciona OXM
con un resto PEG gque no estd unido directamente a la OXM,
como en el procedimiento esténdar de pegilacidn, pero en
vez de esto el resto PEG estd unido a través de un
enlazador tal como Fmoc o FMS.. En otra modalidad, el
enlazador es altamente sensible a bases y se puede retirar
en condiciones béasicas leves. En otra modalidad, la OXM
conectada a PEG mediante Fmoc o FMS es equivalentemente
activa a la OXM libre. En otra modalidad, la OXM conectada
a PEG mediante Fmoc o FMS es mé&s activa gque la OXM libre.
En otra modalidad, la OXM conectada a PEG mediante Fmoc o
FMS comprende diferentes actividades que la OXM libre. En
otra modalidad, la OXM conectada a PEG mediante Fmoc o FMS
a diferencia de la OXM libre, tiene actividad en el sistema
nervioso central. En otra modalidad, la OXM Pegilada
inversa cruza la barrera hematoencefalica y actia en el
hipotadlamo para ejercer las actividades bioldgicas que se
proporcionan en la presente. En otra modalidad, la OXM
conectada a PEG mediante Fmoc o FMS, a diferencia de la OXM
libre, no puede ingresar al cerebro a través de la barrera
hematoencefdlica. En otra modalidad, la OXM conectada a PEG
mediante Fmoc o FMS comprende una semivida en circulacidn
extendida en comparacién con la OXM libre. En otra
modalidad, la OXM conectada a PEG mediante Fmoc o FMS
pierde su resto PEG Jjunto con el resto Fmoc o FMS

recuperando asi la OXM libre.
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En otra modalidad, la presente invencién proporciona un
compuesto de la férmula: (X)n—Y, donde Y es un resto de OXM
que tiene un amino, carboxilo o hidroxilo libre y X es un

radical de férmula (1i):

En otra modalidad, R; es un radical que contiene un resto
portador de proteina o polimero; resto de polietilenglicol
(PEG); R, se selecciona del grupo ~gue consiste en
hidrégeno, alquilo, alcoxi, alcoxialquilo, arilo, alcarilo,
aralquilo, halégeno, nitro, --503H, --S0O,;NHR, amino,
amonio, carboxilo, POsH, y OPOsH;; R se selecciona del grupo
que consiste en hidrégeno, alquilo y arilo, Rs y Ry
iguales o diferentes, se seleccionan cada uno del grupo que
consiste en hidrégeno, alquilo y arilo; A es un enlace
covalente cuando el radical se une a un grupo amino o
hidroxilo del OXM-Y; n es un numero entero de al menos uno

y sales farmacéuticamente aceptables de estos.

En otra modalidad, los términos "alquilo", "alcoxi",

"alcoxialquilo™, "arilo", “alcarilo" 'y Taralquilo" @se
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utilizan para denotar radicales alquilo de 1-8,
preferentemente 1-4 atomos de carbono, por ejemplo, metilo,
etilo, propilo, isopropilo y butilo y radicales arilo de 6-
10 &tomos de carbono, por ejemplo, fenilo y naftilo. EIl

término "halégeno" incluye bromo, fluoro, cloro vy yodo.

En otra modalidad, R, R; y Ry son cada uno hidrdgeno y A es
-—0CO--, a saber el radical 9-fluorenilmetoxicarbonilo (en
adelante "Fmoc"). En otra modalidad, R es --SOsH en la
posicién 2 del anillo de fluoreno, Rz y R, son cada uno
hidrégeno y A es --0CO--, a saber el radical 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (en adelante "FM3S").

En otra modalidad, la pegilacién de OXM vy la preparacidn de
los conjugados de (PEG-Fmoc)n- OXM o-“(PEG—FMS)n— OXM
incluye unir MAL-FMS-NHS o MAL-Fmoc-NHS al componente de
amina de OXM, obteniendo asi un conjugado MAL-FMS- OXM o
MAL-Fmoc- OXM y luego sustituir PEG-SH por el resto

maleimida, produciendo el conjugado (PEG-FMS)n- OXM o (PEG-

Fmoc)n- OXM, respectivamente.

Fn otra modalidad, la pegilacién de OXM incluye hacer
reaccionar MAL-FMS-NHS o MAL-Fmoc-NHS con PEG-SH, formando
asi un conjugado PEG—FMS—NHS o PEG-Fmoc-NHS y luego hacerlo
reaccionar con el componente de amina de.OXM que da como

resultado el conjugado (PEG-FMS)n- OXM o (PEG-Fmoc)n- OXM
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deseado, respectivamente. En otra modalidad, la pegilacidn
de péptidos/proteinas tales como OXM se describen en la
patente estadounidense N° 7585837, que se incorpora a la
presente en su totalidad mediante esta referencia. En otra
modalidad, 1la pegilacién inversa de péptidos/proteinas
tales como OXM con Fmoc o FMS se describen en la patente

estadounidense N° 7585837.

En otra modalidad, las frases "OXM de accién prolongada" vy
"OXM pegilada inversa" se usan de manera intercambiable. En
otra modalidad, OXM pegilada inversa estd compuesta de PEG-
FMS-0XM y PEG-Fmoc-0XM gue se identifica(en la presente por
las férmulas: (PEG-FMS)n-OXM o (PEG—FmoC)n—OXM, donde n es
un numero entero de al menos uno, Yy OXM estd unida al

radical FMS o Fmoc a través de al menos un grupo amino.

En otra modalidad, sorprendentemente, la OXM de accién
prolongada descrita en la presente es activa en su forma
pegilada y en su forma periférica. En otra modalidad,
sorprendentemente, la construccién de (PEG-FMS)n-0XM o
(PEG-Fmoc)n-0OXM no vuelve a este conjugado inactivo. En
otra modalidad, sorprendentemente, la construccidén de (PEG-

FMS)n-0XM o (PEG-Fmoc)n-0XM no vuelve a la OXM inactiva.

Usos terapéuticos
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En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan
para la prevencién de hiperglucemia, para mejorar el
control glicémico, para el tratamiento de diabetes mellitus
que se selecciona del grupo que consiste en diabetes
mellitus no insulinodependiente (en una modalidad, diabetes
Tipo 2), diabetes mellitus insulinodependiente (en una
modalidad, diabetes Tipo 1) y diabetes mellitus gestacional
o cualquier combinacién de estas. En otra modalidad, PEG-
Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones farmacéuticas
gque los comprenden se utilizan para tratar la diabetes tipo
2. En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan
para aumentar la .sensibilidad a la insulina. En otra
modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones
farmacéuticas que los comprenden se utilizan para reducir

la resistencia a la insulina.

En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan
para suprimir el apetito. En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM vy
PEG-FMS-0XM y composiciones farmacéuticas que los
comprenden se utilizan para inducir la ‘saciedad. En otra
modalidad, PEG-Fmoc-0OXM y PEG-FMS-OXM y'las composiciones
farmacéuticas que los comprenden se utilizan para la

reduccién del peso corporal. En otra modalidad, PEG-Fmoc-
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OXM y PEG-FMS-0XM y las composiciones farmacéuticas que los
comprenden se utilizan para la reduccidn de la grasa
corporal. En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM vy PEG-FMS-0OXM y
las composiciones farmacéuticas que los comprenden se
utilizan para la reauccién del indice de masa corporal. En
otra modalidad, PEG-Fmoc-0XM y PEG-FMS-0XM y las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan
para la reduccién del consumo de alimentos. En otra
modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones
farmacéuticas que los comprenden se utilizan para tratar la
obesidad. En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan
para tratar la diabetes mellitus asociada con la obesidad.
En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan
para aumentar la frecuencia cardiaca. En otra modalidad,
PEG-Fmoc-0XM y PEG-FMS-0XM y las composiciones
farmacéuticas que los comprenden se utilizan para aumentar
la velocidad metabdédlica basal (BMR). En otra modalidad,
PEG-Fmoc-oxintomodulina vy PEG-FMS-oxintomodulina y las
composiciones farmacéuticas que los compfénden se utilizan
para aumentar el gasto de energia. En otra modalidad, PEG-
Fmoc-oxintomodulina y PEG-FMS-oxintomodulina y las
composiciones farmacéuticas que las comprenden se utilizan
para inducir la tolerancia a la glucosa. En otra modalidad,

PEG-Fmoc-oxintomodulina vy PEG-FMS-oxintomodulina y las
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composiciones farmacéuticas que las comprenden se utilizan
para inducir el control glicémico. En una modalidad, el
control glicémico se refiere a niveles de glucosa en sangre
no altos y/o no fluctuantes y/o niveles de hemoglobina

glicosilada no altos y/o no fluctuantes.

En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM vy PEG-FMS-OXM vy las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan
para inhibir el aumento de peso. En otra modalidad, PEG-
Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones farmacéuticas
que los comprenden se utilizan para reducir los niveles de
glucosa en sangre (Figuras 4A y 9). En otra modalidad, PEG-
Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy las composiciones farmacéuticas
gue los comprenden se utilizan para disminuir la ingesta
caldérica. En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM vy PEG-FMS-OXM vy
las composiciones farmacéuticas que los comprenden se
utilizan para disminuir el apetito. En otra modalidad, PEG-
Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones farmacéuticas
que los comprenden se utilizan para controlar el peso. En
otra modalidad, PEG-Fmoc—-0XM y PEG-FMS-0XM y las
composiciones farmacéuticas que los compfenden se utilizan
para inducir o promover la pérdida de peso. En otra
modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones
farmacéuticas que las comprenden se utilizan para mantener
uno cualquiera o mas de un peso corporal deseado, un indice

de masa corporal deseado, una apariencia deseada vy buena
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salud. En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan
para controlar el perfil lipidico.

En otra modalidad, PEG—Fmoc—OXM y PEG-FMS-OXM y las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan
para reducir los niveles de triglicéridos. En otra
modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones
farmacéuticas que los comprenden se utilizan para reducir

los niveles de glicerol (Figura 9D).

En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM vy PEG-FMS-OXM vy las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan
para reducir los niveles de colesterol. En una modalidad,
la reduccién de los niveles de colesterol es mayor que la
reduccién observada luego de la administracidn de OXM
natural (Figura 9C). En una modalidad, PEG-Fmoc-OXM vy PEG-
FMS-0XM | y las composiciones farmacéuticas que los
comprenden reducen los niveles de colesterol en 60-70 %. En
otra modalidad, PEG-Fmoc-0XM y PEG~-FMS-0XM y las
composiciones farmacéuticas que los comprenden reducen los
niveies de colestefol en 50-100 %. En ofré modalidad, PEG-
Fmoc-0XM y PEG-FMS-OXM y las composiciénes farmacéuticas
que los comprenden reducen los niveles de colesterol en 25-
90 %. En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las

composiciones farmacéuticas que los comprenden reducen los

niveles de colesterol en 50-80 %. En otra modalidad, PEG-
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Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones farmacéuticas
que los comprenden reducen los niveles de colesterol en 40-
90 . En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se utilizan

para aumentar los niveles de colesterol HDL.

En una modalidad, PEG-Fmoc-OXM 'y PEG-FMS-OXM vy las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se pueden
usar a los efectos descritos en la presente sin una
disminucién significativa de la eficacia durante el
tranécurso de la administracién (Figuras 5A, 6A y 7). En
otra modalidad, PEG-Fmoc-0XM y PEG-FMS-0XM y las
composiciones farmacéuticas que los comprenden siguen
siendo eficaces durante 1 dia. En otra modalidad, PEG-Fmoc-
OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones farmacéuticas que los
comprenden siguen siendo eficaces durante 2-6 dias. En otra
modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones
farmacéuticas que los comprenden siguen siendo eficaces
durante 1 semana. En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-
FMS-0XM y las composiciones farmacéuticas que los
comprenden siguen siendo eficaces durante 2 semanas. En
otra modalidad, PEG-Fmoc-0XM y PEG-FMS-0XM y las
composiciones farmacéuticas que los comprenden siguen
siendo eficaces durante 3 semanas. En otra modalidad, PEG-
Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones farmacéuticas

que los comprenden siguen siendo eficaces durante 4
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semanas. En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy
las composiciones farmacéuticas que los comprenden siguen
siendo eficaces durante 6 semanas. En otra modalidad, PEG-
Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones farmacéuticas
que los comprenden siguen siendo eficaces durante 2 meses.
En otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy las
composiciones farmacéuticas que los comprenden siguen
siendo eficaces durante 4 meses. En otra modalidad, PEG-
Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM y las composiciones farmacéuticas
que los comprenden siguen siendo eficaces durante 6 meses.
Fn otra modalidad, PEG-Fmoc-OXM vy PEG-FMS-OXM vy las
composiciones farmacéuticas que los comprenden siguen

siendo eficaces durante 1 afioc o mas.

En  una modalidad, PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM 'y las
composiciones farmacéuticas que los comprenden se pueden
usar a los efectos descritos en la presente y pueden ser
eficaces inmediatamente tras la administracién de la
primera dosis (Figura 8A). En otra modalidad, PEG-Fmoc-0XM
y PEG-FMS-OXM y las composiciones farmacéuticas gque 1los
comprenden son eficaces después de que sé han administrado

dos o méas dosis.
En otra modalidad, los métodos para utilizar PEG-Fmoc-0XM vy

PEG-FMS-0XM Y composiciones farmacéuticas que los

comprenden como se describe anteriormente en la presente se
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aplican a un sujeto humano que sufre una enfermedad o
afeccién que puede ser aliviada, inhibida y/o tratada por
OXM. En otra modalidad, los métodos para utilizar PEG-Fmoc-
OXM y PEG-FMS-OXM y composiciones farmacéuticas que los
comprenden como se describe anteriormente en la presente
son métodos veterinarios. En otra modalidad, los métodos
para utilizar PEG-Fmoc-OXM y PEG-FMS-OXM vy composiciones
farmacéuticas que los comprenden tal como se describe
anteriormente en la presente se aplican a animales tales
como animales de granja, mascotas y animales de
laboratorio. Por lo tanto, en una modalidad, un sujeto de
la presente invencién es felino, canino, bovino, porcino,

murino, equino, etc.

En otra modalidad, la presente invencidén proporciona un
método para tratar o reducir una enfermedad que se puede
tratar o reducir pof OXM o una formulacién farmacéutica que
la comprende, en un sujeto, que comprende el paso de
administrarle al sujeto una cantidad “terapéuticamente
eficaz de PEG-Fmoc-0OXM y/o PEG-FMS-OXM como se describe en
la presente, tratando o reduciendo asi una enfermedad que

se puede tratar o reducir por OXM en un sujeto.
En otra modalidad, OXM, "péptido" o "proteina" como se usa

en la presente abarcan péptidos naturales (ya sea productos

de degradacidén, proteinas sintéticamente sintetizadas o
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proteinas recombinantes) y peptidomiméticos (tipicamente,
proteinas sintetizadas sintéticamente), asi como peptoides
y semipeptoides que son analogos de proteinas, que tienen,
en algunas modalidades, modificaciones que hacen que las
proteinas sean incluso més estables mientras estan en el

cuerpo, o mas capaces de penetrar las células.

En otra modalidad, las modificaciones incluyen, de modo no
taxativo, modificacién del extremo N, modificacidén del
extremo C, modificacién de enlace peptidico, incluyendo, de
modo no taxativo, CH2-NH, CH2-S, CH2—5=O, O0=C-NH, CH2-0,
CH2-CH2, S=C-NH, CH=CH o CF=CH, modificaciones de
estructura principal y modificacién de residuos. Los
métodos para preparar compuestos peptidomiméticos se
conocen en la técnica y se especifican, por ejemplo, en
Quantitative Drug Design, C.A. Ramsden Gd., capitulo 17.2,
F. Choplin Pergamon Press (1992), que se incorpora mediante
esta referencia como si se estableciera completamente en la
presente. A continuacién en la presente se proporcionan mas

detalles a este respecto.

En otra modalidad, los enlaces peptidicos (-CO-NH-) dentro
del péptido se sustituyen. En algunas modalidades, los
enlaces peptidicos se sustituyen por enlaces N-metilados
(-N(CH3)-CO-). En otras modalidades, los enlaces peptidicos

se sustituyen por enlaces de éster (-C(R)H-C-0-O-C(R)-N-).
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En otra modalidad, los enlaces peptidicos se sustituyen por

enlaces cetometileno (-CO-CH2-). En otra modalidad, 1los
enlaces peptidicos se sustituyen por enlaces -aza (-NH-
N(R)-CO-), donde R es cualquier alquilo, por ejemplo,
metilo, enlaces carba (-CH2-NH-). En otra modalidad, los

enlaces peptidicos se sustituyen por enlaces hidroxietileno

(-CH(OH) -CH2-). En otra modalidad, los enlaces peptidicos
se sustituyen por enlaces tioamida (-CS-NH-). En algunas
modalidades, los enlaces peptidicos se sustituyen por
enlaces dobles olefinicos (-CH=CH-). En otra modalidad, los

enlaces peptidicos se sustituyen por enlaces retroamida (-
NH-CO-). En otra modalidad, los enlaces peptidicos se
sustituyen por derivados de péptidos (-N(R)-CH2-CO-), donde
R es la cadena lateral "normal", naturalmente presentada en
el 4tomo de —carbono. En algunas modalidades, estas
modificaciones ocurren en cualquiera de los enlaces a lo
largo de la cadena de péptidos e incluso varias (2-3

enlaces) al mismo tiempo.

En una modalidad, los aminodcidos aromaticos naturales de
la proteina tales como Trp, Tyr y Phe, se sustituyen por
dcidos no naturales sintéticos tales como fenilglicina,
TIC, naftilelanina (Nol), derivados metilados con anillo de
Phe, derivados halogenados de Phe u o-metil-Tyr. En otra
modalidad, los péptidos de la presente invencidén incluyen

uno o mas aminodcidos modificados o uno o mas mondémeros que
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no son de aminoéacido (por ejemplo, acido graso,

carbohidratos complejos, etc.).

En una modalidad, se entiende que "aminoacido" o
"aminoadcidos" incluyen los 20 aminodcidos de origen
natural, los aminoacidos frecuentemente modificados
postraduccionalmente in vivo, incluyendo, por ejemplo,
hidroxiprolina, fosfoserina y fosfotreonina 3% otros
aminocdcidos inusuales incluyendo, de modo no taxativo,
4cido 2-aminoadipico, hidroxilisina, isodesmosina, nor-
valina, nor-leucina y ornitina. En una modalidad,

"aminoacido" incluye tanto aminodcidos D como L.

