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SOLICITUD DE:
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"~ Nombre:  NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY INC.
Direccion:. 3450 Monte Villa Parkway

SOIJCITA.N?E Teltfono: 3132408 Fax: 3131647

1) E-mail:
" Domicilio: BOTNELL, WASNINGTON, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
Lugar de oommm:ﬁn WASHINGTON, ESTADOS UNIDOS BE ANERCA

Nombre: HUMBERTO RUBIO CAMACHO  IDENTIFICACION

” REPRESENTANTE Direccitn: Carrera 7 Ne. 74 - 64, 01.806 C.C. X NIT ___

O APODERADOTelfono: 3132408 Fax: 3131647 CE. _ OTRO ___
74) E-mal: No. 17102062 T .P. 50.907 C8)
Nombre:  1.-Steven,C.QUAY
) 2.-Gordon BRANDT
3:Mary, 8. KLEPPE
4.-Conot, J. MACEVILLY
INVENTOR(ES): Direccién: 1.- 23632 Hwy 98, Sto. F PMB 434 Edmonds
7% l-mmlﬁ.,laqlllll
3.-P.0. BOX 1535, Kingston
4.- J046 NW. 60* Strost, Seailie
» Teléfono: . 3132488 Fax: 3131647
E-mail:

Domnho' WBIIING'I'IIN, ESTADOS UNIDOS DE AIEIKSA

7] _ —— :
Solicitnd Internacional No.  PCT/US2003/840538 Fecha 17 DE DIGIENERE BE 3.000
Publicacién Internacional No. WO 2004/056314 Fecha 08 DE JULIO DE 2.004

Clasificacin Internacional 51) __ 861 6/00,' 38/0c

Prioridad (33) Pais de origen (32) Fecha (31) Nitmero de
Solicind
SI_X NO__ 17 DEDICEMBRERE 2002 10/322,286 |

86 DE SEPTIIENDRE DE 2,003 60/501,170 |

60/511,290
60/518,812

Comprobante de pago No. 540,819 Fecha: 03 DE-JUNIO DE 2.005

CATADOS LRSS BT ANENICA
cnassumen e e 87 DE AGOSTODE 2003  60/493,226 |
EXDANSS LANR0S E SATIIGA
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ANEXOS

X  Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
___ Documenio que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea
persona juridica
___ Poderes, si fuere el caso.
__ Documento de cesién del mventor al solicitante o a su causante.
——  Declaraciones
_X  Copia de la publicaci6n PCT
_X  Copia informe baisqueda internacional.
___ Copia de ka solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibuyjos)
X Traduccibn de la solicimd internacional al castellano. (Resumen, descripcién,
reivindicaciones, dibyjos) 4
_X Copia del examen preliminar mternacional efectuado por la Autoridad Internacional
de Examen Preliminar (IPEA).
__  Traducci6n del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
X  Copn de las modificaciones efectuadas de acuerdo con el Articulo 28 PCT en Fase
Nacional.
- De ser el caso, copia del contrato de acceso.
—  De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de
conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas.
__ De serel caso, certificado de depésito del material biolégico.
X Artefinal 12x12
__ De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en
el extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o toalmente con
la invenci6n de esta solicitud.
—__  De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solictud mternacional.
X Otros VER ANEXO
{(11) Figura caracteristica:
Niveles plasméticos de PYY, pmol/
2007
180
E 160
3 140 —— 200 g
3 120 == 150 pg
i 100 - & =100 g
'I. 80 -3¢ =350 ug
=% - 20 ug
g 607
ot
0
(12)

HUMBERTO RUBIO CAMACHO

"FIRMA %’Ju-’-
CC. 17192.062 de Bogoth

T.P. 50.007 Consejo Superior de
La Judicatura
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ANEXOS

Formulario PTO-1382, PCT Request Form, Annex PCT/RO/101.
Declaracién del listado de secuencia.

Solicitud para correccién de errores, PCT/RO/106, presentado el
10 de marzo de 2.004, respondido por la Sociedad NASTECH
PHARMACEUTICAL COMPANY, INC.