En una modalidad, las OXM de 1la presente invencidén se
utilizan en productos terapéuticos que requieren que la OXM
esté en forma soluble. En otra modalidad, la OXM de la
presente invencién incluye uno o mas aminoacidos polares no
naturales o naturales incluyendo, de modo no taxativo,
serina y treonina que son capaces de aumentar la
solubilidad de proteina debido a su cadena lateral que

contiene hidroxilo.

En una modalidad, la OXM de la presente invencidén se
sintetiza bioquimicamente tal como usando técnicas de fase
sbdlida estandar. En otra modalidad, estos métodos

bioguimicos incluyen sintesis de fase sélida exclusiva,
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sintesis de fase sdélida parcial, condensacién de fragmentos

o sintesis de solucidn clésica.

En una modalidad, 1los procedimientoé de sintesis de OXM de
fase solida son conocidos por los expertos en la técnica y
se describen en mas detalle por John Morrow Stewart and
Janis Dillaha Young, Solid Phase Protein Syntheses (22 Ed.,
Pierce Chemical Company, 1984). En otra modalidad, las
proteinas sintéticas se purifican por cromatografia liquida
de alto rendimiento preparativo [Creighton T. (1983)
Proteins, structures and molecular principles. WH Freeman
and Co. N.Y.] y cuya composicién se puede confirmar
mediante secuenciamiento de aminocacidos por métodos

conocidos por los expertos en la teécnica.

En otra modalidad, las técnicas de proteina recombinante se
usan para generar la OXM de la presenfe invencién. En
algunas modalidades, las técnicas de proteina recombinante
se usan para la generacidén de grandes cantidades de la OXM
de la presente invencidén. En otra modalidad, las técnicas
recombinantes se describen por Bitter et al., (1987)
Methods in Enzymol. 153:516-544, Studier et al. (1990)
Methods in Enzymol. 185:60-89, Brisson et al. (1984) Nature
310:511-514, Takamatsu et &l. (1987) EMBO J. 6:307-311,
Coruzzi et &l. (1984) EMBO J. 3:1671-1680 y Brogli et al.,

(1984) Science 224:838-843, Gurley et al. (1986) Mol. Cell.
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Biol. 6:559-565 y Weissbach & Weissbach, 1988, Methods for
Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Section VIII,

pp 421-463.

En otra modalidad, la OXM de la presente invencidédn se
sintetiza usando un polinucleétido que codifica la OXM de
la presente invenciédn. En algunas modalidades, el
polinucleétido que codifica la OXM de la presente invencidn
estd ligado a un vector de expresidn, que comprende un
control de transcripcién de una secuencia de regulacidn en
Ccis (por ejemplo, secuencia promotora). En algunas
modalidades, la secuencia de regulacidén en cis es adecuada
para dirigir la expresién constitutiva de la OXM de la

presente invencidn.

En una modalidad, la frase "un polinucleétido” se refiere a
una secuencia de acido nucleico de cadena simple o doble
gque puede estar aislada y que se proporciona en forma de
una secuencia de ARN, una secuencia de polinucledétido
complementaria (ADNc), una secuencia de polinucledétido
gendémica y/o secuencias de polinucledtido compuestas (por

ejemplo, una combinacién de lo que antecede).

En una modalidad, "secuencia de polinucledtido
complementaria" se refiere a una secuencia que es el

resultado de la transcripcién inversa de ARN mensajero
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usando una transcriptasa inversa o} cualquier otra
polimerasa de ADN dependiente de ARN. En una modalidad, 1la
secuencia se puede amplificar posteriormente in vivo o in
vitro usando una polimerasa de ADN.

N
En una modalidad, "secuencia de polinucledétido gendmica" se
refiere a una secuencia derivada (aislada) de un cromosoma

y por lo tanto representa una parte contigua de un

cromosoma.

En una modalidad, "secuencia de polinucleétido compuesta"
se refiere a una secuencia que es al menos parcialmente
complementaria y al menos parcialmente gendémica. En una
modalidad, una secuencia compuesta puede incluir algunas
secuencias exonales necesarias para codificar el péptido de
la presente invencidn, asi Ccomo algunas secuencias
intrénicas que se interponen entre estas. En una modalidad,
las secuencias intrénicas pueden ser de cualquier fuente,
incluyendo de otros genes y tipicamente incluiran
secuencias de sefial de corte y empalme conservadas. En una
modalidad, las secuencias intrénicas incluyen elementos de

regulacién de expresidn que actuan en cis.
En una modalidad, los polinucledtidos de la presente

invencién se preparan usando técnicas de PCR, o cualquier

otro método o procedimiento conocidos por un experto en la
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técnica. En algunas modalidades, el procedimiento implica
la ligacién de dos secuencias de ADN diferentes (véase, por
ejemplo, “Current Protocols in Molecular Biology”, eds.

Ausubel et al., John Wiley & Sons, 1992).

En una modalidad, se puede usar una variedad de células
procariotas o eucariotas como sistemas de expresidén de
hospedador para expresar la OXM de la presente invencion.
En otra modalidad, estos incluyen, de modo no taxativo,
microorganismos, tales como bacterias transformadas con un
vector de expresién de ADN de bacteridfago recombinante,
ADN plasmido o ADN cdésmido que contiene la secuencia de
codificacidén de proteina; levadura transformada con
vectores de expresién de levadura recombinante gque contiene
la secuencia de codificacién de proteina; sistemas de
célula de plantas infectados con vectoresvde expresidén de
virus recombinante (por ejemplo, virus del mosaico del
coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o
transformados con vectores de expresién de plasmido
recombinante, tales como pléasmido Ti que contiene la

secuencia de codificacién de proteina.

En una modalidad, se wusan sistemas de expresidén no
bacteriana (por ejemplo, sistemas de exprésién de mamiferos
tales como células CHO) para expresar la OXM de la presente

invencién. En una modalidad, el vector de expresidn usado
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para expresar los polinucledtidos de la presente invencidn
en células de mamifero es un vector pCI-DHFR que comprende

un promotor de CMV y un gen de resistencia a la neomicina.

En otra modalidad, en los sistemas bacterianos de la
presente invencidén, un numero de vectores de expresién se
puede seleccionar ventajosamente dependiendo del uso
deseado para la proteina expresada. En una modalidad, se
desean grandes cantidades de OXM. En una modalidad, se
desean vectores que.dirigen la expresién de altos niveles
del producto de proteina, posiblemente como una fusidén con
una secuencia de sefial hidrofébica, que dirige el producto
expresado al periplasma de la bacteria o el medio de
cultivo donde el producto de proteina se purifica
facilmente. En una modalidad, determihadas proteinas de
fusién son modificadas genéticamente con un sitio de
escisién especifico para ayudar a la recuperacidén de la
proteina. En una modalidad, los vectores adaptables a tal
manipulacién incluyen, de modo no taxativo, la serie pET de
vectores de expresién E. coli ([Studier et 4l., Methods in

Enzymol. 185:60-89 (1990)].

En una modalidad, se utilizan sistemas de expresién de
levadura. En una modalidad, una cantidad de vectores que
contienen promotores constitutivos o inducibles se pueden

usar en levadura como se describe en la solicitud de
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patente estadounidense N°: 5,932,447. En otra modalidad, se
usan vectores que promueven la integracidén de secuencias de

ADN exdgeno en el cromosoma de levadura.

En una modalidad, el vector de expresidén de la presente
invencidén puede también incluir secuencias de
polinucledétidoas adicionales que permiten, por ejemplo, la
traduccién de varias proteinas de un unico ARNm, tal como
un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) y secuencias
para la integracién gendémica de la proteina quimérica

promotora.

En una modalidad, vectores de expresidén mamiferos incluyen,
de modo no taxativo, pcDNA3, pcDNA3.1l(+/-), pGL3, pZeoSVZ
(+/-), pSecTag2, pDisplay, pEF/myc/cyto, pCMV/myc/cyto,
pCR3.1, pSinRep5, DH26S, DHBB, pNMT1l, pNMT41, PNMT81,
disponibles en 1Invitrogen; pCI, disponible en Promega;
pMbac, pPbac, pBK-RSV y pBK-CMV disponible en Strategene;

pTRES disponible de Clontech, y sus derivados.

En otra modalidad, la presente invencidén utiliza vectores
de expresién que contienen elementos reguladores de virus
eucariotas, tales como retrovirus. Vectores SV40 incluyen
pSVT7 y pMT2. En otra modalidad, 1los veétores que derivan
del virus del papiloma bovino incluyen pBV-1MTHA, vy los

vectores que derivan del virus Epstein Bar incluyen pHEBO,
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y p205. Otros ejemplos de vectores incluyen pMSG,
pAV009/A*, pMTO10/A*, pMAMneo-5, baculovirus pDSVE, vy
cualquier otro vector que permita la expresidn de proteinas
en la direccién del promotor temprano de SV-40, el promotor
tardio de SV-40, el promotor de metalotioneina, el promotor
del virus del tumor mamario murino, el promotor de sarcoma
de Rous, promotor de poliedrina, u otros promotores

eficaces para la expresidén de células eucariotas.

En una modalidad, se utilizan vectores de expresidén de
plantas. En una modalidad, la expresién de la secuencia de
codificacién del agonista de receptorb de glucagdn/GLP1
doble (tal como la OXM) se transmite mediante un numero de
promotores. En otfa modalidad, se utilizan promotores
virales tales como los promotores CaMV de ARN 35S y ARN 19S
[Brisson et &l., Nature 310:511-514 (1984)], o el promotor
de proteina de cobertura a TMV [Takamatsu et al., EMBO J.
6:307-311 (1987) 7. En otra modalidad, se utilizan
promotores de plantas, tales como, por ejemplo, la
subunidad pequefia de RUBISCO [Coruzzi et al., EMBO J.
3:1671-1680 (1984); y Brogli et al., Science 224:838-843
(1984)] o promotores de choque término, por ejemplo, soja
hspl7.5-E o hspl7.3-B [Gurley et 4l., Mol. Cell. Biol.
6:559-565 (1986) ] . En una modalidad; se introducen
construcciones en células de plantes utilizando plasmido

Ti, plasmido R1, vectores virales de plantas,
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transformacidn directa del ADN, microinyeccién,
electroporacién y otras técnicas conocidas para el experto
en la técnica. Véase, por ejemplo, Weissbach & Weissbach
[Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, NY,
Seccién VIII, paginas 421-463 (1988)]. Otros sistemas de
expresién tales como los sistemas de célula hospedadora de
insectos y mamiferos, conocidos en la técnica, también

pueden ser utilizados por la presente invencién.

Se comprenderd que ademds de contener los elementos
necesarios para la transcripcién vy traduccién de la
secuencia de codificacién insertada (que codifica la
proteina), la construccién de expresién de 1la presente
invencién también puede incluir secuencias diseriadas para
optimizar la estabilidad, produccion, purificaciédn,

rendimiento o actividad de la proteina expresada.

En algunas modalidades, se pueden utilizar varios métodos
para introducir el vector de expresidon de la presente
invencién en el sistema de célula hospedadora. En algunas
modalidades, dichos métodos por lo general se describen en
Sambrook et &l., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (1989, 1992), en
Ausubel et 4&l., Current Protocols 1in Mélecular Biology,
John Wiley and Sons, Baltimore, Md. (1989), Chang et al.,

Somatic Gene Therapy, CRC Press, Ann Arbor, Mich. (1995),
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Vega et 4&l., Gene Targeting, CRC Press, Ann Arbor Mich.

"(1995), Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and

Their Uses, Butterworths, Boston Mass. (i988) y Gilboa et
at. [Biotechniques 4 (6): 504-512, 1986i e incluyen, por
ejemplo, transfeccidén estable o transitoria, lipofeccidn,
electroporacién e infeccidn con vectores virales
recombinantes. Ademds, véase las patentes estadounidenses

Nros. 5,464,764 vy 5,487,992 para métodos de seleccidn

positivos-negativos.

En una modalidad, 'se cultivan las células transformadas
bajo condiciones eficaces, que permiten la expresién de
grandes cantidades de OXM recombinante. En otra modalidad,
las condiciones eficaces de cultivo incluyen, de modo no
taxativo, condiciones eficaces del medio, Dbiorreactor,
temperatura, pH y oxigeno, que permitan la produccién de
proteina. En una modalidad, un medio efectivo se refiere a
cualquier medio en el que se cultiva una célula para
producir la OXM recombinante de la presente invencién. En
otra modalidad, un medio tipicamente incluye una solucidn
acuosa que tiene fuentes de carbono, nitrdégeno y fosfato
asimilables, vy las sales, minerales, metales y otros
nutrientes, tales como las vitaminas, apropiados. En una
modalidéd, las células de la presente invencidén pueden
cultivarse en biorreactores de fermentacidén convencionales,

matraces de agitacidn, tubos de ensayo, platos de
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de purificacién de proteinas,

microtitulacién y placas de petri. En otra modalidad, el

cultivo se realiza a la temperatura, pH y contenido de

oxigeno adecuado para una célula recombinante. En otra

modalidad, las condiciones de cultivo quedan a cargo de la

experiencia de un experto en la técnica.

En una modalidad, dependiendo del vector y sistema

hospedador utilizado en la produccién, la OXM resultante de
la presente 1invencidén permanece

dentro de la célula

recombinante,

se secreta en el medio de fermentacidn, se

secreta en un espacio entre dos membranas celulares, tal
como el espacio periplasmatico en E. coli; o bien permanece

en la superficie externa de la célula o membrana viral.

En una modalidad, luego de un tiempo de cultivo

predeterminado, se realizard la recuperacidén de la OXM

recombinante.

En una modalidad, la frase "recuperar la OXM recombinante”,

utilizada en la presente, refiere a recolectar la totalidad

del medio de fermentacién que contiene la OXM, y no implica

pasos adicionales para la separacién o purificacidn.

En una modalidad, se purifica la OXM de la presente

invencién utilizando una variedad de la técnicas estandar

tales como, de modo no
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taxativo, cromatografia por afinidad, cromatografia por
intercambio de | iones, filtrado, electroforesis,
cromatografia por interaccién hidrofébica, cromatografia
por filtrado de gel, cromatografia de fase 1inversa,
cromatografia por concanavalina A, cromatoenfoque 3%

solubilizacidédn diferencial.

En una modalidad, para facilitar la recuperacidn, la
secuencia de codificacidén expresada puede ser diseflada para
codificar la proteina de la presente invencién y fusionar
la porcién escindible. En una modalidad, una proteina de
fusidén puede ser &iseﬁada de forma tal que la proteina
pueda ser facilmente aislada por <cromatografia por
afinidad; por ejemplo, mediante la inmovilizacidén en una
columna especifica para la porcién escindible. En una
modalidad, se disefia un sitio de escisidén entre la proteina
y la porcién escindible, y la proteina puede liberarse de
la columna cromatografica por el tratamiento con la enzima
o agente adecuado que escinde especificamente la proteina
de fusién en este lugar [por ejemplo, véase Booth et al.,
Immunol. Lett. 19:65-70 (1988); y Gardella et al., J. Biol.
Chem. 265:15854—15859 (1990)]. En otra modalidad, la OXM de
la presente invencién se recupera de forma "sustancialmente
pura”. En otra modalidad, la frase "sustancialmente pura"
se refiere a la pureza que permite el uso eficaz de la OXM

en las aplicaciones descritas en la presente.
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En una modalidad, el agonista de receptor de glucagdn/GLP-1
doble de la presente invencién también puede ser
sintetizado utilizando sistemas de expresidén in vitro. En
una modalidad, los métodos de sintesis in vitro son
conocidos por la técnica, y los componentes del sistema

estdn comercialmente disponibles.

En otra modalidad, la actividad de unidén in vitro se
realiza midiendo la capacidad del agonista de receptor de
glucagén/GLP-1 doble pegilado nativo, recombinante y/o
inverso, como se describe en la presemté, asi como las
composiciones farmacéuticas que comprenden el mismo para
tratar o mejorar enfermedades o afecciones, por ejemplo, de
modo no taxativo: diabetes mellitus, obesidad, trastornos
alimenticios, trastornos metabdlicos, etc. En otra
modalidad, se deduce 1la actividad in vivo por medidas

conocidas de la enfermedad que se estd tratando.

En otra modalidad, una dosis de OXM inversa pegilada de la
presente invencién comprende de 0,005 a 0,1 miligramos/kg
de péptido OXM. En otra modalidad, una dosis de OXM inversa
pegilada de la presente invencién comprende de 0,005 a 0,5
miligramos/kg de péptido OXM. En otra modalidad, una dosis
de OXM inversa pegilada de la presente invencién comprende

de 0,05 a 0,1 microgramos/kg de péptido OXM. En otra
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modalidad, una dosis de OXM inversa pegilada de la presente
invencién comprende de 0,005 a 0,1 miligramos/kg de péptido

OXM en una solucidén inyectable.

En otra modalidad, una dosis de OXM inversa pegilada se
administra una vez por dia. En otra modalidad, una dosis de
OXM inversa pegilada se administra una vez cada 36 horas.
En otra modalidad, una dosis de OXM inversa pegilada se
administra una vez cada 48 horas. En otra modalidad, una
dosis de OXM inversa pegilada se administra una vez cada 60
horas. En otra modalidad, una dosis de OXM inversa pegilada
se administra una vez cada 72 horas. En otra modalidad, una
dosis de OXM inversa pegilada se administra una vez cada 84
horas. En otra modalidad, una dosis de OXM inversa pegilada
se administra una vez cada 96 horas. En otra modalidad, una
dosis de OXM inversa pegilada se administra una vez cada 5
dias. En otra modalidad, una dosis de OXM inversa pegilada
se administra una vez cada 6 dias. En otra modalidad, una
dosis de OXM inversa pegilada se administra una vez cada 7
dias. En otra modalidad, una dosis de OXM inversa pegilada
se administra una vez cada 8-10 dias. En otra modalidad,
una dosis de OXM inversa pegilada se administra una vez
cada 10-12 dias. En otra modalidad, una dosis de OXM
inversa pegilada se administra una vez cada 12-15 dias. En
otra modalidad, una dosis de OXM inversa pegilada se

administra una vez cada 15-25 dias.
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En otra modalidad, la OXM inversa pegilada de la presente
invencién se administra por inyeccidén intramuscular (IM),
inyeccién subcuténea (SC) o inyeccién intravenosa (IV) una

vezZ por semana.

En otra modalidad, la OXM inversa pegilada de la presente
invencién puede proporcionarse a la persona misma. En una
modalidad, la OXM inversa pegilada de la presente invencion
puede proporcionarse a la persona como parte de una
composicién farmacéutica donde se mezcla con un portador

farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, una "composicién farmacéutica" refiere a
la preparacién de OXM de accién prolongada, como se
describe en la presente, con otros componentes quimicos tal
como los portadores y excipientes fisioldbgicamente
adecuados. El objetivo de la composicién farmacéutica es
facilitar la administracién de un compuestb a un organismo.
En otra modalidad, una OXM inversa pegilada es responsable

del efecto bioldgico.

En otra modalidad, cualguiera de las composiciones de esta
invencién comprenderd al menos una OXM inversa pegilada. En
una modalidad, la presente invencidn proporciona

preparaciones combinadas. En una modalidad, "una
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preparacién combinada" define especialmente un "kit de
partes"” en el sentido que los comparieros de combinacidn
como se definieron anteriormente pueden dosificarse
independientemente o mediante el uso de combinaciones fijas
diferentes con cantidades diferenciadas de los comparieros
de combinaciédn, es decir, simultaneamente,
concurrentemente, por separado o) secuencialmente. En
algunas modalidades, las partes del kit de partes pueden,
por ej., administrarse simultéaneamente o] de forma
escalonada crénicamente, gue significa en diferentes
momentos o con intervalos de tiempo iguales o diferentes
para cualquiera de las partes del kit de partes. La
relacién de las cantidades totales de los comparnieros de
combinacién, en algunas modalidades, puede administrarse en
la preparacién combinada. En una modalidad, la preparacidn
combinada puede variar, por ej., para ajustarse a las
necesidades de la subpoblacidén de un paciente a tratar o
las necesidades de un solo paciente cuyas diferentes
necesidades pueden deberse a una enfermedad, gravedad de
una enfermedad, edad, sexo o peso corporal particular como

puede determinarlo una persona experta en la técnica.

En otra modalidad, las frases "portador fisioldgicamente
aceptable" y "portador farmacéuticamente aceptable" se usan
de manera intercambiable para referirse al portador o a un

diluyente que no causa irritacidn importante al organismo y
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que no detiene la actividad bioldégica y las propiledades del
compuesto que ha sido administrado. Se incluye una
adyuvante en estas frases. En una modalidad, uno de los
ingredientes incluidos en el portador farmacéuticamente
aceptable puede ser, por ejemplo, polietilenglicol (PEG),
un polimero biocompatible con una amplia gama de
solubilidad tanto en medios organicos como acuosos (Mutter

et 4l. (1979).

En otra modalidad, "excipiente" refiere a una sustancia
inerte agregada a wuna composicién farmacéutica para
facilitar, adicionalmente, la administracién de una OXN de
accién prolongada. En otra modalidad, los excipientes
incluyen carbonato de calcio, fosfato de calcio, varios
azucares vy tipos de almiddn, derivados de celulosa,

gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

Se encuentran técnicas para la formulacién y administracidn
de farmaco en "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack
Publishing Co., Easton, PA, ultima edicidén, la cual se
incorpora a la presente en su totalidad mediante esta

referencia.
En otra modalidad, las vias de administracidén adecuadas del

péptido de la presente invencién, por ejemplo, incluyen

administracién oral, rectal, transmucosal, transnasal,
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intestinal o) parenteral, incluyendo inyecciocnes

intramusculares, subcutédneas e intramedulares, asli como

inyecciones intratecales, intraventriculares directas,
intravenosas, intraperitoneales, intranasales o)
intraoculares.

La presente invencién también incluye OXM pegilada inversa

para usar en la fabricacién de un medicamento para

administracién por una via periférica al cerebro para

cualquiera de los métodos de tratamiento descritos

anteriormente. Los ejemplos de vias periféricas incluyen la

administracién oral, parenteral, por ejemplo, intravenosa,

intramuscular o intraperitoneal, mucosal, por ejemplo,

bucal, sublingual, nasal, subcuténea o transdérmica,

incluyendo la administracién por inhalacién. Las cantidades

de dosis de OXM preferidas para los medicamentos se

detallan a continuacidn.

La presente invencidn proporciona una composicidn

farmacéutica que comprende OXM pegilada inversa y un

portador farmacéuticamente adecuado, en una forma adecuada

para la administracién oral, rectal, parenteral, por

ejemplo, intravenosa, intramuscular o intraperitoneal,

mucosal, por ejemplo, bucal, sublingual, nasal, subcutanea

o transdérmica, incluyendo la administracidn por

inhalacién. Cuando se trata de formas de dosificaciédn
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unitarias, la dosis por unidad puede ser, por ejemplo, como
se describe a continuacidén o segun se calcule en funcidn de

las dosis por kg que se indican en lo sucesivo.

En otra modalidad, la preparacién se administra de forma
local en lugar de sistémica, por ejemplo, mediante la
inyeccién de la preparaciédn directamente en una regidn
especifica del cuerpo de un paciente. En otra modalidad,
una OXM pegilada inversa se formula en una forma de
dosificacién intranasal. En otra modalidad, una OXM
pegilada inversa se formula en una forma de dosificacidn

inyectable.

La presente invencién contempla diversas modalidades de
intervalos de dosis: el componente de péptido OXM dentro de
la composicidén de OXM pegilada inversa se administra en un
intervalo de 0,01-0,5 miligramos/kg de peso corporal
durante 3 dias (solo se proporciona el peso de la OXM
dentro de la composicién de OXM pegilada inversa dado que
el tamafio del PEG puede diferir sustancialmente). En otra
modalidad, el componente de péptido OXM dentro de la
composicién de OXM pegilada inversa se administra en un
intervalo de 0,01-0,5 miligramos/kg de ©peso corporal
durante 7 dias. En otra modalidad, el componente de péptido
OXM dentro de la composicién de OXM pegilada inversa se

administra en un intervalo de 0,01—0,5” miligramos/kg de
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peso corporal durante 10 dias. En otra modalidad, el
componente de péptido OXM dentro de la composicidn de OXM
pegilada inversa se administra en un intervalo de 0,01-0,5
miligramos/kg de peso corporal durante 14 dias. En otra
modalidad, sorprendentemente, la cantidad eficaz de OXM en
una composicién de OXM pegilada inversa es 1/4-1/10 de la
cantidad eficaz de OXM libre. En otra modalidad,
sorprendentemente, la pegilacién inversa de OXM permite
limitar la cantidad de OXM recetada a un paciente en al
menos un 50 % en comparacién con la OXM libre. En otra
modalidad, sorprendentemente, la pegilacién inversa de OXM
permite limitar la cantidad de OXM recetada a un paciente
en al menos un 70 % en comparacién con la OXM libre. En
otra modalidad, sorprendentemente, la pegilacidén inversa de
OXM permite limitar la cantidad de OXM recetada a un
paciente en al menos un 75 % en comparacidén con la OXM
libre. En otra modalidad, sorprendentemente, la pegilacidn
inversa de OXM permite limitar la cantidad de OXM recetada
a un paciente en al menos un 80 % en comparacién con la OXM
libre. En otra modalidad, sorprenaentemente, la pegilacién
inversa de OXM permite limitar la cantidad de OXM recetada
a un paciente en al menos un 85 % en comparacién con la OXM
libre. En otra modalidad, sorprendentemente, la pegilacidn
inversa de OXM permite limitar la cantidad de OXM recetada

a un paciente en al menos un 90 % en comparacién con la OXM

libre.
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En otra modalidad, el componente de péptido OXM dentro de
la composicién de OXM pegilada inversa se administra en un
intervalo de 0,01-0,5 miligramos/kg de peso corporal una
vez cada 3 dias (solo se proporciona el peso de la OXM
dentro de la composicién de OXM pegilada inversa dado que
el tamafio del PEG puede diferir sustancialmente). En otra
modalidad, el componente de péptido OXM dentro de la
composicidén de OXM pegilada inversa se administra en un
intervalo de 0,01-0,5 miligramos/kg de peso corporal una
vez cada 7 dias. En otra modalidad, el componente de
péptido OXM dentro de la composicidén de OXM pegilada
inversa se administra en un intervalo de 0,01-0,5
miligramos/kg de peso corporal una vez cada 10 dias. En
otra modalidad, el componente de péptido‘OXM dentro de la
composiciédn de OXM pegilada inversa se administra en un
intervalo de 0,01-0,5 miligramos/kg de peso corporal una

vez cada 14 dias.

En otra modalidad, la OXM pegilada inversa en comparacién
con la OXM libre reduce tanto la frecuencia de dosificacidn
eficaz en al menos 2 veces como la dosis semanal eficaz en
al menos 2 veces, limitando asi el riesgo de eventos
adversos y aumentando el cumplimiento‘ con el wuso del
tratamiento con OXM. En otra modalidad, la OXM pegilada

inversa en comparacién con la OXM libre reduce tanto la
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frecuencia de dosificacidén eficaz en al menos 3 veces como
la dosis semanal eficaz en al menos 3 veces, limitando asi
el riesgo de eventos adversos y aumentando el cumplimiento
con el uso del tratamiento con OXM. En otra modalidad, la
OXM pegilada inversa en comparacién con la OXM libre reduce
tanto la frecuencia de dosificacién eficaz en al menos 4
veces como la dosis semanal eficaz en al menos 4 veces,
limitando asi el riesgo de eventos adversos y aumentando el
cumplimiento con el uso del tratamiento con OXM. En otra
modalidad, la OXM pegilada inversa en comparacidén con la
OXM libre reduce tanto la frecuencia de dosificacién eficaz
en al menos 5 veces como la dosis semanal eficaz en al
nenos 5 veces, limitando asi el riesgo de eventos adversos
y aumentando el cumplimiento con el uso del tratamiento con
OXM. En otra modalidad, la OXM pegilada inversa en
comparacién con la OXM libre reduce tanto la frecuencia de
dosificacién eficaz en al menos 6 veces como la dosis
semanal eficaz en al menos 6 veces, limitando asi el riesgo
de eventos adversos y aumentando el cumplimiento con el uso
del tratamiento con OXM. En otra modalidad, la frecuencia
de dosificacién eficaz y la dosis semanal eficaz se basan
en: (1) el peso del componente de OXM administrado dentro
de la composicién de OXM pegilada inversa; y (2) el peso
del componente de OXM dentro de la composicién de OXM libre

(OXM sin modificar).
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En otra modalidad, los métodos de la invencién incluyen el
aumento del cumplimiento de 1los pacientes que padecen
enfermedades crénicas que necesitan tratamiento con OXM. En
otra modalidad, los métodos de la invencidén permiten la
reduccidén en la frecuencia de dosificacién de OXM mediante
la pegilacién inversa de OXM, como se describid
anteriormente en la presente. En otra modalidad, el término
cumplimiento comprende la adhesién. En otra modalidad, los
métodos de la invencién incluyen aumentar el cumplimiento
de los pacientes que necesitan tratamiento con OXM mediante
la reduccién de la frecuencia de administracién de OXM. En
otra modalidad, la reduccién en la frecuencia de
administracién de la OXM se logra en virtud de la
pegilacién inversa que vuelve la OXM mas estable vy mas
potente. En otra modalidad, la reducciéﬂ en la frecuencia
de administracién de la OXM se logra como consecuencia de
aumentar el T1/2 de la OXM. En otra modalidad, la reduccidn
en la frecuencia de administracién de la OXM se logra como
consecuencia de reducir la eliminacién de OXM de la sangre.
En otra modalidad, la reduccién en la frecuencia de
administracién de la OXM se logra como consecuencia de
aumentar el T1/2 de la OXM. En otra modalidad, la reducciédn
en la frecuencia de administracién de la OXM se logra como

consecuencia de aumentar la medida de AUC de la OXM.
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En otra modalidad, una OXM pegilada inversa se administra a
un sujeto una vez al dia. En otra modalidad, una OXM
pegilada inversa se administra a un sujeto una vez cada dos
dias. En otra modalidad, una OXM pegilada inversa se
administra a un sujeto una vez cada tres dias. En otra
modalidad, una OXM pegilada inversa se administra a un
sujeto una vez cada cuatro dias. En otra modalidad, una OXM
pegilada inversa se administra a un sujeto una vez cada
cinco dias. En otra modalidad, una OXM pegilada inversa se
administra a un sujeto una vez cada sels dias. En otra
modalidad, una OXM pegilada inversa se administra a un
sujeto una vez por semana. En otra modalidad, wuna OXM
pegilada inversa se administra a un sujeto una vez cada 7=
14 dias. En otra modalidad, una OXM pegilada inversa se
administra a un sujeto una vez cada 10-20 dias. En otra
modalidad, una OXM pegilada inversa se administra a un
sujeto una vez cada 5-15 dias. En otra modalidad, una OXM
pegilada inversa se administra a un sujeto una vez cada 15-

30 dias.

En otra modalidad, una OXM pegilada se administra a un
sujeto una vez al dia. En otra modalidad, una OXM pegilada
se administra a un sujeto una vez cada dos dias. En otra
modalidad, una OXM pegilada se administra a un sujeto una
vez cada tres dias. En otra modalidad, uﬁa OXM pegilada se

administra a un sujeto una vez cada cuatro dias. En otra
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modalidad, una OXM pegilada se administra a un sujeto una
vez cada cinco dias. En otra modalidad, una OXM pegilada se
administra a un sujeto una vez cada sels dias. En otra
modalidad, una OXM pegilada se administra a un sujeto una
vez por semana. En otra modalidad, una OXM pegilada se
administra a un sujeto una vez cada 7-14 dias. En otra
modalidad, una OXM pegilada se administra a un sujeto una
vez cada 10-20 dias. En otra modalidad, una OXM pegilada se
administra a un sujeto una vez cada 5-15 dias. En otra
modalidad, una OXM pegilada se administra a un sujeto una

vez cada 15-30 dias.

En una modalidad, las variantes de OXM pegilada que se
proporcionan en la presente reducen inesperadamente la
glucosa junto con la reduccidén de los niveles de insulina
en ayunas luego de la administracidén de una uUnica dosis de
la variante de PEG-OXM. En otra modalidad, las variantes de
OXM pegilada proporcionadas en la presente llevan a un
aumento en la sensibilidad del sujeto a la insulina (véase

el Ejemplo 6).

La administracién _oral, en una modalidad, comprende una
forma de dosificacidén unitaria que compfende comprimidos,
cadpsulas, pastillas, comprimidos masticablés, suspensiones,
emulsiones y similares. Dichas formas de dosificacidn

unitarias comprenden una cantidad segura y eficaz de OXM de
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la invencién, cada una de las cuales oscila, en una

realizacién, entre alrededor de 0,7 o 3,5 mg y alrededor de

280 mg/70 kg, o en otra modalidad, entre alrededor de 0,5 ©

10 mg y alrededor de 210 mg/70 kg. Los portadores

farmacéuticamente aceptables adecuados para la preparacidn

de formas de dosificacién unitarias para administracidn

oral se conocen en la técnica. En algunas modalidades, los

comprimidos tiéicamente comprenden adyuvantes
farmacéuticamente compatibles convencionales como
diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio,
carbonato de sodio, manitol, lactosa y celulosa;

aglutinantes tales como almidén, gelatina vy sacarosa;

desintegrantes tales como almidén, dcido alginico y

croscarmelosa; lubricantes tales como estearato de

magnesio, acido estearico y talco. En una modalidad, pueden

utilizarse deslizantes tales como didxido de silicio para
mejorar las caracteristicas de flujo de la mezcla en polvo.

En una modalidad, pueden agregarse agentes colorantes,

tales como los tintes FD&C, por razones de apariencia. Los

edulcorantes y agentes saborizantes, tales como aspartamo,

sacarina, mentol, menta y sabores frutales, son adyuvantes

utiles para los comprimidos masticables. Las capsulas

tipicamente comprenden uno O Mmas diluyentes sélidos

descritos anteriormente. En algunas " modalidades, la

seleccién de los componentes portadores depende de

consideraciones secundarias como el sabor, el costo y la
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estabilidad en almacenamiento, gque no son cruciales a los
efectos de esta invencién y que un experto en la técnica

puede realizar facilmente.

En una modalidad, la forma de dosificacién oral comprende
un perfil de liberacién predefinido. En una modalidad, la
forma de dosificacién oral de 1la presente invencidn
comprende comprimidos, céapsulas, pastillas o comprimidos
masticables de liberacién prolongada. En una modalidad, la
forma de dosificacién oral de la presente invencidn
comprende comprimidos, capsulas, pastillas o comprimidos
masticables de liberacién lenta. En una modalidad, la forma
de dosificacién oral de la presente invencidén comprende
comprimidos, cédpsulas, pastillas o comprimidos masticables
de liberacién inmediata. En una modalidad, la forma de
dosificacién oral se formula de acuerdo con el perfil de
liberacién deseado de la OXM de accién prolongada como

sabrd un experto en la técnica.

En otra modalidad, las composiciones para usar en los
métodos de esta invencién comprenden soluciones O
emulsiones, gque en otra modalidad son soluciones o
emulsiones acuosas que comprenden una ‘cantidad segura y
eficaz de los compuestos de la presente invencidn y
opcionalmente otros compuestos, que se pretende se

administren por la via tépica intranasal. En algunas
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modalidades, las composiciones comprenden entre alrededor
de 0,001 % y alrededor de 10,0 % p/v de un compuesto
objetiVo, mas preferentemente entre alrededor de 00,1 % vy

alrededor de 2,0, que se utiliza para 'la administracién

sistémica de los compuestos por la via intranasal.

En otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se
administran mediante la inyeccidn intravenosa,
intraarterial, subcutanea o intramuscular de una

preparacién liquida. En otra modalidad, las formulaciones
liquidas incluyen soluciones, suspensiones, dispersiones,
emulsiones, aceites y similares. En una modalidad, las
composiciones farmacéuticas se administran de manera
intravenosa y por lo tanto se formulan en una forma
adecuada para la administracién intravenosa. En otra
modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran
de manera intraarterial y por lo tanto se formulan en una
forma adecuada para la administracién intraarterial. En
otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se
administran de manera intramuscular y por lo tanto se
formulan en wuna forma adecuada para " la administracién

intramuscular.
En otra modalidad, 1las composiciones farmacéuticas se

administran de manera tépica y por lo tanto se formulan en

una forma adecuada para la administracién toépica. Las
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formulaciones tépicas adecuadas incluyen geles, unglentos,
cremas, lociones, gotas y similares. Para la administracidn
tépica, la compuestos de la presente invéncién se combinan
con uno o mas agentes terapéuticos adecuados adicionales,
preparados y aplicados como soluciones, suspensiones O
emulsiones en un diluyente fisioldgicamente aceptable con o

sin un portador farmacéutico.

En una modalidad, .las composiciones farmacéuticas de la
presente invencién se fabrican mediante procesos conocidos
en la técnica, por ej., por medio de procesos de mezclado,
disolucién, granulado, fabricacién de grageas, levigado,
emulsificacidn, encapsulamiento, atrapamiento o

liofilizacidédn convencionales.