Notificacién del nimero y fecha de presentacién de la solicitud
Internacional (PCT Rule 20.5(c), formulario PCT/RO/10S5,
enviado con fecha 10 de marzo de 2.004.

Petici6n para corregir Prioridad, formulario PCI/RO/110,
enviado con fecha 10 de marzo de 2.004. La solicitud
Norteamericana No/ 60/510,785.

Respuesta a la peticibn de correccibn en la presentacién
internacional, poder y declaracién firmada por los inventores y
reemplazo de piginas, con fecha 5 de abril de 2.004.

Informa al solicitante sobre el registro de los paises designados
por las Oficinas encargadas (PCT Rule 24.2 (a)), formulari
PCT/IB/301, de fecha 31 de marzo de 2.004.

Notificacién correspondiente a la presentacién de documentos
prioritarios emitida el 31 de marzo de 2.004 (Section 411 Admin
Instructions), Formulario PCT/IB/304.

Carta y solicitud para Examen Preliminar, formulario
PCT/IPEA/401 tal como fue presentada con fecha 06 de julio de
2.004.

Notificacién emitida al solicitante sobre la Designacién de
Oficinas (PCT Rule 47.1 (c)), formulario PCT/IB/308, de 08 de
julio de 2.004.

Solicitud de correccién de publicacién de Solicitud Internacional.
Intento de correccién de registros de Solicitud Prioritaria U.S.
No. 60/510,785.

Formulario de correccién para la fase nacional.



12.- Correcciones preliminares de acuerdo con el articulo 19, para
enmendar reivindicacién con fecha 03 de febrero de 2.005.
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WO 2004/056314
T/US2003/040:
PATENT COOPERATION TREATY PCTIUS20 g
From the INTERNATIONAL BUREAU 6
PCT
NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL LUNN, Paul, G.
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES N och Pharmaceutcal Company Inc.
% Bothell, WA 98021-8806 RECEIVED
(PCT Rule 47.1(c), first sentence) ETATS-UNIS D’AMERIQUE
JUL 13 2004
Date of mailing {dawmonzivyear)
08 July 2004 (08.07.2004)
Applicant's or agent's filo reference
02-04PCT IMPORTANT NOTICE
Intemational application No. Iniemnational filing date {day/month/year) Priority date {dayinonth/:ear)
PCTAS82003/040538 17 December 2003 (17.12.2003) 17 December 2002 (17.12.2002)
Applicant -

NASTECH PHARMACEUTICAL GOMPANY INC. et al

1. Notice i3 bereby given that the [ntemational Bureau has communicaied, as provided in Article 20, the iniernational application to the
following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this notice:

AU, AZ, BY, CH, CN, 0] DZ, EP, HU, JP, KG, KP, KR, MD, MK, MZ, RU, TM, US

In accordance with Rula 47.1(c), third sentence, thase Offices will accept the present notice as conclusive evidence that the communicstion
of the intemational spplication has duly teken place on the dae of mailing indicated shove and no copy of the intematiana] application is
required 1o be funished by the applicant io the designated Office(s).

The following designated Offices have waived the requirement for such a commanication at this time:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BZ, CA, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EA, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, ID, 1L, IN, IS, KE, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, MA, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PG, PH, PL,
PT, RO, SC, SD, 8€, SG, SK, SL, SY, TJ, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW

The comnunication will ba mads 1o those Offices only upon Lheir request Purthermore, those Offices do not require the spplicant to
furnish 8 copy of the intermational application (Rule 49.1(a-bis)). '

3. Enclosed with this notics is a copy of tha intemational application as published by the International Bureau on
08 July 2004 {08.07.2004) under No. WO 2004/058314

4. TIME LIMITS for flling a demand for international prefininary examination and for entry into the national phase

The applicable time limit for entering the national phese will, subject to what ls sald in the fallowing paragraph, be 30 MONTHS from
| the priorty date, nol only in respect of any elected Office if a demand for international preliminsry examination 18 Gled before the
J\\ ~expiratfON B 19 months [rom the priority date, but also in respect of any designated Office, in the absence of fling of such demsnd, where