En una modalidad, las composiciones farmacéuticas para usar
de acuerdo con la presente invencién se formulan de manera
convencional utilizando uno o) mas portadores
fisioldgicamente aceptables que comprenden excipientes y
auxiliarés, que facilitan el procesamientc de OXM en
preparaciones que se pueden usar farmacéuticamente. En una
modalidad, la formulacidn depende de la via de

administracién elegida.

En una modalidad, los inyectables de 1la invencidn se

formulan en soluciones acuosas. En una modalidad, 1los
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inyectables de la invencién se formulan en amortiguadores
fisioldégicamente compatibles tales como solucién de Hank,
solucién de Ringer o amortiguador de sal fisioldgico. En
algunas modalidades, se utilizan penetrantes adecuados para
penetrar la barrera en la formulacidn para la
administracién transmucosal. Tales penetradores

generalmente se conocen en la técnica.

En una modalidad, las preparaciones que se describen en la
presente se formulan para administracién parenteral, por
ejemplo, por inyeccién en bolo o infusidén continua. En otra
modalidad, las formulaciones para inyeccidn se presentan en
forma de dosificacién unitaria, por ej., en ampollas o en
recipientes de dosis mlltiples, opcionalmente con un
conservante agregado. En otra modalidad, las composiciones
son suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos
oleosos o acuosos y contienen agentes de formulacidn tales

como agentes de suspensién, estabilizacidén y/o dispersion.

Las composiciones también comprenden, en otra modalidad,
conservantes, tales como cloruro de benzalconio y timerosal
y similares; agentes quelantes, tales coﬁo sodio edetato y
otros:; amortiguadores, tales como fosfato, citrato vy
acetato; agentes de tonicidad, tales como cloruro de sodio,
cloruro de potasio, glicerina, manitol y otros;

antioxidantes, tales como Acido ascdérbico, acetilcisteina,
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metabisulfito de sodio y otros; agentes aromaticos;
reguladores de viscosidad, tales como polimeros, incluyendo
celulosa y sus derivados; y alcohol polivinilico y acidos y
bases para ajustar el pH de estas composiciones acuosas
segun sea necesario. Las composiciones también comprenden,
en algunas modalidades, anestésicos locales u otros agentes
activos. Las composiciones pueden usarse CcoOmo Sprays,

nebulizaciones, gotas y similares.

En una modalidad, las composiciones farmacéuticas para
administracién parenteral incluyen soluciones acuosas de la
preparacidén activa en una forma soluble en agua.
Adicionalmente, las suspensiones de OXM de accién
prolongada, en algunas modalidades, se preparan Ccomo
suspensiones para 1inyeccidén adecuadas a base de aceite o
agua. Los solventes o vehiculos 1lipofilicos adecuados
incluyen, en algunas modalidades, aceites grasos, tales
como aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos
sintéticos, tales como oleato de etilo, triglicéridos o
liposomas. Las suspensiones acuosas para inyeccidn
contienen, en algunas modalidades, sustancias que aumentan
la viscosidad de la suspensién}; tales como
carboximetilcelulosa de sodio, sorbitcol ¢ dextrano. En otra
modalidad, la suspensidén también contiene estabilizantes o

agentes adecuados que aumentan la solubilidad de la OXM de
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accién prolongada para permitir la preparacidén de

soluciones altamente concentradas.

En otra modalidad, el compuesto activo puede administrarse
en una vesicula, particularmente un liposoma (véase Langer,
Science 249:1527-1533 (1990); Treat et &l., en Liposomes in
the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-
Berestein y Fidler (eds.), Liss, Nueva York, pp. 353-365
(1989); Lopez-Berestein, ibidem, pp- 317-327; véase

generalmente ibidem).

En otra modalidad, la composicién farmacéutica administrada
por un sistema de liberacidén controlada se formula para
infusién intravenosa, bomba osmdética implantable, parche
transdérmico, liposomas u otros métodos de administracién.
En una modalidad, se utiliza una bomba (véase Langer,
anteriormente; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201
(1987); Buchwald et &l., Surgery 88:507 (1980); Saudek et
4l., N. Engl. J. Med. 321:574 (1989). En otra modalidad, se
pueden usar méteriales poliméricos. En aun otra modalidad,
puede colocarse un sistema de liberacién controlada préximo
al objetivo terapéutico, es decir, el ‘cerebro, haciendo
necesaria solo una fraccién de la dosis sistémica (véase,
por ej., Goodson, en Medical Applications of Controlled

Release, anteriormente, tomo 2, pp. 115-138 (1984). Se
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plantean otros sistemas de liberacién controlada en la

resefia de Langer (Science 249:1527-1533 (1990).

En una modalidad, la OXM de accidén prolongada esta en forma
de polvo para constituirse con un vehiculo adecuado, por
ej., solucién a base de agua libre de pirdgenos, antes de
su uso. En algunas modalidades, las composiciones se
formulan para administracién por atomizacién e inhalacidn.
En otra modalidad, las composiciones estdn contenidas en un

recipiente con medios de atomizacidén adjuntos.

En una modalidad, la preparacién de la presente invencién
se formula en composiciones rectales tales como
supositorios o enemas de retencién usando, por ej., bases
para supositorios convencionales tales como manteca de

cacao u otros glicéridos.

En una modalidad, las composiciones farmacéuticas adecuadas
para usarse en el contexto de la presente invencidn
incluyen composiciones donde la OXM de accidén prolongada
estd contenida en wuna cantidad eficaz para lograr el
objetivo deseado. En otra modalidad, una cantidad
terapéuticamente eficaz significa una cantidad de OXM de
accién prolongada eficaz para prevenir, aliviar o mejorar
los sintomas de una enfermedad o prolongar la supervivencia

del sujeto que esta siendo tratado.
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celulosa y carboximetil celulosa de

Algunos ejemplos de

portadores

estos son azucares,

almidones,

celulosa y sus derivados,

En una modalidad, la determinacidén de una cantidad

terapéuticamente eficaz estd dentro de la capacidad de los

expertos en la técnica.

Las composiciones

también comprenden conservantes, tales
como cloruro de benzalconio vy

timerosal vy similares;

agentes quelantes, tales como sodio edetato y otros;

amortiguadores, tales como fosfato, citrato y acetato;

agentes de tonicidad, tales como cloruro de sodio, cloruro

de potasio, glicerina, manitol y otros; antioxidantes,
tales como &cido ascdrbico, acetilcisteina, metabisulfito

de sodio y otros; agentes aromaticos; reguladores de

viscosidad, tales como polimeros, incluyendo celulosa y sus

derivados; y alcohol polivinilico y acidos y bases para

ajustar el pH de estas composiciones acuosas segun sea

necesario. Las composiciones también comprenden anestésicos

locales y otros agentes activos. Las composiciones pueden

usarse como sprays, nebulizaciones, gotas y similares.

sustancias que pueden servir como

farmacéuticamente aceptables o componentes de

tal como lactosa, glucosa y sacarosa;

tal como almiddén de maiz y almiddén de papa;

tal como metil celulosa, etil

sodio; tragacanto en
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polvo; malta; gelatina; talco; lubricantes sélidos, tal
como &acido esteadrico y estearato de magnesio; sulfato de
calcio; aceites vegetales, tal como aceite de mani, aceite
de semilla de algoddén, aceite de sésamo, aceite de oliva,
aceite de maiz y aceite de theobroma; policles tal como
propilenglicol, glicerina, sorbitcel, manitol y
polietilenglicol; é&cido alginico; emulsionantes, tal como
los emulsionantes de la marca Tween™; agentes humectantes,
tal como lauril sulfato de sodio; agentes colorantes;
agentes saborizantes; agentes para formar comprimidos,
estabilizantes; antioxidantes; conservantes; agua libre de
pirdgenos; solucidn salina isoténica; y soluciones
amortiguadoras de fosfato. La eleccién del portador
farmacéuticamente aceptable que se usard en conjunto con el
compuesto se determina basicamente por la forma en que el
compuesto serd administrado. Si el compuesto de la presente
seré inyectado, en una modalidad, el portador
farmacéuticamente aceptable es solucidén salina fisioldgica
estéril con un agente de suspensién compatible con la

sangre, cuyo pH sevajusta a alrededor de 7,4.

Ademas, las composiciones comprenden adicionalmente
aglutinantes (por ejemplo, acacla, almidén de maiz,
gelatina, carbémero, etilcelulosa, goma guar,

hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,

povidona), agentes desintegrantes (por ejemplo, almiddén de
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maiz, almidén de papa, éacido alginico, didxido de silicio,
croscarmelosa de sodio, crospovidona, goma guar, glicolato
de almidén sdéddico), amortiguadores (por ejemplo, Tris-HCI,
acetato, fosfato) de pH y fuerza idnica varios, aditivos
tales como albumina o gelatina para evitar la absorcidn en
superficies, detergentes (por ejemplo, Tween 20, Tween 80,
Pluronic F68, sales de 4&cido biliar), inhibidores de
proteasa, tensioactivos (por ejemplo, lauril sulfato de
sodio), potenciadores de la permeabilidad, agentes
solubilizantes (por ejemplo, glicerol, polietilenglicol),
antioxidantes (por ejemplo, &cido ascdrbico, metilbisulfito
de sodio, hidroxianisol butilado), estabilizantes (por
ejemplo, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipfopilmetilcelulosa), agentes que aumentan la

viscosidad (por ejemplo, carbémero, didéxido de silicio

coloidal, etilcelulosa, goma guar), edulcorantes (por
ejemplo, aspartamo, 4&cido citrico), ‘conservantes (por
ejemplo, Timerosal, alcohol bencilico, parabenos),

lubricantes (por ejemplo, &cido estedrico, estearato de
magnesio, polietilenglicol, 1lauril sulfato de sodio),
fluidificantes (por ejemplo, didéxido de silicio coloidal),
plastificantes (por ejemplo, ftalato de dietilo, citrato de
trietilo), emulsionantes (por ejemplo, carbdmero,
hidroxipropilcelulosa, lauril sulfato de sodio),
recubrimientos de polimero (por ejemplo, poloxamerocs o

poloxaminas), agentes de recubrimiento y formadores de
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peliculas (por ejemplo, etilcelulosa, acrilatos,

polimetacrilatos) y/o adyuvantes.

Los componentes tipicos de portadores para Jarabes,
elixires, emulsiones 'y suspensiones incluyen etanol,
glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, sacarosa
liquida, sorbitol y agua. Para unas suspensién, los agentes
de suspensidén tipicos incluyen metilcelulosa, carboximetil
celulosa de sodio, celulosa (por ejemplo, Avicel™, RC-591),
tragacanto y alginato de sodio; los agentes humectantes
tipicos incluyen lecitina y sorbitdn o6xido de polietileno
(por ejemplo, polisorbato 80). Los conservantes tipicos
incluyen metil parabeno y benzoato de sodio. En otra
modalidad, las composiciones liquidas perorales también
contienen uno o mas componentes tales como endulzantes,

agentes saborizantes y colorantes descritos anteriormente.

Las composiciones también incluyen la incorporacidn del
material activo en o sobre preparaciones en particulas de
compuestos poliméricos, tales como acido polilactico, acido
poliglicdlico, hidrogeles, etc., '} sobre liposomas,
microemulsiones, micelas, vesiculas unilamelares o)
multilamelares, fantasmas de eritrocitos o esferoplastos).
Dichas <¢omposiciones influenciardn el estado fisico, 1la
solubilidad, la estabilidad, la velocidad de liberacién in

vivo y la velocidad de depuracidédn in vivo.
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También comprendidas por la invencién estéan las

composiciones en particulas recubiertas con polimeros (por

ejemplo, poloxédmeros o poloxaminas) y el compuesto acoplado

a los anticuerpos dirigidos contra los receptores, ligandos

o antigenos especificos del tejido o acoplados a ligandos

de receptores especificos del tejido.

En una modalidad, los compuestos modificados por la unidn

covalente de polimeros solubles en agua tales como

polietilenglicol, copolimeros de polietilenglicol y

polipropilenglicol, carboximetil celulosa, dextrano,

alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona o poliprolina.

En otra modalidad, los compuestos modificados exhiben

semividas sustancialmente mé&s largas en sangre luego de

inyeccién intravenosa que los compuestos no modificados

correspondientes. En una modalidad, las modificaciones

también aumentan la solubilidad de los compuestos en

solucién acuosa, eliminan la agregacidén, mejoran la

estabilidad fisica y quimica del compuesto y reducen en
gran medida la inmunogenicidad y reactividad del compuesto.

En una modalidad, la actividad bioldgica in vivo deseada se

logra mediante la administracién de los aductos de dicho

compuesto polimérico con menos frecuencia o en dosis

menores que con el compuesto no modificado.
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En otra modalidad, la preparacién de una cantidad eficaz o
dosis puede estimarse inicialmente a partir de ensayos in
vitro. En una modalidad, una dosis puede formularse en
modelos animales y dicha informacidén puede usarse para
determinar més exactamente las dosis uUtiles en seres

humanos.

En una modalidad, la toxicidad y la eficacia terapéutica
del agonista a largo plazo (tal como OXM) como se describe
en la presente puede determinarse mediante procedimientos
estandar 1In vitro, en cultivos celulares o animales
experimentales. En una modalidad, los datos obtenidos de
estos ensayos de cultivos celulares e 1in vitro y 1los
estudios en animales se pueden usar para formular un
intervalo de dosificacién para su uso en seres humanos. En
una modalidad, las dosificaciones varian dependiendo de la
forma de dosificacidén empleada y la via de administraciédn
utilizada. En una modalidad, el médico particular puede
elegir la formulacidén, via de administracidén y dosificacidn
exactas en vista de la afeccidén del paciente. [Véase, por
ejemplo, Fingl, et al., (1975) "The Pharmacological Basis

of Therapeutics", capitulo 1 p.1].

En una modalidad, dependiendo de la gravedad y grado de

respuesta de la afeccidén a ser tratada, la dosificacidn

puede ser de una Unica o multiples administraciones, donde
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el transcurso del tratamiento dura desde varios dias a
varias semanas o hasta que se efectua la cura o se logra la

disminucién del éstado de la enfermedad.

En una modalidad, la cantidad de una composicidén a ser
administrada dependerda, por supuesto, del sujeto que se
estd tratando, la gravedad de la afliccién, la forma de

administracién, el criterio del médico tratante, etc.

En una modalidad, también se preparan composiciones que
incluyen la preparacién de la presente invencidn formulado
en un portador farmacéutico compatible, se colocan en un
recipiente apropiado y se etiquetan para el tratamiento de

una afeccidén indicada.

En otra modalidad, un agonista del receptor de
glucagdédn/GLP-1 doble pegilado o pegilado inverso como se
describe en la presente se administra mediante
administracién sistémica. En otra modalidad, un agonista
del receptor de glucagdn/GLP-1 doble pegilado o pegilado
inverso como se describe en 1la presente se administra
mediante inyeccién intravenosa, intramuscular o subcutanea.
En otra modalidad, un agonista del receptor de
glucagdn/GLP-1 doble pegilado o pegilado inverso como se
describe en la presente es una preparacién liofilizada (por

ejemplo, deshidratada por congelacién) en combinacidén con
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excipientes organicos complejos vy estabilizantes, tales
como agente activos de superficie no idnicos (es decir,
tensioactivos), varios azucares, polioles orgdnicos y/o
albumina sérica humana. En otra modalidad, una composicién
farmacéutica comprende un agonista »del receptor de
glucagdédn/GLP-1 doble pegilado o pegilado inverso
liofilizado como se describe en la presente en agua estéril
para inyeccidn. En otra modalidad, una composicidn
farmacéutica comprende un agonista del receptor de
glucagdédn/GLP-1 doble pegilado o pegilado inverso
liofilizado como se describe en la presente en PBS estéril
para inyeccién. En otra modalidad, una composicidn
farmacéutica comprende un agonista del receptor de
glucagdn/GLP-1 doble pegilado o pegilado inverso
liofilizado como se describe en la presente en NaCl al 0,9

[}

% estéril para inyecciodn.

En otra modalidad, la composicién farmacéutica comprende un
agonista del receptor de glucagédn/GLP-1 doble pegilado o
pegilado inverso como se describe en la presente vy
portadores complejos como albuimina sérica humana, polioles,
azucares y agentes estabilizantes activos de superficie
aniénicos. Véase, por ejemplo, WO 89/10756 (Hara et al.-
que contiene poliol y p-hidroxibenzoato). En otra
modalidad, la composicién farmacéutica comprende un

agonista del receptor de glucagdén/GLP-1 doble pegilado o
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pegilado inverso como se describe en la presente y acido
lactobidénico y un amortiguador de acetato/glicina. En otra
modalidad, la composicidn farmacéutica comprende un
agonista del receptor de glucagdén/GLP-1 doble pegilado o
pegilado inverso <como se describe en la presente vy
aminoacidos, tales como arginina o glutamato gue aumentan
la solubilidad de composiciones de interferdn en agua. En
otra modalidad, la composicién farmacéutica comprende un
agonista del receptor de glucagdédn/GLP-1 doble pegilado o
pegilado inversolcomo se describe en la presente y glicina
o0 albimina sérica humana (HSA), un amortiguador (por
ejemplo, acetato) vy un agente isotdénico (por ejemplo,
NaCl). En otra modalidad, 1la composicién farmacéutica
comprende un agonista del receptor de glucagdén/GLP-1 doble
pegilado o pegilado inverso liofilizado como se describe en

la presente y amortiguador de fosfato, glicina y HSA.

En otra modalidad, la composicidn farmacéutica gue
comprende un agonista del receptor de glucagdén/GLP-1 doble
pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente
se estabiliza cuando se coloca en soluciones amortiguadas
gque tienen un pH entre alrededor de 4 y 7,2. En otra
modalidad, la composicién farmacéutica que comprende un
agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 doble pegilado o
pegilado inverso como se describe en ’la presente se

estabiliza con un aminodcido como agente estabilizante y en

96

qQx



10

15

20

25

algunos casos una sal (si el aminodcido no contiene una

cadena lateral con carga).

En otra modalidad, la composicién  farmacéutica que
comprende un agonista del receptor de glucagédn/GLP-1 doble
pegilado_o pegilado inverso como se describe en la presente
es una composicidén liquida que comprende un agente

estabilizante a entre alrededor de 0,3 % y 5 % en peso due

es un aminoacido.

En otra modalidad, la composicién farmacéutica  que
comprende un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 doble
pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente
proporciona precisién de dosificacién y seguridad del
pfoducto. En otra modalidad, la composicién farmacéutica
que comprende un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1
doble pegilado o pegilado inverso como se describe en la
presente proporciona una formulacién ligquida, estable vy
biolégicamente activa para usarse en aplicaciones de
inyeccidén. En otra modalidad, la composicidén farmacéutica
comprende un agonista del receptor de glucagdén/GLP-1 doble
pegilado o pegilado inverso no liofilizadd como se describe

en la presente.