19

0 Article 2%1) as modified with effect from 1 April 2002 spplies in respect of that designated Office, For further details, see PCT Gazette
\ No. 4472001 of 1 November 2001, pages 19926, 19932 and 19934, ay well as the PCT Newslentar, October and Novembar 2001 and
(‘\ Febeuary 2002 jasues,

In gractice, time tmits other (hen the 30-month time Bmit will continns 10 apply, for warious periods of time, in respect of cerwain

designated or elecied Offices. For regular updates on the applicable thme limits (20, 21, 30 or 31 moaths, or other time limit), Office by

Office, refer o the PCT Gagens, the PCT Newsisiter and the PCT Applicant’s Guide, Volume I, National Chapters, all aveilable from
* WIPO's Internet site, at hitp://www.wipo.int/pet/en/findex hunl

ng & demand for international preliminary examination, ses the PCT Applicant's Guide, Volume VA, Chapier IX. Only an
" fb i who is & national or resident of 8 PCT Contracting State which is bound by Chaptar II has the right w file s demand for
. joosl preliminary examination (al present, all PCT Contracting Staley are bound by Chapter ).

11 is the spplicant’s sole responsibility to monitor all these ime limits.

The Iotemational Burean of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombe1es .
1211 Geneva 20, Switzerland Nora Lindner
Facsimile No.+41 22 740 14 35 Facsimile No.+41 22 138 89 63
Form PCT/IB/308 (April 2007)
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) Worid InteBectual Property
Organization

Intemational Bureau

(43) International Publication Date
8 July 2004 (08.07.2004)

. _-.: :5_
e

M
A

(10) International Publication Number

WO 2004/056314 A2

(51) Iniernational Patent Classification’:

(21) International Application Number:
PCTAIS2003X040538

(22) Intermational Flilng Date:

17 December 2003 (17.12.2003)
(25) Fillug Language: English
(26) Publication Language: English

(30) Priority Duta:

10322,266 17 December 2002 (17.122002) US
60/493,226 7 Aogust 2003 (07.08.2003) US
50 sptember 2003 (08.09.2003) US
y C605TES O FDciober JOOTTIEIUI00N) US>
60/517,290 4 November 2003 (04.11.3008) US
60/518,812 10 November 2003 (10.11.2003) US

{71) Applicant (for all designated Siates excapt USh
NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY INC.
[US/US]; 3450 Monte Villa Parkway, Bothall, WA
980218906 (US).

AGIK (72) Inventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only}: QUAY, Steven, C-

[US/US]; 23632 Hwy %9, Ste. F PMB 454, Edmonds,

WA 98026-9774 (US). BRANDT, Gordoa (US/US]; 790

Kaimia CL, Tssaqueh, WA 93027 (US). KLEPPE, Mary,

8. [US/US]; PO. Box 1535, Kingston, WA 98346 (US).

*  MACEVILLY, Conor, J. [US/US]; 3046 N.W. 60th Sureet,
Seattle, WA 98107 (US).

(74) Agent: LUNN, Paul, G.; Nastech Pharmacentical Com-
pany Inc., 3450 Monte Villa Parkway, Bothell, WA 98021-
8906 (US).

(81) Designaled States (narional): AE. AG, AL, AM, AT, AU,
AZ, BA, BB, BG, BR,BY, BZ,CA, CH,CN, CO, CR, CU,
CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, F, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, HU, D, I IN, IS, JP, KE, KG, KF, KR, KZ,
LC, LK, LR, LS, LT, LU, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, 8C,
SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, ™™, TN, TR, TT, TZ, UA,
UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Designated Stutes (regional;: ARIPO patent (BW, GH,
OM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, $Z, TZ, UG, ZM, ZW),
Burasian patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T], TM),

[Continued on naxt page}

(59 Title: COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCGSAL DELIVERY OF Y2 RECEPTOR-BINDING PEP-

TIDES AND METHODS FOR TREATING AND PREVENTING OBESITY

RECEIVED
JUL 13 2004

T (57) Abstract: Pharmacentical compositions and methods are described comprising at least one peptide Y'Y compound and one or
more intranasal delivery-enhancing agents for enhanced nasal mocosal delivery of the peptide YY, for treating a variety of disanses
and conditions in mammalian subjects, incloding abesity. In one aspect, the inumnasal delivery formulations and methods provide
enhanced delivery of peptide YY to the blood plasma or central rervous sysiem (CNS) tissue or fluid, for example, by yielding a
o pesk concentration (Co,) of the peptide YY in the blood plasma or CNS tiasue or fluid of the subject that is 20% or greater compared
to a peak concentration of the peptide YY in the blood plasma or CNS tissve or fluid of the snbject following administration to the
subject of a same concentration or dose of the peptide YY io the sobject by subcutaneous injection.

047056314 A2 11 O 60 00 00T
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WO 2004/056314 A2 ([RENNEEREIINENINENUER

Erropem patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, Published:

ES, FI,FR,GB, GR, HU, IB, IT, LU, MC,NL,PT.RO,SB. —  without international search rsport and to be republished
SL SK, TR), OAPI pamnt (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, -  upon receipt of that report
GN-GQ-Gw-m--mNESN.mum.

For two-lener codes and other abbreviaiions, refer to the “Guid-
Declarstion under Rule 4.17: ance Notes on Codes and Abbreviations" appearing at the begin-
~— of bvantorship (Rule 4.17(iv)) for US only ning of each ragular issus of the PCT Gazstie.
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectunl Property
Organization
Intemational Bureau

(43) International Publication Date
8 July 2004 (08.07.2004)

(10) International Publication Number

WO 2004/056314 A3

(51) International Patent Classification’

(21) International Application Number:
PCT/US2003/040538

(22) Internailopsl Fillng Date:
17 December 2003 (17.12.2000)

(25) Filing Langunage: English

(26) PubBcation Language: English

(30) Priority Data:
10/322,266 17 December 2002 (17.12.2000)  US
60M93,226 7 August 2003 (07.082003) US
60/501,170 8 September 2003 (08.09.2003)  US
60/510,785 10 October 2003 (10.10.2003)  US
60/517,290 4 November 2003 (04.11.2003) US
60/518,812 10 November 2003 (10.11.2003) US

(71) Applicant (for all designated Statex excepr US)
NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY INC.
[US/US); 3450 Monte Villa Parkway, Bothell, WA
98021-8906 (US).

(72) Inveniors; and

(75) Inventors/Applkunts (for US anly): QUAY, Steven, C.
[US/US]; 23632 Hwy 99, Ste. F PMB 454, BEdmonds,
WA 98026-9224 (US). BRANDT, Gordon [US/US]; 790
Kalmia Ct., Issaquah, WA 98027 (US). KLEPPE, Mary,
8. [US/US]; P.O. Box 1535, Kingsion, WA 98346 (US).
MACEVILLY, Conor, L. [USAUS]; 3046 N.W. 60th Street,
Seatile, WA 958107 (US).

AGIK 3800 (74) Agent: LUNN, Paul, G.; Nastech Pharmacoutical Com-

peny Inc., 3450 Monte Villa Parkway, Bothell, WA 98021-
8906 (US).

(81) Designated Siates (nationai): AR, AG, AL, AM, AT, AU,
AZ, BA, BB, B@, BR, BY, BZ, CA, CH,CN, CO,CR, CU,
CZ. DR, DK, DM, DZ, EC, EE, BG, BES, F1, GB, GD, GB,
GH,GM, HR,HU, ID, IL, IN, IS, JP, KRB, KQ, KT, KR, KZ,
LC, LK, LR, LS, LT, LU, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
MX, MZ, N1, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC,
SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(34) Designaied Sintes (ragional): ARIPO patent (BW, GH,
OM, KB, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
Eorasian patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Enmopean patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, FL, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE,
SL SK, TR), OAPI patent (BE, BI, CF, OG, CL CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declaration under Rule 4.17:
of inventorshlp (Rule 4.17(1v)) for US only

Published:

with ireernational search report

before the axpiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the event of recelpt of
amendments

(88) Date of publication of the Inlernationsl search report:
31 March 2005

For two-letter codes and other abbreviations, refer to the "Guid-
ance Notex on Codes and Abbreviations™ appearing ai the begin-
ning of eack regular issue of the PCT Gazetts.