En otra modalidad, la composicién farmacéutica que

comprende un agonista del receptor de glucagén/GLP-1 doble
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pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente
proporciona una formulacién liguida que permite el
almacenamiento durante un extenso periodo de tiempo en
estado liquido facilitando el almacenamiento y envio antes

de la administracién.

En otra modalidad, la composicidn farmacéutica que
comprende un agonista del receptor de glucagdén/GLP-1 doble
pegilado © pegilédo inverso como se describe en la presente
comprende lipidos sdélidos como material de matriz. En otra
modalidad, la composicidén farmacéutica 1inyectable que
comprende un agonista del receptor de glucagdén/GLP-1 doble
pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente
comprende lipidos sdélidos como material de matriz. En otra
modalidad, la produccidén de microparticulés lipidicas por
congelacién por atomizacién fue descrita por Speiser
(Speiser y 4&l., Pharm. Res. 8 (1991) 47-54) seguido de
nanoparticulas lipidicas para administracién peroral
(Speiser EP 0167825 (1990)). En otra modalidad, los lipidos
gue se usan son bien tolerados por el cuerpo (por ejemplo,
glicéridos compuestos de acidos grasos que estan presentes

en las emulsiones para nutricidn parenteral).
En otra modalidad, la composicién farmacéutica que

comprende un agonista del receptor de glucagdén/GLP-1 doble

pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente
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estd en forma de liposomas (J. E. Diederichs vy al.,

Pharm./nd. 56 (1994) 267- 275).

En otra modalidad, la composicién farmacéutica que
comprende un agonista del receptor de glucagén/GLP-1 doble
pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente
comprende microparticulas poliméricas. En otra modalidad,
la composicién farmacéutica inyectable que comprende un
agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 doble pegilado o
pegilado inverso como se describe en la presente comprende
microparticulas poliméricas. En otra modalidad, la
composicién farmacéutica que comprende un agonista del
receptor de glucagén/GLP-1 doble pegilado o pegilado
inverso como se describe en la presente comprende
nanoparticulas. En otra modalidad, =~ la composicidn
farmacéutica que comprende un agonista del receptor de
glucagdédn/GLP-1 doble pegilado o pegilado inverso como se
describe en la presente comprende liposomas. En otra
modalidad, la composiciédn farmacéutica que comprende una
OXM pegilada o pegilada inverso como se describe en la
presente comprende una emulsién 1lipidica. En otra
modalidad, la composicidén farmacéutica que comprende un
agonista del receptor de glucagdén/GLP-1 doble pegilado o
pegilado inverso como se describe en la pfesente comprende
micrcoesferas. En otra modalidad, la composicidn

farmacéutica que comprende un agonista del receptor de
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glucégén/GLP—l doble pegilado o pegilado inverso como se
describe en la presente comprende nanoparticulas lipidicas.
En otra modalidad, la composicidén farmacéutica que
comprende un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1 doble
pegilado o pegilado inverso como se describe en la presente
comprende nanoparticulas lipidicas que comprenden lipidos
anfifilicos. En otra modalidad, la composicién farmacéutica
que comprende un agonista del receptor de glucagdn/GLP-1
doble pegilado o pegilado inverso como se describe en la
presente comprende nanoparticulas lipidicas que comprenden
un férmaco, una matriz lipidica y un tensiocactivo. En otra
modalidad, la matriz 1lipidica tienen un contenido de

o)

monoglicéridos que tiene al menos 50 % p/p.

En una modalidad, las composiciones de la presente
invencién se presentan en un envase o dispositivo
dispensador, tal como un kit aprobado por 1la FDA, que
contiene una o mas formas de dosificacidén unitarias que
contienen el agonista del receptor de giucagén/GLP-1 doble
de accién prolongada. En una modalidad, el envase, por
ejem?lo, comprende una lamina metdlica o de pléastico, tal
como un blister. En una modalidad, el envase o dispositivo
dispensador puede estar acompafiado por instrucciones para
su administracién. En una modalidad, el envase o)
dispensador estd acompafiado por un aviso asociado con el

recipiente de forma prescrita por una agencia gubernamental
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gue regula la fabricacidén, el uso o la venta de productos
farmacéuticos, cuyo aviso refleja la aprobacidn por parte
de la agencia de la forma de las composiciones para la
administracién humana o veterinaria. Tal aviso,' en una
modalidad, es el etiquetado aprobado por la Administracidn
de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos para féarmacos

recetados o de un prospecto de producto aprobado.

En una modalidad, se comprenderd que el agonista del
receptor de glucagdén/GLP-1 doble pegilado o pegilado
inverso de la presente invencidn se puede proporcionar al
individuo con agentes activos adicionales para lograr un
efecto terapéutico mejorado en comparacién con el
tratamiento con cada agente en si mismo. En otra modalidad,
se toman mediciones (por ejemplo, dosificacién y seleccidn
del agente complementario) de 1los efectos secundarios

adversos que se asocian con terapias de combinacidn.

Otros objetos, ventajas y rasgos novedosos de la presente
invencién seran evidentes para un experto en la técnica
tras examinar los ejemplos que siguen, que no pretenden ser
taxativos. Ademés,‘cada una de las diversas modalidades vy
aspectos de la presente 1invencidn como se describen
anteriormente en la presente y como se reivindican en la
seccién de reivindicaciones que sigue tienen respaldo

experimental en los ejemplos que siguen.
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EJEMPLOS

De modo general, la nomenclatura utilizada en la presente y
los procedimientos de laboratorio utilizados en la presente
invencién incluyen técnicas moleculares, bioquimicas,
microbiolégicas y de ADN recombinante. Dichas técnicas se
explican exhaustivamente en 1la bibliografia. Véase, por
ejemplo, Molecular Cloning: A laboratory Manual" Sambrook
et &l., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology"
tomos I-III Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel et al.,
"Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and
Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A Practical
Guide to Molecular Cloning™, John Wiley & Sons, Nueva York
(1988} ; Watson et A&l., "Recombinant DNA", Scientific
American Books, Nueva York; Birren et 4&l. (eds) "Genome
Analysis: A Laboratory Manual Series", Vols. 1-4, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); las
metodologias establecidas en las patentes estadounidenses
N° 4,666,828; 4,683,202; 4,801,531; 5,192,659 y 5,272,057;
"Cell Biology: A Laboratory Handbook", tomos I-III Cellis,
J. E., ed. (1994); "Culture of Animal Cells - A Manual of
Basic Technique" by Freshney, Wiley-Liss, N. Y. (1994),
tercera edicién; "Current Protocols in Immunology" tomos I-

III Coligan J. E., ed. (1994); Stites et 4l. (eds), "Basic

and Clinical Immunology" (8% Edicidén), Appleton & Lange,
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Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi (eds), "Selected
Methods in Cellular Immunology", W. H. Freeman and Co.,
Nueva York (1980); 1los inmunocensayos disponibles estan
descritos extensamente e la bibliografia de patentes y
cientificas, véase, por ejemplo, las patentes
estadounidenses N©° 3,791,932; 3,839,153; 3,850,752;
3,850,578; 3,853,987; 3,867,517; 3,879,262; 3,901,654;
3,935,074; 3,984,533; 3,996,345; 4,034,074; 4,098,876;
4,879,219; 5,011,771 y 5,281,521; "Oligonucleotide
Synthesis™ Gait, M.. J., ed. (1984) ; "Nucleic Acid
Hybridization" Hames, B. D. y Higgins S. J., eds. (1985);
"Transcription and Translation" Hames, B. D. y Higgins S.
J., Eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R. I., ed.
(1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986);
"A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, B., (1984)
y "Methods in Enzymology" Vol. 1-317, Academic Press; "PCR
Protocols: A Guide To Methods And Applications"™, Academic
Press, San Diego, CA (1990); Marshak et &l., "Strategies
for Protein Purification and Characterization - A
Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996);todos los
cuales se incoproran mediante esta referencia. Se
proporcionan otras referencias generales a lo largo de este

documento.
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MATERIALES Y METODOS

Sintesis de PEGso-Fmoc-0XM y PEG4;-FMS-0XM

Sintesis de OXM: Oxintomodulina de secuencia:
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA (SEQ ID NO: 1) se
sintetizé por el método de fase sdélida que utiliza la
estrategia de Fmoc a través del montaje de cadena de
péptidos (Almac Sciences, Escocia). La secuencia de
péptidos se montd usando los siguientes pasos: (1) Sellado:
la resina se selld usando 0,5 M de solucidén de anhidrido
acético (Fluka) en DMF (Rathburn); (2) Desproteccidn: el

grupo protector de Fmoc se retirdé de la cadena de peéptido

oe

de crecimiento usando una solucidén de piperidina al 20
v/v (Rathburn) en DMF (Rathburn); y (3) acoplamiento de
aminodcidos: solucidén de 0,5 M de aminoacido (Novabiochem)
en DMF (Rathburn) se activé usando una solucidén de HOBt 1M
(Carbosynth) en DMF (Rathburn) y solucién de DIC 1M
(Carbosynth) en DMF (Rathburn) . Se usaron cuatro

equivalentes de cada aminoacido por acoplamiento.

El péptido bruto se escindié de la resina y los grupos
protectores se retiraron agitando en un coctel de
Triisopropilsilano (Fluka), agua, dimetilsulfuro (Aldrich),
yoduro de amonio (Aldrich) y TFA (Applied Biosystems)
durante 4 horas. El péptido bruto se recogidé luego por

precipitacidén a partir de éter dietilico frio.
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Purificacién de péptidos: Se disolvid el péptido bruto en
acetonitrilo (Rathburn)/agua (MilliQ) (5:95) y se cargd en
una columna de HPLC preparativa. Los parametros
cromatograficos son los siguientes: Columna: Phenomenex
Luna C18 250 mm x 30 mm, 15 pm, 300A; fase mévil A: agua +
0,1 & v/v de TFA (Applied Biosystems); fase movil B:
acetonitrilo (Rathburn) + 0,1 % v/v de TFA (Applied
Biosystems); deteccidn de UV: 214 o 220 nm; Gradiente: 25 %
de B a 31 ¢ de B por 4 volumenes de columna y velocidad de

flujo 43 mL/min.
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Etapa 2 - sintesis de enlazador - sintesis de enlazador

MAL-FMS-NHS:

e

Anhidrido boc

’ LR
rr————r 3

Paso 1

5 1 NaH HCO,Et
Paso 2
0
o]
NA /é' JJ\
o TARANTTNNCC e
4 Paso 3
3
OH 5 H
Paso 4 HC I/ Dioxano
10
(o) (@]
Anhigrido _J\/\
O NH, maleimidopropiénico ﬁ N /
) ) o
Pasa 5 €
OH OH
Fosgeno,
5 Paso § N-Hidroxisuccinimida
15 ( o @ o
Jj\/\N
HO,S O’ o / CISO;H /
———————
_,”\ TFA
0™ ~op-nN
Paso 7
MAL-FMS-NHS
\_ - ©
7, MAL-Fmoc-NHS
20 La sintesis de los compuestos 2-5 se basé en los

procedimientos descritos por Albericio et al.

Communication, 2001,

en Synthetic

31(2), 225-232, que se incorpora a la

presente en su totalidad mediante esta referencia.

25 2-(Boc-amino)fluoreno (2): 2-Aminofluoreno (18 g,

se suspendid en una mezcla de dioxano:agua (2:1)

99 mmol)

(200 ml) vy
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NaOH 2N (60 ml) en un bafio de hielo con agitaciédn
magnética. Luego se agregd BocyO (109 mmol, 1,1 eq) y se
siguié agitando a TA. La reaccidén se monitored por TLC (Rf=
0,5, Hexano/ acetato de etilo 2:1) y el pH se mantuvo entre
9-10 mediante adicién de NaOH 2N. Luego de que se completd
la reaccién, la suspensidn se acidificd con KHSO4 1M hasta
pH=3. La fase so6lida se filtrdé y lavd con agua fria (50
ml), dioxano-agua (2:1) y luego se destild azeotrodpicamente

con tolueno dos veces antes de usarla en el siguiente paso.

9-Formil-2- (Boc-amino) fluoreno (3): En un matraz de fondo
redondo de 3 cuellos, se suspendidé NaH (60 % en aceite; 330
mmol, 3,3 eqg) en THF seco (50 ml), una solucidén de 2-(Boc-
amino) fluoreno del paso 2 (28 g; 100 mmol) en THF seco (230
ml) se agregd gota a gota durante 20 minutos. Se observd
una suspensién espesa de color amarillo y la mezcla se
agité durante 10 minutos a TA bajo nitrégeno. Se agregd
formato de etilo (20,1 ml, 250 mmol, 2,5 eq) gota a gota
(precaucién: evolucién de gas). Luego la suspensidn se
convirtié en una solucidén parda pélida. La solucidn se
agité durante 20 minutos. La reaccién se monitored por TLC
(Rf=0,5, hexano/acetato de etilo 1:1) y cuando solo se
observaron rastros de material de partida, se inactivé con
agua helada (300 ml). La mezcla se evapord bajo presidn
reducida hasta que se retirdé la mayoria ael THF. La mezcla

resultante se traté con Aacido acético hasta pH=5. EIl
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precipitado blanco obtenido se disolvidé en acetato de etilo
y la capa organica se separ¢. La capa acuosa se extrajo con
acetato de etilo y toda la capa organica se combind y se
lavdéd con bicarbonate de sodio saturado, Salmuera y se secd
sobre MgSO,. Luego de la filtracién y 1la remocidn de
solvente, se obtuvo un sdélido amarillo. Este material se

utilizdé en el siguiente paso.

9-Hidroximetil-2- (Boc-amino) fluoreno (4): El compuesto 3 se
suspendié en MeOH (200 ml) y se agregd borohidruro de sodio
en porciones durante 15 minutos. La mezcla se agitd durante
30 minutos (precaucién: reaccidén exotérmica y evolucidn de
gas) . La reacciéon se monitored por TLC (Rf=0, 5,
hexano/EtOAc 1:1) y se completd. Se agregd agua (500 ml) vy
el pH se ajustd a 5 con acido acético. El procesamiento

implicé la extraccién dos veces con acetato de etilo,

lavado de las capas organicas combinadas con bicarbonato de

sodio y salmuera, secado sobre MgSOy, filtracién vy
concentracidén hasta sequedad. El produpto bruto obtenido se
purificé por cromatografia de matraz usando heptano/EtOAcC
(3:1) proporcionando una espuma amarilla (36 g, 97,5 % de

pureza, se observaron rastros de acetato de etilo vy éter

dietilico en el 'H-NMR).

9-Hidroximetil-2-aminofluoreno (5): el compuesto 4 se

agregd a una solucidén helada de HC1 4N en dioxano. La
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mezcla de reaccién se dejé alcanzar TA y se agitd durante
la noche. Se obtuvo un precipitado de color amarillo
palido. La suspensién se enfrié a 0 °C y se agitd mas
durante 5 horas. Luego de este momento, el sdélido se filtrd
y se lavé minuciosamente con DCM (5 x 30 ml). Luego de
secar, se obtuvo un sélido color amarillo péalido (20 g,

Q

96,5 % de pureza) con un rendimiento total de 80 % en 3

pasos.

9-Hidroximetil-2- (amino-3-maleimidopropionato)fluoro (6): 9
Hidroximetil-2-aminofluoreno (5, 5,5 g, 26 mmol) y
anhidrido maleimidopropiénico (6,93 g, 26 mmol) se

colocaron en un matraz de fondo redondo de 250 ml equipado
con un agitador, un condensador de reflujo_y un burbujeador
de nitrégeno. La mezcla de reaccidn se sometid a reflujo a
85 °C durante 25 horas. TLC (Rf=0,25, Hexano/EtOAc 1:4)
mostré que la reaccidén se habia completado luego de este
tiempo. La mezcla de reaccién se concentro al vacio para
proporcionar un sé6lido de color amarillo. El1 producto se

purificé por cromatografia en columna.

MAL-Fmoc~-NHS (7): Un matraz de fondo redondo seco y limpio
de 500 ml con agitacién de varillas se cargé con trifosgeno

(1,58 g, 0,35 eqg.) en THF seco (55 ml) para formar una

solucién a ambiente. La solucién se enfrid a alrededor de 0

°C con un bafio de hielo/agua y se agregd una solucidn de
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NHS (0,67 g, 0,38 eg) en THF seco (19 ml) gota a gota
durante 10 minutos bajo nitrégeno a 0 °C. La solucidn
resultante se agité durante 30 minutos. Otra parte de NHS
(1,34 g, 0,77 eq) en THF seco (36 ml) se agregd gota a gota

a 0 °C durante 10 minutos y se agitd durante 15 minutos.

El compuesto 6 (5,5 g, 1 eq), THF seco (55 ml) vy piridina
(3,07 ml, 2,5 eq) se agitaron Jjuntos para formar una
suspensién. Esto se agregd a la solucidn de NHS en partes a
0-5 °C y luego se dejé ir a TA retirando el baro de hielo.
Luego de 20 horas, la reaccidn se detuvo (todavia habia
material de partida presente, si la reaccidn se impulsa
hasta completarse se observd impureza de dimero). La mezcla
de reaccién se filtrd y al filtrado se le agregaron 4 % de
salmuera (200 ml) y EtOAc (200 ml). Luego de la separacidn,
la capa organica se lavd con acido citrico al 5 % (220 ml)
y agua (220 ml). Luego se concentré la capa organica para
dar 7,67 g de MAL-Fmoc-NHS bruto. El material se purifico
por cromatografia en columna usando un gradiente de
ciclohexano/EtOAc 70:30 a 40:60. Las fracciones que

contienen producto se concentraron bajo vaclo para dar 3,47

g (45 %) de MAL-Fmoc-NHS.
MAL-FMS-NHS (reaccién de prueba): a una solucidn de MAL-

Fmoc-NHS (100 mg, 0,2 mmol) en écido trifluoroacético (10

ml), se agregd &cido clorosulfénico (0,5 ml). Luego de 15
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minutos, se agregd éter dietilico helado (90 ml) y el
producto se precipitd. El material se recogidé por
centrifugacién, se lavd con éter dietilico y se secd al

vacio. Se obtuvieron 41,3 mg (35 %) de sdélido color beige.

Etapa 3 - conjugacién

Conjugacién de PEG-Fmoc-OXM: La conjugacién con PEG, Fmoc y
OXM se llevd a cabo en una relacién molar de 1:1:1, por
ejemplo se agregé PEG40-SH (44 mg, en 4,4 ml de agua
equivalente a 1,0 pmol) a péptido (4,5 mg, equivalente a
1,0 pmol) y se agregd NaHCO3 (1M, 0,1 ml). Se agregd Fmoc
(Almac, 10 mg/ml en DMF, 50 nl) con agitacién. La reaccidn

se agitd durante 24 h a TA.