€*) (34) Title: COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL DELIVERY OF Y2 RBCEPTOR-BINDING PEP-
\& TIDRES AND METHODS FOR TREATING AND PREVENTING OBESITY

0S

-i-" (57) Abstruct: Pharmacentical compositions and methods are described comprising at least one peptide Y'Y compound and one or
&= more intranasal delivery-enhancing agents for enhanced nasal mucosal delivery of the peptide Y'Y, for treating a variety of discases
& and conditions in mammalian subjects, including obesity. In one aspect, the intranassl delivery formulations and methods provide
® enhanced delivery of peptide YY to the blood plaxma or central nervons sysiem (CNS) tissue or fluid, for example, by yielding a
o pesk concentration (Co,p,) of the peptido YY in the blood plasma or CNS tissue or (uid uf the subject that is 20% or grester compared

(0 a pesk conceniration of the peptide YY in the blood plasma or CNS timuc or fluid of the subject falkwing sdministration (o the
B subject of & same concentration or dose of the peptide YY Io the sobject by subcutaneous injection.

B
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Docomenistion ssarched other thon minfiom docmentation to the exient it sich documents are nchuded fn the fields searched

Wet and STN

Hectranic data base consglted doring the Iniarmational search (name of dats hese and, where practicshic, sexrch terms used)

C. _DOCUMENTS QONSIDERED TO BE RELEVANT

_Category ¥
Neuropsychobiology, 1989, vol. 21, pp.-22-30

Clintion of docoment, with indiestinn, where appropriate, of the relevint paasages
Y Morlay *An spproach to the developsnent of drags for sppetiee dsorden”

Y Morley “Peptide YY (PYY), & polent orsxigenic agent® Brain Rescarch, 1985, vol. 341,
Pp--200-203

Y Leibowlix * Amlyss of sexmropaptide Y-induced feeding: dissocistion of Y1 and Y2
recepior effects on natural 1uenl patterna® Peptides, 1991, vol. 12, pp.-1251-1260

Relevant to clsim No.

1-177
1-177

1-177

':] Further docoments are listed In (o contimmtion of Box C.

[

Seo putant fomily sonx.

g Bpcchl cangeies of clind drwme

"A" doomnas dafising the peesral stats of the ast svhich is o conmiderad 10 bo
of pexticoler relevesce

carfler application or puteat poblighwd on or sfter fhe fmeretoud fiing due

ddocoment which oy Grwy doohes on prioriy elzimis) ar wiic iy ched
autahlish e pubiication dets of sl clistion or ofiey spocisl oeon (e

=
g

o
-

dosumest yefiering o m eral disclossre, we, Sxhibition or otiar sxans

daswman yobfished prier 0 G Setereiopal f1ig date bot et s the
priority due cluimed

Tiew decumt puiitshed ahor f oot filog dato of priaky
dam e s i melties wikh the appiication bet chisd o mdeatend the

peiceiple or tecry wdadying e ioveshn

domssest of pardioaler relovants; the cialonn] lnvention oozt G0
cmuithwl xowl or csont b acsabisrd 1o Sevalve a0 knvastive mep
when te doczeest b tskan slose

docmmet of prrticuter rilsvancs; the clximed lovention cannnt be
comidhnd © knvalve en inversive mep whon to docosest I
expbined with oo or moee other soch docxxenss, sach combinasion
Iming cbviom 1 & pamon skl n i mt

daceerent mewher of the oo gl fenlly

™

X

-

Dute of the actual coospletion of the inemational search

ll"lhlllﬂlllhll report

"hl

10 Deceher 2004 (10.12-2004)

Nenne and mmiling addres of the ISA/US
Ml Siop PCT, Anx: BHANUS
Cosrdssioees for Paicsts
2.0. Bax 1430
Almpniria, Virgisls 21913-1450

Facsimila No. {T03)305-X230

Roy Tellkex
Telephons No.  571-272-1600

Form PCT/IRA/210 (secony] sheet) (July 1998)
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COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA ADMINISTRACION MEJORADA
POR ViA MUCOSA DE PEPTIDOS FIJADORES AL RECEPTOR DE Y2 Y
METODOS PARA TRATAR Y PREVENIR LA OBESIDAD