Conjugacién de PEG-FMS-OXM: Todas 1las conjugaciones se
realizaron a una relacién molar de 1:1:1 entre el PEG, el
enlazador y la OXM con los siguientes reactivos: PEG4-SH Y
PEG3;o-SH (NOF), FMS (Almac), EMCS (Termo Scientific), OXM
(Almac). Se disolvié PEG4~-SH en 0,1 M de amortiguador de
fosfato de sodio (Sigma) pH 7,2 a una concentracién de 10
mg/mL. La solucién se agregd a un equivalente de péptido de
OXM purificado (Almac). Se disolvid un enlazador de MAL-
FMS-NHS (Almac) en DMF a una concentracién de 10 mg/mL, se
agregd un equivalente a la reaccién. La mezcla se agitd

durante 30 minutos. La solucién se neutralizéd a pH 4 usando
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dcido acético glacial (Fisher). La mezcla neutralizada se
filtré (0,45 um) y se separod usando cromatografia
preparativa. La mezcla de reaccidén se filtrd y purificd por
HPLC préparativa (Phenomenex Luna C18), se liofilizdé vy

almacendé congelada.

Los paréametros cromatogrdficos son los siguientes: Columna:
Phenomenex Luna C18(2) 250 mm x 30 mm, 15 pm prep, 100A;
fase mévil A: agua (MilliQ) + 0,1 % v/v de TFA (Applied
Biosystems); fase mévil B: agua/acetonitrilo (Rathburn)
(25:75) + 0,1 % v/v de TFA (Applied Biosystems); deteccidn
UV: 214 nm; Gradiente: 10 % de B a 65 % de B durante 41

minutos; y flujo: 43 mL/min.

El contenido de OXM se determindé usando analisis de
aminodcido (AAA) o hidrdlisis béasica. Una cantidad definida
de conjugado de OXM liofilizado se disolvidé en agua a una
concentracién de 20 mg/ml. Luego se determind la
absorbancia a 280 nm y la concentracién de acuerdo con la
absorbancia a 280 nm se calculd usando €280=29.700. La
concentracién del péptido se cuantificd con precisidn por
hidrélisis acida de una alicuota seguido de analisis de
aminodcido cuantitativo; la fraccidén ideal es la que tiene
la relacién mas cercana entre la absorbancia calculada a

280 nm y el contenido de péptido.
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Induccién de ensayo basado en células cAMP

Las células CHO-K1 gque sobreexpresan el receptor GLP-1
(Millipore HTS163C2) se cosecharon en una placa blanca de
media 4rea y 96 pocillos (Greiner) a una densidad de
200.000 células/ml y se incubaron durante 24 horas a 37 °C.
Las células se incubaron con concentraciones en aumentb de
OXM (ALMAC), PEG40-EMCS-0OXM y PEG40-Fmoc-OXM con O sin
suero de rata al 1 % (Bio reclamation). Las concentraciones
de cAMP de las células se cuantificaron mediante ensayo
HTRF (Cisbio 62AM4APEB) y el paréametro de EC50 se analizd

mediante software PRISM.

Estudio farmacocinético

El perfil farmacocinético de PEGgo-Fmoc-OXM se evalud de la
siguiente manera: Se administraron ratas Wistar macho
intravenosamente (IV) o subcutédneamente (SC) con una unica
dosis de OXM natural (n=9, 278 ug/kg) o con PEG4—-Fmoc-0XM
(n=6, 278 upg/kg de equivalente de péptido). Cohortes de 3
animales por grupo se desangraron en puntos de tiempo
alternos. Se analizdé la concentracién de OXM en suero

usando un kit comercial ELISA (Cat# S-1393, Bachem).

Prueba de tolerancia a la glucosa IP
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Ratonés C57BL/6 macho se dejaron sin alimento durante la
noche y se pesaron y se midieron los niveles de glucosa en
sangre mediante muestreo de vena de la cola wusando un
glucémetro manual. Los ratones se inyectaron IP con PBS
(vehiculo), OXM (333 nmol/kg), PEG;—-EMCS-0OXM (OXM pegilada
no inversa, 333 nmol/kg de contenido de péptido en peso
corporal) y PEG40-Fmoc-OXM (202 nmol/kg de contenido de
péptido en peso corporal) y PEGg-Osu (546 nmol/kg) como
control. Se administré glucosa (1,5 gr/kg) IP a los 15 min
luego de la administracién del articulo de prueba
(vehiéulo, OXM y PEG4-Osu) o 120 min luego de 1la
administracién de PEG4o-Fmoc-0XM. Los niveles de glucosa en
sangre se midieron mediante muestreo de la vena de la cola
antes de la administracién de glucosa y 10, 20, 30, 60 vy
120 min luego de la administracién de glucosa usando un

glucémetro portatil.

Modelo de ratdn de obesidad inducida por dieta

Estudio 1: -Se albergaron ratones C57BL/63 (4-6 semanas de
edad,-Harlan UK Limited, Bicester, Oxon, Reino Unido), por
grupos al 1llegar en jaulas de polipropileno. Todos los
animales tuvieron acceso libre a wuna dieta alta en
contenido graso (D12451; 45 % de kcal derivada de grasas;
Research Diets, Nueva Jersey, EUA) y agua corriente en todo

momento. Los animales se mantuvieron en un ciclo de 12 h de

114



10

15

20

25

luz-oscuridad de fase normal (las luces se prendieron a las

07:00). Los animales se expusieron a la dieta apropiada
durante al menos 6 meses (hasta que el peso corporal
promedio fue de aproximadamente 50 g). Posteriormente, los

animales se albergaron solos en jaulas de polipropileno por
un periodo de dos semanas mds y se colocaron en periodo de

luz de fase inversa (se apagaron las luces durante 8 h de

09:30 - 17:30 h). Durante la segunda semana de alojamiento
simple, los animales comenzaron un protocolo de manejo de
una vez por dia y un periodo de referencia de 7 dias.

Posteriormente, los ratones se dosificaron con vehiculo o

farmaco de prueba como se proporciona a continuacidén en la

Tabla 1:
Tabla 1
Grupo | Tratamiento (sc) Frecuencia n
A Vehiculo (PBS) b.i.d 10
B OXM 5000 nmol/kg de peso corporal|b.i.d 10
(PBS)
C Sibutramina 20 mg/kg (PBS) b.i.d 10
D | PEG40-FMS-0XM 5000 nmol/kg de peso|Dias 1, 3, |10
corporal (amortiguador de citrato) 5, 7
E 556 mg/kg (27,8 mg/ml) PEG-SH | Dias 1, 3, |10
(amortiguador de citrato rate buffer) 5, 7

Se realizaron las mediciones de peso corporal e ingesta de

alimento diariamente hasta el Dia 8. La medicién final del
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peso corporal se realizé el Dia 12. La OXM y sibutramina se
formularon en PBS mientras que PEG40-FMS-OXM o PEG-SH se
formularon en 147 mM de NaCl 10 mM de amortiguador de
citrato a pH 6. El1 contenido de OXM en PEG40-FMS-OXM se

determin® mediante hidrdlisis béasica.

Estudio 2: El estudio 2 se realizd como se describe para el
estudio 1. Luego de un periodo de referencia, los animales
se dosificaron de acuerdo con el siguiente disefio descrito

en la Tabla 2:

Tabla Tratamiento (SC) Frecuencia
2Grupo

A Vehiculo (PBS) b.i.d

B OXM 5000 nmol/kg de peso corporal (PBS) b.i.d

C PEG40-FMS-0OXM 1000 nmol/kg de peso| Dia 1,4,7

corporal (amortiguador de citrato)

D PEG40-FMS-0XM 5000 nmol/kg de pesoj Dia 1,4,7

corporal (amortiguador de citrato)

E PEG40-FMS-0XM 8000 nmol/kg de peso| Dia 1,7

corporal (amortiguador de citrato)
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F PEG40-EMCS-0XM 1000 nmol/kg de peso Dia 1,4,7
corporal (amortiguador de citrato)

G PEG40-EMCS-0XM 5000 nmol/kg de peso Dia 1,4,7
corporal (amortiguador de citrato)

H PEG40-EMCS-0XM 8000 nmol/kg de peso Dia 1,7
corporal‘(amortiguador de citrato)

I PEG30-FMS-0XM 5000 nmol/kg de peso| Dia 1,4,7
corporal (amortiguador de citrato)

J PEG40—SH:(amortiguador de citrato) Dia 1,4,7

K Sibutram{na b.i.d

Se realizaron las mediciones de peso corporal e ingesta de

alimento diariamente hasta el Dia 14.

Estudio 3:
estudio 1 y 2 con una diferencia,
del experimento pesaron 45-46 g.

referencia,

siguiente disefio descrito en la Tabla 3:

los ratones al

El estudio 3 se realizdé como se describe para el

comienzo

Luego de un periodo de

los animales se dosificaron de acuerdo con el

Tabla 3

Grupo Tratamiento (sc) n
A PEG5-FMS-0XM 6000 nmol/kg: Dia 1, 8, 15 7
B PEG30-FMS-6000 nmol/kg: Dia 1, 8, 15 7
C PEG40—FMS-0XM 6000 nmol/kg: Dia 1, .8, 15 7
D PEG60-FMS-0XM 6000 nmol/kg: Dia 1, 8, 15 7
E Vehiculo (PBS sc) 7
F Liraglutida (200 pg/kg bid) en PBS 7
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Datos y anadlisis estadistico

La OXM vy sibutramina se formularon en PBS mientras que
PEG40-EMCS~0XM, PEG40-FMS-0OXM y PEG-SH se formularon en 147
mM de NaCl 10 mM de amortiguador de citrato a pH 6. El

contenido de OXM en PEG40-FMS-OXM y PEG40-EMCS-OXM se

determinaron por AAA.

El peso corporal y la ingesta de alimento se expresan como
valores promedio % SEM. El peso corporal, el aumento de
peso corporal, los datos de ingesta de alimentos diaria vy
promedio y la ingesta de alimentos acumulativa se
analizaron por ANCOVA con la referencia como covariante,
seguido de comparaciones apropiadas (de dos colas) para
determinar las diferencias significativés del grupo de
control. P<0, 05 se considera = estadisticamente
significativo. La referencia fue el valof del Dia 1 para el
peso corporal o el consumo promedio de alimento o agua

durante el periodo de referencia.

EJEMPLO 1

Sintesis y caracterizacién de PEG-Fmoc-OXM
El péptido de OXM se sintetizd por el método de fase sdlida

que utiliza la estrategia de Fmoc a través del montaje de

cadena de péptidos. El péptido se purificé por HPLC
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preparativa usando una columna Phenomenex Luna Cl8 (250 x

30 mm) aplicando gradiente entre solucién A (0,1 % TFA+H;0)

X

X

y B (0,1 % TFA + MeCN). La pureza del péptido fue superior
a 95 %, el peso molecular fue 4449 Da (medido por MALDI).
La conjugacién del péptido OXM a PEG40—SH a través del
enlazador Fmoc se realizd en presencia dé NaHCO3;. La mezcla
de reaccién se agité durante 24 h a TA seguido de
filtracién y purificacién por HPLC preparativa (Jupiter
C5). El peso molecular del conjugado se analizd por MALDI y
el contenido del péptido de OXM se analizé por AAA. El
contenido de péptido de OXM promedio fue 189 pg OXM por 1
mg de conjugado PEGjo-Fmoc-OXM 132,4 ng de OXM por 1 mg de
conjugado PEGy-Fmoc-0XM, 61,7 pg de OXM por 1 mg de
conjugado PEGg-Fmoc-0XM y 40 npg de 'QXM por 1 mg de

conjugado PEG4o-FMS-0OXM.

EJEMPLO 2
Perfil farmacocinético de PEG10-Fmoc-OXM, PEG20-Fmoc-OXM y

PEG40-Fmoc-OXM en comparacién con OXM natural

Se evalubé el perfil farmacocinético de OXM en comparacion
con PEGm—Fmoc—OXM y PEGyo-Fmoc-0XM en ratas Wistar macho. A
los animales se les administrd una unica inyeccidén SC de
OXM natural (278 ng/kg de péptido), ?EGN—Fmoc—OXM (278
ug/kg de contenido de péptido) o PEGN—Fmoc—OXM (278 ng/kg

de contenido de péptido). Se midié 1la concentracidén en
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suero del compuesto en los intervalos de tiempo indicados
(ELISA comercial, perfil PK que se muestra en la Figura 1 vy
parametros PK no compartimentales convencionales se resumen
en la Tabla 3). La pegilacién inversa de OXM conjugada con
PEGjy y PEGyy dio como resultado la pfolongacién de 1la
semivida de OXM natural (0,15 hr para la OXM natural; 16,16
hr para PEGip~Fmoc-OXM y 27,38 hr para PEG,¢-Fmoc-0XM) . La
exposicién, como lo refleja el parédmetro de AUC, aumentd en
alrededor de ~450 veces para PEGjo-Fmoc-OXM y en alrededor
de ~2210 para PEGyo-Fmoc-OXM. Por lo tanto, la conjugacidn
inversa de OXM con PEG,; dio como resultado un efecto mas
prolongado en comparacidén con PEGy. Para caracterizar
adicionalmente el perfil de PK de OXM conjugada
inversamente con PEGy4y a través del enlazador de Fmoc, se
inyectd IV o SC a ratas Wistar macho OXM natural o PEGgp-
Fmoc-OXM (278 ug/kg de contenido de péptido) y se analizd
la concentracién en suero en los momentos indicados (usando
ELISA comercial, perfil de PK que se muestra en la Figura 2
y paradmetros PK no compartimentales convencionales se
resumen en la Tabla 4). Los resultados indicaron que la
pegilacién inversa prolonga la semivida del péptido de OXM
en 100 veces, y aumentan la exposicién significativamente,
como se refleja mediante el pardmetro de AUC. Ademas, la
biodisponibilidad del péptido natural fue de solamente 4,37

Q.

$ mientras que la administracién de PEGgo~-Fmoc-OXM dio como

Q

resultado un 84 % de biodisponibilidad.
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Tabla 3: Pardmetros PK no compartimentales de OXM y PEGio-

Fmoc-0XM y PEGo-Fmoc-0OXM luego de la administracién SC a

las ratas.

AUC T1l/2 term. | MRT
hr*ng/ml hr hr
OXM

3,2 0,15 0,3

PEG1p—-Fmoc—-0XM
1456 16,16 20,6

PEGsp-Fmoc—-0XM
7079 27,38 37,2

Tabla 4: Los pardmetros PK de OXM y PEG4o-Fmoc-OXM luego de

la administracidén IV o SC a las ratas.

Via de AUC felr/; MRT F
administracidén | hr*ng/ml hr. hr %
IV 72,44 0,44 0,414 | 100
OXM
sSC 3,34 0,69 0,913 | ,374
Y 435.73 23,3 24,3 100
PEG40—Fmoc- :
OoxXM
sSC 656.65 30,4 57,7 | 4,68
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EJEMPLO 3

Induccidén de cAMP mediante OXM y OXM pegilada inversa

Para evaluar la actividad in vitro de OXM en comparacidn
con PEG40-Fmoc-0OXM y PEG40-EMCS-OXM (OXM no pegilada
inversa), células CHO-K1 que sobreexpresan el receptor GLP-
1 se incubaron con concentraciones en aumento de los
distintos compuestos seguido de cuantificacidén de cAMP. La
OXM natural demostré la mejora de la actividad en
comparacién con PEGso-Fmoc-OXM y PEG4-EMCS-OXM que presentd
actividad in vitro comparable (EC50 de 2,53 x 10-9, 2,07 x

10-6 y 5,87 x 10-7 para OXM, PEG40-EMCS-OXM y PEG40-Fmoc-

OXM, respectivamente, Figura 3). De manera mas importante,

la pegilacién de OXM no abrogd completamente la activacidn
del receptor de GLP-1 inducida por OXM. Ademas, si bien la
incubacién de OXM en suero dio como resultado una reducciodn
de 1la actividad, probablemente debido a la protedlisis
parcial del péptido, se obtuvieron las actividades
comparables en la presencia y ausencia de suero de ratas
para PEG,o-Fmoc-OXM y PEGg4-EMCS-0XM, lo que sugiere que la
pegilacién enmascara los sitios de protedlisis potenciales

en OXM.
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EJEMPLO 4
La OXM de accidén prolongada pegilada inversa indujo la

tolerancia a la glucosa

Para evaluar la actividad in vivo de OXM o PEGgo-Fmoc-0XM,
se aplicé el modelo IPGTT. Se inyectd péptido de OXM o
PEG4o-Fmoc-0OXM IP a ratones C57BL/6 seguido de inyeccidn IP
de glucosa y se midieron los niveles de glucosa en sangre
de la vena de la cola mediante glucdémetro. Se administraron
TP OXM (333 nmol/kg), PEG4-EMCS-OXM (OXM no pegilada
inversa, 333 nmol/kg de contenido de péptido de peso
corporal) y PEG40-Fmoc-OXM (202 nmol/kgﬁ“de contenido de
péptido de peso corporal) 15 min (OXM y PEG4o-EMCS-0XM) o 2
horas PEGso-Fmoc-0OXM, antes de la inyeccién IP de glucosa
(1,5 gr/kg). La induccién de la tolerancia a la glucosa se
comparé con el grupo de vehiculo. Como control para el
efecto de PEG,,, se administré PEG4-Osu (546 nmol/kg) a un
grupo de control. Si bien el péptido de OXM tenia un efecto
menor sobre la tolerancia a la glucosa en comparacidén con
el grupo de vehiculo, la administracién de PEG4o~Fmoc-OXM
con un contenido molar de OXM aun menor dio como resultado
tolerancia a la glucosa inducida (Figura 4.
Sorprendentemente, la administracidén de no.pegilada inversa
dio como resultado la induccién de la tolerancia a la
glucosa, lo que sugiere que OXM pegilada es

farmacoldégicamente activa in vivo.
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EJEMPIO 5
La OXM de accidén prolongada pegilada inversa reduce el peso

corporal e inhibe la ingesta de alimento en ratones DIO

La actividad farmacoldgica de OXM se evalud adicionalmente
en ratones DIO luego de la inyeccidén SC de OXM natural, vy
OXM pegilada inversa. En el estudio 1, se administraron
5000 nmol/kg de peso corporal de OXM b.i.d o PEG4e-FM5-O0XM
que contiene 5000 nmol/kg de peso corporal de OXM cada dos
dias durante siete dias de dosificacién a ratones DIO macho
(n=10 por grupo). Se midieron el peso corporal y la ingesta
de alimento a diario durante 8 dias con una Ultima medicidn
del peso corporal el dia 12. Dos veces al dia, la inyeccidn
de OXM dio como resultado una reduccidén moderada tanto en
el peso corporal (6 % de pérdida de peso el Dia 8 en
comparacién con el grupo de control de vehiculo) e
inhibicién estadisticamente significativa de la ingesta de
alimento. Por otro lado, la administracién de PEG4-FMS-0OXM
con el mismo contenido de péptido de OXM por dosis pero
inyectado cada dos dias dio como resultado una notoria
pérdida de peso (pérdida de peso de 24°% el Dia 8 en
comparacién con el grupo de control PEG-SH) y manifestd una
inhibicién considerable de la ingesta de alimento (Figura

4). Sibutramina, inhibidor de la reabsorcidén de los

neurotransmisores, que se usbé como control positivo redujo
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el peso corporal en un 15,6 %. Cabe destacar que la

reduccién del peso corporal en el grupo de PEGy~-FMS-OXM

fue constante hasta la ultima medicidén el Dia 12 que son S

dias luego de la ultima dosis, lo que indica un

comportamiento duradero de OXM pegilado inverso (Figura 5).