Antecedentes de la Invencién

La obesidad y los trastornos que ella causa constituyen problemas muy serios de
salud que son frecuentes en los Estados Unidos y en el mundo entero. La obesidad
elevada del cuerpo es el factor de riesgo mds importante conocido de la diabetes mellitus
tipo 2, y representa un importante factor de riesgo de las enfermedades cardiovasculares.
La obesidad es un factor de riesgo reconocido de la hipertensidn, la arterioesclerosis, la
insuficiencia cardiaca congestiva, el accidente cerebrovascular, la enfermedad de la
vesicula biliar, la osteoartritis, la apnea del suefio, los trastornos de la reproduccion, tales
como ¢l sindrome de poliquistosis ovérica, los cénceres de mama, pristata y colon, y,
ademds, de una mayor incidencia de complicaciones de la anestesia general.” Asimismo,
restringe la longevidad y conlleva un serio riesgo de comorbilidad por las afecciones ya
descriptas y por alteraciones tales como infecciones, vérices, acaniosis nigricans,
eczemas, intolerancia al ejercicio, resistencia a la insulina, hipertension,
hipercolesterolemia, colelitiasis, lesiones ortopédicas y enfermedad tromboembélica. La
obesidad también constituye un factor de riesgo del grupo de enfermedades denominado

“sindrome de resistencia a la insulina” o “Sindrome X".

Ha quedado demostrado que ciertos péptidos que se fijan al receptor de Y2 cuando
son administrados periféricamente a un mamifero provocan pérdida de peso. Los
péptidos fijadores al receptor de Y2 son neuropéptidos que se unen a este receptor. Los
neuropéptidos son pequefios péptidos que se originan a partir de protefnas precursoras de
gran tamafio sintetizadas por neuronas peptidérgicas y células endocrinas o pardcrinas.
Con frecuencia, los precursores contienen multiples péptidos biol6gicamente activos. El
cerebro contiene una amplia variedad de neuropéptidos que devienen de un empalme
alternativo de transcriptores genéticos primarios y procesamiento de precursores
diferenciales. Los receptores neuropéptidos sirven para discriminar entre los ligandos y
para activar las sefiales apropiadas. Estos péptidos fijadores al receptor de Y2 pertenecen
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a una familia de péptidos de la que forman parte el péptido YY (PYY), el neuropéptido Y
(NPY) y el péptido pancredtico (PP).

El NPY es un péptido de 36 aminoécidos y es el neuropéptido més abundante de
los identificados en el cerebro de los mamiferos. Es un importante regulador de los
sistemas nervioso central y periféricos que influye en una variedad de parimetros
fisiol6gicos, entre los que se cuentan la actividad psicomotora, la ingesta de alimentos, la
secrecion endocrina central y la vasoactividad del sistema cardiovascular. Los nervios
simpdticos que abastecen a los vasos coronarios, cerebrales y renales contienen altas
concentraciones de NPY, que provocan vasoconstriccién. Se han identificado sitios de
uniones NPY en una variedad de tejidos, entre ellos, el bazo, las membranas intestinales,

el cerebro, el misculo liso de la aorta, los rifiones, los testiculos y la placenta.

Desde la perspectiva farmacolégica actual, el receptor del neuropéptido Y (NPY)
se define por las relaciones estructurales de su actividad dentro de la familia de
polipéptidos pancredticos. Esta familia incluye al NPY, que se sintetiza principalmente en
las neuronas; el PYY, sintetizado principalmente por las células endocrinas del intestino;
y el PP, sintetizado principalmente por las células endocrinas del pdncreas. Estos
péptidos de aproximadamente 36 aminoécidos tienen una estructura helicoidal compacta
que comprende una “banda PP” en el ceniro del péptido. Entre sus caracteristicas
especificas se cuentan una hélice de poliprolina en los residuos 1 a 8, una hélice B en los
residuos 9 a 14, une hélice a en los residuos 15 a 30, una regién C terminal de proyeccion
exterior en los residuos 30 a 36, y una amida terminal de carboxilo, que aparentemente es
fundamental para la actividad bioldgica. Estos péptidos han sido empleados para definir al
menos cinco subtipos de receptores denominados “Y1%, “Y2", “Y3", “Y4” e “Y5™. El
reconocimiento del receptor Y1 por parte del NPY consta de las regiones terminales N y
C del péptido; el reemplazo de GIn* con Pro* es bastante bien tolerado. El
reconocimiento del receptor de Y2 por parte del NPY depende primordialmente de los
cuatro residuos del C terminal del péptido (Arg™ - Gln* -Arg” - Tir'® -NHy) precedido
por una hélice a anfipdtica; el reemplazo de GIn* con Pro* no es bien tolerado. Una de
las principales caracteristicas farmacol6gicas que distinguen a los Y1 de los Y2 radica en
que el receptor de Y2 (y no el receptor Y1) tiene gran afinidad por el fragmento carboxilo
terminal NPY del péptido NPY (13-36) y por el fragmento PYY del PYY (22-36).
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Segin se ha demostrado, cuando se inyecta periféricamente el péptido de 36
aminodcidos denominado “Péptde Yy” (1-36) [PYY3.36)
[YPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY, SEQ ID NO.: I] a un
individuo provoca pérdida de peso y, por ende, puede ser utilizado como fidrmaco para
tratar la obesidad y otras enfermedades relacionadas con ella, Morley, J.
Neuropsychobiology 21:22-30 (1989). Luego se hallé que, para tener ese efecto, el PYY
se unia a un receptor de Y2 y que la unién de un agonista de Y2 con un receptor de Y2
disminuia la ingesta de hidratos de carbono, proteinas y volumen de las comidas,
Leibowitz, S.F. ef al. Peptides, 12: 1251-1260 (1991). Otra forma molecular del PYY es
PYY;3s [KPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY [SEQ ID NO.: 2],
Eberlein, Eysselein et al. Peptides 10: 797-803, 1989). Este fragmento constituye
aproximadamente el 40% del total de inmunorreactividad pseudo PYY en extractos
intestinales humanos y caninos y cerca del 36% de inmunorreactividad PYY plasmética
total en ayunas, porcentaje que aumenta a algo més del 50% tras una comida.
Aparentemente, se trata de un producto de la divisién de la dipeptidil peptidasa 1V
(DPP4) del PYY. Segtn la bibliografia. el PYY5.34 es un ligando selectivo que se produce
en los receptores Y2 e Y5, que son los Gnicos que farmacol6gicamente prefieren anédlogos
NPY truncados en su N terminal (es decir, fragmentos C terminales de los andlogos).
También ha quedado demostrado que un fragmento de PYY que sélo contiene residuos
22-36 de todos modos se fija al receptor de Y2. Sin embargo, si cualquiera de los
carboxilos terminales de los péptidos se divide, el péptido pierde la capacidad de fijarse al
receptor de Y2. Por ello, un agonista de PYY es un péptide que contiene una secuencia
parcial de PYY de longitud completa y es capaz de fijarse al receptor de Y2 en el niicleo
arciforme del hipotdlamo. En consecuencia, el término PYY se refiere a un PYY de
longitud completa y a cualquier fragmento de PYY que se fije a un receptor de Y2.