Dado que PEG4u-EMCS-0XM indujo la tolerancia a la glucosa
en el modelo IPGTT, fue importante comparar la eficacia de

OXM no pegilada inversa con OXM pegilada inversa en el

contexto del peso corporal y la ingesta de alimento. Por

consiguiente, se disendé un estudio de seguimiento para

abordar este asunto (estudio 2 en los Materiales vy

métodos). Si bien la administracién de 5000 nmol/kg de peso

corporal de PEG4-FMS-OXM cada 3 dias (total de 3

inyecciones) dio como resultado una reduccidén considerable

del peso corporal, la inyeccién de 5000 nmol/kg de peso

corporal de PEG,-EMCS-OXM en la misma frecuencia dio como

resultado un efecto insignificante en el peso corporal.

Cabe destacar que una unica inyeccidén el Dia 1 de 8000

nmol/kg de peso corporal de PEGy-FMS-0OXM dio como

resultado una reduccién de peso evidente durante 6 dias.

Sorprendentemente, la administracién de 5000 nmol/kg de

peso corporal de PEG3-FMS-OXM dio como resultado una

reduccién elevada del peso corporal, lo que indica una

mayor eficacia en comparacidén con PEG4-FMS-OXM (Figura 6).
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OXM es un péptido potencial para el tratamiento de los
trastornos metabdlicos, tales como diabetes y obesidad, tal
como se demostrd mediante el peso perdido obtenido por la

OXM natural en sujetos sanos con sobrepeso y obesos (Wynne

et 41, 2005). Sin embargo, debido a la corta semivida del
péptido y su baja estabilidad in vivo, se requieren
administraciones diarias repetidas de las dosis

suprafisiolégicas para alcanzar un efecto farmacoldégico en
humanos. Esta patente proporciona un medio eficaz para
estabilizar OXM en condiciones fisiolégiéas pegilando de
forma inversa la accién de la OXM, haciéndola de accidn
prolongada. Inesperadamente, la OXM modificada, la versidén

pegilada, es activa y no es un simple profarmaco.

La OXM pegilada de forma inversa demostrd un perfil
farmacocinético superior en ratas con un aumento sustancial
en la exposicién y semivida prolongada en comparacidén con
la OXM natural. Al comparar el efecto de PEG con varios
pesos moleculares conjugado de forma inversa con OXM en el
perfil PK de OXM, el conjugado PEGs demostrd un efecto
prolongado superior en comparacién con PEGyy o0 PEGy. Por lo
tanto, el PEGs, se evaludé adicionalmente en estudios
farmacolégicos (Figuras 1 y 2). De forma importante; la
biodisponibilidad de OXM aumenté significativamente de 4,37
$ a 84,6 % luego de la administracién SC de PEG40-Fmoc-OXM,

lo que contribuye a 1la mayor exposicién del péptido
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pegilado de forma inversa (Tabla 2). PEGg-Fmoc-OXM mejord
la tolerancia a la glucosa en comparacién con OXM natural,
segin se evaludé en un modelo IPGTT de ratones C57BL/6 no
alimentados durante la noche. En este modelo, una OXM no
pegilada inversa conjugada con PEGyg (PEG49-EMCS-0XM)
demostréd actividad de induccién de la tolerancia a la
glucosa comparable con el PEG40-Fmoc-OXM. Este resultado
también es respaldado por la actividad in vitro observada
para PEGg-EMCS-0OXM y PEGg-Fmoc-OXM donde la pegilacién
convencional de OXM no elimina por completo la unidén de OXM
a su receptor, un fendémeno observado para los péptidos
pegilados debido a 1la interferencia estérica, y por
consiguiente, no da como resultado una pérdida total de la

actividad bioldgica (Figuras 3 y 4).

A continuacién, se evalud el efecto de PEG4-FMS-OXM en el
peso corporal y la ingesta de alimento en ratones DIO en
comparacién con la OXM natural. La inyebcién SC de 5000
nmol/kg de OXM natural administrada dos veces al dia dio
como resultado una reduccidén moderada del peso corporal y
la ingesta de alimento luego de 7 dias de dosificacion. A
diferencia de esto, la inyeccién de 5000 nmol/kg de PEGyo-
FMS-OXM cada dos dias dio como resultado una notoria
reduccién del peso corporal y la ingesta de alimento (6 % y

24,9 % de reduccidén del peso corporal para OXM y PEG4-FMS-

OXM, respectivamente, Figura 5), en comparacidén con el
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control el Dia 8. En conclusién, PEG4-FMS-0XM demostrd un
efecto antiobesidad prolongado y una mejor eficacia
considerando que la dosis cumulativa de OXM administrada
durante el estudio para PEG4-FMS-OXM fue de casi 4 veces
méds baja en comparacién con el grupo al que se le

administrd OXM natural.

OXM no pegilada inversa, PEG4-EMCS-0XM, demostré mejorar
la tolerancia a la glucosa en la prueba IPGTT. Por lo
tanto, era imperativo evaluar la actividad de regulacidn de
alimento de la pegilacidén convencional en comparacidn con
la OXM pegilada de forma inversa y la OXM natural en el
modelo DIO. La administracién de 5000 nmol/kg de PEGgo—
EMCS-0XM cada tres dias dio como resultado una reduccidn
insignificante del peso corporal si bien la inhibicidén de
la ingesta de alimento fue evidente hasta 3 dias luego de
la dosificacién (Figura 6). La inhibicién moderada de la
ingesta de alimento probablemente es el resultado de la
actividad directa de OXM en el tracto gastrointestinal y se
correlaciona con la actividad periférica observada en el
modelo IPGTT. Dado que la actividad de la regulacidn de
alimento de OXM implica el cruzamiento de la barrera
hematoencefadlica y la unién a los receptores en las
neuronas en el ARC, es imperativo que no se elimine la
capacidad de OXM de penetrar el CNS. La bioactividad

periférica observada de PEG4-EMCS-0XM en oposicidén a la
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falta de capacidad de este compuesto de reducir el peso
corporal de ratones DIO sugiere que la unidén covalente al
resto PEG restringe la capacidad de PEG4,-EMCS-0XM de pasar
a través de BBB hacia ARC que es el sitio de accidn
potencial de OXM en el hipotéalamo. A diferencia de esto, la
inyeccién de 5000 nmol/kg de PEGg-FMS-OXM en la misma
frecuencia redujo notoriamente el peso corporal e inhibid
la ingesta de alimento en un 20 %, segin se midid el dia
12. Cabe destacar que la inyeccién de 8000 nmol/kg de
PEG,,-FMS-OXM una vez a la semana dio como resultado una
reduccién similar del peso corporal en un 20 %, lo que
indica que en humanos, se puede lograr una pérdida de peso
significativa mediante la inyeccidén una vez a la semana O
incluso con menor frecuencia de dosificacidén de OXM

pegilada de forma inversa.

La estrategia de pegilacién inversa pretende superar la
pérdida de actividad observada a menudo en la pegilacidn
convencional a la vez que mantiene el efecto prolongado del
fadrmaco. En los casos en que la bioactividad del profarmaco
pegilado se pierde dréasticamente o incluso de elimina, se
analizé anteriormente la ventaja de aplicar pegilacidn
inversa (patentes estadounidense N° 7585837). Sin embargo,
se desconoce cual serd la eficacia de wun profarmaco
pegilado de forma inversa en comparacién.con el farmaco no

pegilado inverso covalentemente que mantiene su actividad
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bioldégica. Esto es especialmente pertinente ya que se
espera que el perfil de PK del péptido covalentemente
pegilado sea superior en comparacién con el péptido
pegilado inverso cuando se evalua las concentraciones en
sangre del conjugado, debido a la liberacidén lenta del
péptido desde el conjugado. PEGw—EMCS¥OXM demostrdé ser
activo tanto in vitro como en el modelo IPGTT in vivo. Por
lo tanto, fue posible que esta molécula también indujera la
saciedad y redujera el peso corporal luego de la
administracién SC a ratones. Sin embargo, esto demostrd ser
incorrecto ya que PEG4-EMCS-OXM no reduce el peso corporal
en ratones DIO mientras que PEG4~-FMS-0XM tuvo un efecto
notorio. La publicacidn anterior presentd datos
conflictivos con respecto a la contribucién de la actividad
periférica de OXM y la actividad del CNS de OXM. Por un
lade, las acciones anoréxicas de OXM 1ip fueron blogueadas
mediante la administracién anterior de intra-ARC de GLP-1R,
exendinas-3s lo que indica la importancia de la actividad
relacionada con el CNS de OXM (Dakin et &l 2004). Sin
embargo, una administracién oral de Bifidobacterium que
expresa OXM a ratones con sobrepeso dio como resultado una
reduccién en el peso corporal si bien la OXM no se detecto

en el plasma de estos ratones, lo que sugiere que la

activacién directa de las células gastrointestinales es

importante para la actividad de la pérdida de peso de OXM

(Long et &1, 2010). Como se menciond anteriormente, la
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falta de informacién sobre el modo de accién de OXM y el
impacto de la pegilacién, hace que sea imposible predecir
cudl serd la eficacia de la OXM pegilada de forma inversa
en comparacién con la OXM natural y OXM pegilada unida

covalentemente.

La eficacia superior de PEG3p-FMS-OXM en comparacién con
PEG49-FMS-0XM, como se muestra en el estudio 2, fue
sorprendente. Si bien no se evalud el perfil PK de PEGsze-
FMS-0OXM, el perfil PK de ‘PEGM—FMS—OXM fue claramente
superior a PEG;p-FMS-OXM y PEG,o-FMS-OXM. Es posible que el
uso de PEG@ presente el tamano de PEG favorable que por un
lado reduce significativamente la eliminacidén renal del
PEG39-FMS-0XM conjugado, a la vez Jue facilita la velocidad
de hidrélisis de OXM desde el conjugado que permite una
presencia sostenida de OXM requerida éara provocar sus

actividades farmacoldgicas.

Estudio 3

En este estudio, se evalud la conjugacidn de OXM con PEG de
varios tamarios. Como se muestra en los estudios anteriores,
la administracién de PEG30-FMS-OXM y PEG40-FMS-OXM una vez
a la semana tuvo un efecto notorio en el peso corporal.
Sorprendentemente, PEGS5-FMS-OXM perdié por completo la
capacidad de inducir la pérdida de peso en comparacidédn con

el grupo de vehiculo, mientras que PEG60-FMS-OXM indujo una
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reduccién incluso més pronunciada que PEG30-FMS-OXM. La
diferencia en la pérdida de peso entre PEG30-FMS-OXM vy
PEG40;FMS—OXM es este estudio se encuentra dentro del
intervalo de variabilidad del experimento y no fue

significativa.

EJEMPLO 6
Perfiles glicémicos y lipidémicos mejorados en ratones

obesos tratados con OXM PEGilada inversa

Materiales y métodos

Procedimientos experimentales para el modelo de ratdédn con

obesidad inducida por la dieta (DIO):

El modelo DIO se 1llevdé a cabo en RenéSci Ltd Company
(Nottingham, Reino Unido). Ratones C57BL/6J (4-6 semanas de
edad, Harlan UK Limited, Bicester, Oxon, Reino Unido) se
expusieron a una dieta alta en grasas (D12451; 45 % de kcal
derivadas de grasa; Research Diets, Nueva Jersey, EUA)
durante al menos 6 meses (hasta que el peso corporal
promedio sea de aproximadamente 50 g). Dos semanas antes de
la administracidén del farmaco, los animales se albergaron
solos y se colocaron en iluminacién de fase inversa
(oscuridad durante 8 horas de 09:30 - 17:30 h). Durante la
primera semana de un unico alojamiento (periodo de manejo),
los animales comenzaron un protocolo de‘ménejo de una vez

al dia y durante la segunda semana (periodo de referencia),
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recibieron una dosificacién del vehiculo apropiado b.i.d.

una vez a la semana a medida que recibieron la dosificaciédn

durante

subcuté

dosificacidén durante 29 dias,

el

nea.

periodo de

7 grupos

tratamiento)

mediante

(n = 8) de ratones DIO recibieron una

de la sigulente manera:

Grupo Tratamiento (SC) Frecuencia
A PEG40-SH (662 mg/kg) Una vez a la
semana (1, 8,

15, 22, 29)

B PEG40-EMCS-0XM Una vez a la
(6.000 nmol/kg) semana (1, 8,

15, 22, 29)

C PEG30-EMCS-0XM Una vez a la

(6.000 nmol/kg)

semana (1, 8,

15, 22, 29)

D PEG40-FMS-0OXM (6.000 Una vez a la

nmol/kg) semana (1, 8,

15, 22, 29)

E PEG30-FMS-0XM (6.000 | Una vez a la

nmol/kg) semana (1, 8,
15, 22, 29)
F Vehiculo (PBS) b.i.d
G OXM (6.000 nmol/kg; b.i.d
PBS)

Durante el periodo de referencia y de tratamiento, se
registraron a diario la ingesta de alimento, el consumo de
agua y el peso corporal. Los dias 1 y_22 luego de una
referencia de dos semanas, ninguno de los ratones recibid

alimento durante la noche. Los dias 2 y 23, los ratones se
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sometieron a una prueba de tolerancia a la glucosa oral
(OGTT). Cada animal recibid una dosificacién del vehiculo o
compuesto de prueba y 60 minutos después recibieron una
dosificacién de D-glucosa (2 g/kg po). Se tomaron muestras
de sangre de referencia inmediatamente antes de la
dosificacién del vehiculo o compuesto de prueba (Bl) e
inmediatamente antes de 1la carga de glucosa (B2). Se
tomaron otras muestras de sangre 10, 20, 30, 45, 60 y 120
minutos luego de la administracién de glucosa. Todas las
muestras de sangre (aproximadamente 20 pl) se tomaron de la
vena de la cola. Las muestras de plasma se prepararon y
analizaron para determinar la glucosa (n = 2) e insulina (n
= 1)'usando el reactivo de glucosa Thermoelectron Infinity
(TR15421) y Alpco mouse ultrasensitive insulin ELISA (80-
INSMSU-E10), respectivamente. E1 Dia 30, se recogieron las
muestras de plasma terminal (24 horas luego de la dosis
final el Dia 29) mediante puncién cardiaca y se analizaron
para determinar la insulina, glucosa, colesterol y
triglicéridos usando el mouse ultrasensitive insulin ELISA
(80?INSMSU—E10), reactivo de glucoéa Thermoelectron
Infinity (TR15421), reactivo de colesterol Thermoelectron
Infinity (TR13421) y el kit Sigma Triglyceride (TR0100). Se
registraron los pesbs de cadaver finales‘luego del muestreo

de sangre terminal y los cadaveres se congelaron a -20 °C.
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Procedimientos experimentales para estudios de composicidn

corporal:

Se determinaron los niveles de grasa corporal, proteina,
agua y ceniza de los caddveres usando las técnicas de
andlisis quimicos esténdar. Solamente se midié el contenido
de grasa, proteina, agua y ceniza, dado que otros
componentes (principalmente carbohidréto) forman menos del
2 % de la composicién corporal total. Se determind el agua
del cadaver liofilizando los cadédveres de ratdédn hasta un
peso constante. Luego, los cadaveres secos se molieron en
un molino de laboratorio listo péra los anadlisis
posteriores. Se determindé la grasa del cadaver en las
muestras liofilizadas usando un protocoio de extracciédn
Soxhlet modificado (éter de petrdleo a 40-60 °C) con un
sistema Tecator Soxtec 2050 (Foss UK Ltd, Wheldrake, Reino
Unido) de acuerdo con el protocolo recomendado por el
fabricante. Se determindé la proteina del cadaver usando un
procedimiento micro-Kjeldahl en las muestras liofilizadas
usando un bloque de digestién Tecator 2012 y unidad de
destilacién 2200 (Foss UK Ltd). Se determind 1la ceniza
residual del cadaver calentando las muestras liofilizadas a

altas temperaturas usando un horno de mufla de cenizas.

Datos y andlisis estadistico:

Los pesos corporales, la ingesta de alimento y el consumo

de agua se expresaron como valores promedio * SEM. El peso
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corporal, el aumento de peso corporal, los datos de ingesta

de alimento y consumo de agua diarios y promedio y la

ingesta de alimento cumulativa se analizaron por ANCOVA con

la linea de referencia como covariante, seguido de

comparaciones apropiadas (de dos colas) para determinar las

diferencias significativas del grupo de control. P<0,05 se

considera estadisticamente significativo. La referencia fue

el valor del Dia 1 para el peso corporal o el consumo

promedic de alimento o agua durante el periodo de

referencia.

Se analizaron la insulina en ©plasma, colesterol vy

triglicéridos terminal mediante un modelo lineal general

con tratamiento como factor y orden de hemorragia y peso

corporal de referencia como covariantes seguido de

comparaciones apropiadas (dos colas) para determinar las

diferencias significativas con el grupo de vehiculo

pertinente. Se usaron técnicas de transformacion

logaritmica y/o regresidén robusta, de ser apropiado.

Los datos para cada parametro de composicién corporal

(grasa, proteina, agua y ceniza) se presentaron como

g/cadadver y % total. Los pesos de caddver finales también
se analizaron como comparacién directa. El1 analisis se
realizé mediante regresidén robusta con el tratamiento como

factor y el peso corporal en la linea de referencia como
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covariante, seguido de multiples pruebas de comparaciones
apropiadas (dos colas) para comparar lcs efectos de cada

grupo de tratamiento con el grupo de vehiculo pertinente.

Resultados
Una inyeccién semanal de PEG30 inverso (PEG30-FMS-OXM
(6.000 nmol/kg; amortiguador de citrato)) o PEG40 inverso

(PEG40-FMS-0XM (6.000 nmol/kg; amortiguador de citrato)),

o©

durante un periodo de 30 dias, proporciondé 28 % y 23 de

pérdida de peso, respectivamente, en comparacién con el 17
$ de pérdida de peso para el grupo al que se le inyectd
oxintomodulina natural dos veces al dia (Figura 7) -
mientras que la dosificacién cumulativa de oxintomodulina
neta a la que se inyectd PEG30 inverso fue de solamente 8,6
$ para el periodo de 30 dias. OXM PEGilada de forma no

inversa (PEG40-EMCS-0XM vy PEG30-EMCS-OXM) fueron incluso

menos eficaces para reducir el peso corporal.

La tolerancia a la glucosa en ratones DIO luego de
inyecciones semanales con OXM PEGilada inversa (PEG30-FMS-
OXM o PEG40-FMS-0OXM) fue comparable con la tolerancia a la
glucosa provocada mediante una inyeccién dos veces al dia
de oxintomodulina natural el Dia 2 (Figura 8A) y el Dia 23

(Figura 8B).
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Ademds, la administracién una vez a la semana de OXM
PEGilada inversa mejord los perfiles glicémicos y lipidicos
en ratones DIO, lo que demostrd una reduccidén de la glucosa
terminal (Figura 9A), una reduccién de la insulina terminal
(Figura 9B), una reduccién del colesterol terminal (Figura

9C) y una reduccién del glicerol terminal (Figura 9D).

Finalmente, un andlisis de composicién corporal de los
ratones DIO demostrdé que la pérdida de peso demostrada
mediante los ratones tratados con OXM PEGilada inversa fue
el resultado de wuna reduccidn especifi@a de 1la grasa

(Figura 10).

En su conjunto, la PEGilacién inversa mostrd ser segura y
tolerable en diétintos modelos animales de roedores
toxicolbégicos. La PEGilacién inversa también permite la
prolongacién de la semivida de OXM, mientras se mantiene su
potencial para penetrar los tejidos diana (por ejemplo,

penetrar el BBB).

La OXM PEGilada de forma inversa demostrd propiedades de
accién prolongada superiores, respaldando la inyeccidén una
vez a la semana en los humanos. La OXM PEGilada de forma

inversa redujo el peso corporal mediante una reduccidn

especifica de la grasa (evaluacién de 1la composicidn
corporal). La OXM PEGilada de forma inversa mejord los
138
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perfiles glicémicos vy lipidémicos. Se espera gque OXM
PEGilada de forma inversa proporcione una terapia a largo
plazo para los paclentes con obesidad y diabetes tipo II
mediante sus efectos impactantes sobre la actividad

glicémica y la pérdida de grasa.

EJEMPLO 7
Efecto de OXM pegilada inversa en el nivel de glucosa y

secreciéon de insulina

Procedimientos experimentales para el modelo de ratdédn con

obesidad inducida por la dieta (DIO):

El modelo DIO se llevé a cabo en RenaSci Ltd Company
(Nottingham, Reino Unido). Ratones 57BL/6J (4-6 semanas de
edad, Harlan UK Limited, Bicester, Oxon, Reino Unido) se
expusieron a una dieta alta en grasas (D12451; 45 % de kcal
derivadas de grasa; Research Diets, Nueva Jersey, EUA)
durante al menos 6 meses (hasta que ‘el peso corporal
promedio'fue de aproximadamente 50 g). Dos semanas antes de
la administracién del farmaco, los animales se albergaron
solos, donde comenzaron un periodo de aclimatacidén. En la
primera semana, el periodo de manejo, los animales
comenzaron un protocolo de manejo de una vez al dia vy

durante la segunda semana, periodo de referencia,

recibieron una dosificacién del vehiculo apropiado (b.i.d.
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o una vez a la semana a medida que recibieron la
dosificacién durante el periodo de tratamiento) mediante
una via subcutédnea. Durante el periodo de referencia y de

tratamiento, se registraron a diario la ingesta de

alimento, el consumo de agua y el peso corporal. En la

mafiana del dia 1, los ratones recibieron una dosificacién

seguido de ayuno durante la noche. El dia 2, 24 horas luego

de la administracidén (grupos A-E) o} antes de la
dosificacién de la mafiana (grupos F-H), los ratones se
en

muestrearon para la glucosa en ayuno y la insulina
ayuno. Todas las muestras de sangre (aproximadamente 20 nl)

se tomaron de la vena de la cola. Las muestras de plasma se

prepararon y analizaron para determinar la glucosa (n = 2)
e insulina (n = 1) usando el reactivo de glucosa
Thermoelectron Infinity (TR15421) Y Alpco mouse
ultrasensitive insulin ELISA (80-INSMSU-E10),
respectivamente.

Resultados

En este conjunto de experimentos se realizaron dos estudios
in vivo independientes. El primer experimento incluyd 8
grupos (n = 8) de ratones DIO que recibieron una

dosificacién durante 2 dias, de la siguiente manera:

Grupo Tratamiento (SC) Frecuencia
A PEG40-SH (662 mg/kg) | Unica inyeccién
el dia 1
B PEG40-EMCS-0XM Unica inyeccidn
(6.000 nmol/kg) el dia 1
C PEG30-EMCS-0XM Unica inyeccién
el dia 1

(6.000 nmol/kg)

\A\



de 1la

D PEG40-FMS-0OXM (6.000 |Unica inyeccidn
5 nmol/kg) el dia 1
E PEG30-FMS-OXM (6.000 | Unica inyeccién
nmol/kg) el dia 1
F Vehiculo (PBS) b.i.d
G OXM (6.000 nmol/kg; b.i.d
PBS)
H Liraglutida (200 b.i.d
10 ng/kg)
El segundo experimento incluyé 7 grupos (n = 7) de ratones
DIO que recibieron una dosificacién durante 2 dias,
siguiente manera:
15 Grupo Tratamiento (SC) Frecuencia
a PEG60-SH (947.4 Uniéa inyeccién
mg/kg) el dia 1
B PEG5-FMS-0XM 6000 Onica inyeccién
nmol/kg el dia 1
C PEG30-FMS-6000 Unica inyeccidn
" nmol/kg el dia 1
D PEG40—FMS-0XM 6000 Unica inyeccidn
nmol/kg el dia 1
E PEG60-FMS-0XM 6000 Unica inyeccién
nmol/kg el dia 1
F Vehiculo (PBS) b.i.d
G Liraglutida (200 b.i.d
25 ug/kg bid) en PBS
141
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En ambos estudios, la administracidén de una unica dosis de
todas las variantes de PEG-OXM: PEG40-EMCS-0XM, PEG30-EMCS-
OXM, PEG40-FMS-0XM, PEG30-FMS-0OXM (Exp. #1) o PEG30 FMS-
OXM, PEG40-FMS-OXM y PEG60-FMS-OXM (Exp. #2) produjeron
reducciones notorias 'y significativas de 1la glucosa en
ayuno cuando se compard con el vehiculo (figuras 11 y 12).
En el experimento #1, el grupo de vehiculo (PEG40-SH)
muestra nivel de glucosa de 9,5 mM, mientras que los grupos
tratados con PEG-0XM muestran un nivel de glucosa de 5,18 a
5,8 mM. También se obtuvo la misma reduccién del nivel de
glucosa para el grupo tratado con PEG-OXM en el experimento
#$2 (salvo el grupo PEG5-OXM) que mostrd una reducciédn de la
glucosa de 11,9 mM de grupo de vehiculo a 5-5,7 mM de
grupos tratados con PEG-OXM. Este efecto se asocidé a la
reduccidén en los niveles de insulina en plasma en ayuno en
el experimento #1 de 2,8 ng/ml de grupo de vehiculo a 1,4-
1,9 ng/ml de grupos tratados con PEG-OXM, como se muestra
en la Figura 11. En el experimento #2, el nivel de insulina
en ayuno fue de 0,99 ng/ml, mientras que el nivel de
insulina en ayuno de PEG-OXM (salvo PEG5-OXM) fue de 0,78 a

0,91 ng/ml.

Liraglutida en ambos experimentos redujo significativamente
la glucosa en ayuno en comparacién con el vehiculo (PBS);
9,3 mM de vehiculo disminuyd a 6,06 mM en el experimento #1

y 11,5 mM de vehiculo disminuyd a 6,7 mM en el experimento.
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#2. Junto con esta reduccidén de la glucosa, este grupo

tratado mostré un aumento significativo en la insulina en

plasma de 2,5 ng/ml de vehiculo a 4,4 ng/ml en el

experimento #1 y de 1,98 ng/ml a 3 ng/ml en el experimento

#2. Se analizé el péptido de OXM natural en el experimento

#1 vy no mostrd ninguna diferencia significativa en los

niveles de glucosa e insulina, en comparacién con el

vehiculo, probablemente debido a su corta semivida en suero

y muy rdpida eliminacidén del cuerpo.

Los resultados de estos dos experimentos independientes en

ratones DIO revelan que los compuestos de PEG-OXM inducen
una reduccién significativa del nivel de glucosa sin
aumentar el nivel de insulina como se observd luego de la
administracién de Liraglutida y como es esperable a partir
de los datos anteriores gque se mostraron péra el péptido de
OXM natural. Esta reduccidén inesperada del nivel de glucosa
junto con la reduccién de los niveles de insulina en ayunas
indica que una unica dosis de PEG-0OXM conlleva el aumento

de la sensibilidad de los animales a la insulina luego de

la exposicién aguda y no debido al tratamiento croénico.

Mientras que ciertas caracteristicas de la invencién fueron

ilustradas Y descritas en la presente, muchas

modificaciones, sustituciones, cambios y equivalentes se

les ocurrirdn a los expertos en la técnica. Debe
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entenderse, por lo tanto, que se pretende que las
reivindicaciones adjuntas cubran todas dichas
modificaciones y cambios, los cuales se encuentran dentro

del verdadero espiritu de la invencidn.
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REIVINDICACIONES

Se reivindica lo siguiente:

1. Una composicién que consiste en oxintomodulina, un
polimero de polietilenglicol (polimero de PEG) y
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (FMS).

2. La composicién de la reivindicacién 1, donde dicho
polimero de PEG estd unido al extremo amino o residuo de

lisina de dicha oxintomcdulina mediante Fmoc o FMS.

3. La composicién de la reivindicacién 1, donde dicha
oxintomodulina consiste en la secuencia de aminoacidos

establecida en la SEQ ID N°: 1.

4. La composicién de la reivindicacién 1, donde dicho
polimero de PEG es un polimero de PEG con un resto

sulfhidrilo.

5. La composicién de la reivindicacién 1, donde dicho

polimerc de PEG es PEG;z, PEGsy 0 PEGgo.

6. Una composicioén farmacéutica que comprende la

composicidén de la reivindicacién 1 'y un portador

farmacéuticamente aceptable.
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7. Un método para extender 1la semivida biolégica de
oxintomodulina, que consiste en el paso de conjugar
oxintomodulina, un polimero de polietilenglicol (polimero
de PEG) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-
fluorenilmetoxicarbonilo (FMS) en una relacién molar de

alrededor de 1:1:0,5 a alrededor de 1:1:3,5.

8. El método de la reivindicacidén 7, donde dicha
oxintomodulina consiste en una secuencia de aminoacidos de

la SEQ ID N°: 1.

9. El método de la reivindicacién 7, donde dicho polimero
de PEG estd conjugado con el extremo amino o residuo de

lisina de dicha oxintomodulina mediante Fmoc o FMS.

10. El método de la reivindicacién 7, donde dicho polimero

de PEG es un polimero de PEG con un resto sulfhidrilo.

11. El método de la reivindicacién 7, donde dicho

polimero de PEG es PEG3zy, PEGso 0 PEGep.
12. Un método para inducir 1la tolerancia a la glucosa,

control glicémico o ambos en un sujeto que lo necesita, que

comprende el paso de administrarle a dicho sujeto una

146

veg



10

15

20

25

cantidad eficaz de la composicién de la reivindicacidon 1y

un portador farmacéuticamente aceptable.

13. El1 método de 1la reivindicacién 12, donde dicha
oxintomodulina consiste en una secuencia de aminodcidos de

la SEQ ID N°: 1.

14. E1 método de la reivindicacién 12, donde dicho
polimero de PEG estd conjugado con el extremo amino ©
residuo de lisina de dicha oxintomodulina mediante Fmoc ©

FMS.

15. El método de la reivindicacién 12, donde dicho
polimero de PEG es un polimero de PEG con un resto

sulfhidrilo.

16. F1 método de la reivindicacién 12, donde dicho

polimero de PEG es PEGzg, PEGg O PEGeo.

17. Un método para mejorar el &rea bajo la curva (AUC) de
oxintomodulina, que consiste en el paso de conjugar un
polimero de polietilenglicol (polimero .de PEG) con el
extremo amino de dicha oxintomodulina mediante
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (FMS).
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18. El1 método de la reivindicacién 17, donde dicha
oxintomodulina consiste en una secuencia de aminoacidos de

la SEQ ID N°: 1.

19. E1 método de la reivindicacidédn 17, donde dicho
polimero de PEG estd conjugado con el extremo amino O
residuo de lisina de dicha oxintomodulina mediante Fmoc ©

FMS.

20. El1 método de la reivindicacién 17, donde dicho
polimero de PEG es un polimero de PEG con un resto

sulfhidrilo.

21. FEl método de la reivindicacién 17, donde dicho

polimero de PEG es PEG3o, PEG4qo © PEGso-

22. Un método para reducir la frecuencia de dosificacidn
de oxintomodulina, que consiste en el paso de conjugar un
polimero de polietilenglicol (polimero de PEG) con el
extremo amino de dicha oxintomodulina mediante
9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) "o 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (FMS).

23. E1 método de la reivindicacién 22, donde dicha
oxintomodulina consiste en una secuencia de aminodcidos de

la SEQ ID N°: 1.
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24. E1 método de la reivindicacién 22, donde dicho
polimero de PEG estd conjugado con el extremo amino ©
residuo de lisina de dicha oxintomodulina mediante Imoc o

FMS.

25. E1 método de la reivindicacién 22, donde dicho
polimero de PEG es un polimero de PEG con un resto

sulfhidrilo.

26. El método de la reivindicacién 22, donde dicho

polimero de PEG es PEGzo, PEGgo O PEGeo.

27. Un método para reducir la ingesta de alimento, reducir
el peso corporal o ambos en un sujeto, que comprende el
paso de administrarle oxintomodulina conjugada con un
polimero de polietilenglicol (polimero cde PEG) mediante un
enlazador flexible a dicho sujeto, donde dicho enlazador
flexible es 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o 2-sulfo-9-

fluorenilmetoxicarbonilo (FMS).

28. El1 método de 1la reivindicacién 27, donde dicha

oxintomodulina consiste en una secuencia de aminodcidos de

la SEQ ID N°: 1.
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29. El método de la reivindicacién 27, donde dicho
extremo amino o

polimero de PEG estd conjugado con el

residuo de lisina de dicha oxintomodulina mediante Fmoc o

FMS.

30. El método de la reivindicacién 27, donde dicho

PEG con un resto

polimero de PEG es un polimero de

sulfhidrilo.

31. El método de la reivindicacién 27, donde dicho

polimero de PEG es PEG3y, PEGg0 O PEGeo-
32. Un método para aumentar la sensibilidad a la insulina
en un sujeto, que comprende el paso de administrarle al
15 sujeto una cantidad eficaz de una composicidén que comprende
oxintomodulina conjugada con un polimero de
polietilenglicol (polimero de PEG).
33. El método de la reivindicacién 32, donde dicho
20 polimero de PEG es PEG3zy, PEGy 0 PEGeo.

34. El método de la reivindicacién 32, donde dicha
oxintomodulina se conjuga con dicho polimero de
polietilenglicol (polimero de PEG) mediante un enlazador.

25
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35. El método de la reivindicacién 33, donde dicho

enlazador es un enlazador flexible escindible.

36. E]l método de la reivindicacién 33, donde el enlazador

es un enlazador no escindible.

37. El1 método de la reivindicacién 35, donde dicho
enlazador flexible es 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o

2-sulfo-9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMS).

38. E1 método de la reivindicacién 36, donde dicho
enlazador es éster de N-(e-maleimidocaproiloxu)succinimida

(EMCS) .
39. FE1 método de la reivindicacién 32, donde administrar

dicha composicién da como resultado un aumento agudo de 1la

sensibilidad a la insulina en dicho sujeto.
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5

RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen agonistas del receptor de glucagén/GLP-1
pegilado y pegilado inverso que incluye composiciones

farmacéuticas que los comprenden y métodos para su uso.
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Ingesta de alimento cumulativa (g)

Peso corporal {g)

6/16

—o— Vehiculo s¢ bid (PBS)

—a— OXM 5000 nmol/kg sc bid (PBS)
—o— Sibutramina 20 mg/kg sc bid (PBS)
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—o— Vehiculo (PBS) Bid

—— OXM 5000 nmol/kg (PBS) Bid
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~@— PEG40-EMCS-OXM 5000 nmolikg {Dia 1,4, 7)

-o— PEG40-EMCS-0XM 8000 nmolikg (Dia 1, 7)
7) —a— PEG30-FMS-OXM 5000 nmolkg (Dia 1, 4, 7)
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Glucosa en plasma (mM)
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. . ) LISTA DF CMEQLIEA
Industria y Comercio ADMISION A TRAMIT
SUPERINTENDG ENGTA .

i

MODELO DE UTILIDAD [ ] - No.

EnNN

Tra. 11 PATENTEIYIl

icacié o Act. 411 PRESENTACION
Indicacién que se solicita una patente.

.Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencidn

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser e caso formato de descuento)
Completa Incompleta l:l

BRI

3-301132- -
Fecha: 2013-12-27 13:45:32 _ Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

_ . Lt
PATENTE DE INVENCION | | 1

0-0000

Eve: 378 FASENACIONALI
Folios: 174

[]

PATENTE DEINVENCION PCT D MODELOQ DE UTILIDAD RPCT D Art.33 Decisién 486/00, Circular Unica

L]
L]
[

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada iniclalmente (capftulo descriptiva,
relvindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa l:l Incompleta D

DISERO INDUSTRIAL ||

L

(Art. 119 Decision 486/00)

=
L]
L

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

disefio,
Comprebante de pago de las tasas establecidas

Completa D . Incompleta D

ESQUEMADETRAZADO [ |

- {Art. 92 Decision 486/00)

HERREE

Indicacidn que se solicita un esquema de frazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion gréfica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

PINJ-FOR (9009414R)
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