Es sabido que los PYY y los PYY3.3 pueden ser administrados por infusién o
inyeccidn intravenosa para tratar la hipotensién con riesgo de vida, tal como la que se
presenta en el caso de shock, en especial aquélla causada por endotoxinas (Patente de
EE.UU. 4.839.343), para inhibir la proliferacion de tumores pancreaticos en mamiferos
mediante perfusién parenteral, intravenosa o subcutéinea, y por implantacién (Patente de
EE.UU. 5.574.010), y, ademds, para tratar la obesidad (Morley, J. Neuropsychobiology
21:22-30 (1989) y solicitud de Patente EE.UU. 20020141985). También se asevera que
los PYY pueden ser administrados por las vias parenteral, oral, nasal, rectal y tdpica a
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animales domesticados o a seres humanos en una cantidad que sea eficaz para aumentar la
ganancia ponderal de dicho sujeto aumentando la absorcién gastrointestinal del nutriente
sodio-dependiente cotransportado (Patente de EE.UU. 5.912.227). No obstante, para el
tratamiento de la obesidad y otras enfermedades relacionadas con ella, incluida la
diabetes, el modo de administracién queda limitado a la infusién intravenosa (IV) sin
formulaciones eficaces optimizadas para la administracién altemativa de PYY.3.
Ninguna de las referencias antes mencionadas proporciona formulaciones que contengan
PYY ni PYY;34 combinado con excipientes que mejoren la absorcién por la mucosa
(nasal, bucal, oral), ni tampoco seflalan el valor de las formulaciones de péptidos fijadores
al receptor de Y2 libres de endotoxinas para la administracion no infundida. Por lo tanto,

queda clara la necesidad de elaborar formulaciones y métodos para administrar el PYY3.

36-

Resumen de la Invencidn

La presente invencién cumple con las necesidades ya descriptas, satisface otros
objetivos y brinda otras ventajas porque proporciona nuevos métodos y composiciones
que son eficaces para la administracién, especialmente por la mucosa, especialmente por
via intranasal, de un péptido fijador al receptor de Y2, tal como el PYY, el Péptido
Pancredtico (PP) y el NPY, para tratar la obesidad, provocar saciedad. favorecer la
pérdida de peso y prevenir o curar la diabetes. En ciertos aspectos de la invencion, el
péptido fijador al receptor de Y2 se administra en formulaciones del agonista receptor de
Y2 en la mucosa intranasal con el fin de aumentar la concentracién plasmatica en un
mamifero del péptido fijador al receptor de Y2 en al menos 5 pmol, preferentemente en al
menos 10 pmol. Es mis, las formulaciones predilectas serian capaces de aumentar la
concentracién plasmdtica en los mamiferos del péptido fijador al receptor de Y2 en 10
pmol, preferentemente 20 pmol, cuando el péptido fijador al receptor de Y2 se administra
por via intranasal. Cuando se administran 150 pg intranasales de la formulacién
predilecta, ésta serfa capaz de aumentar la concentracion plasmaitica del agonista receptor
de Y2 en un mamifero en al menos 40 pmol por litro de plasma. Cuando se administran
200 pg por via intrenasal del péptido fijador al receptor de Y2, las formulaciones de la
presente invencidén causan un aumento de al menos 80 pmol del péptido fijador al receptor

de Y2 por litro de plasma.
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Preferiblemente el péptido fijador al receptor de Y2 es un péptido PP, PYY o NPY
y ¢l mamifero es un humano. En realizaciones aiin mas predilectas, el péptido fijador al
receptor de Y2 es un péptido PYY, preferentemente PYY;.35 y el mamifero es un humano.,

La presente invencién también estd relacionada con una formulacién del péptido
fijador al receptor de Y2 que es capaz de aumentar la concentracién plasmética del
péptido fijador al receptor de Y2 en al menos 5 pM cuando se administra a un mamifero
una dosis que contiene al menos 50 pg del péptido fijador al rece:‘ptor de Y2.

La presente invencion también esti relacionada con una formulacién del péptido
fijador al receptor de Y2 que es capaz de aumentar la concentracién plasmética del
péptido fijador al receptor de Y2 en al menos 20 pM cuando se administra a mamiferos
una dosis que contiene al menos 100 pg del péptido fijador al receptor de Y2.

La presente invencién también esta relacionada con una formulacién del péptido
fijador al receptor de Y2 que es capaz de aumentar la concentracién plasmética del
péptido fijador al rereptor de Y2 en al menos 30 pM cuando se administra a mamiferos
una dosis intranasal que contiene al menos 150 pg del péptido fijador al receptor de Y2.

Preferentemente, el mamifero es un humano.

La presente invencién también estd relacionada con una formulacién del péptido
fijador al receptor de Y2 que es capaz de aumentar la concentracidn plasmatica del
péptido fijador al receptor de Y2 en al menos 60 pM cuando se administra a mamiferos
una dosis intranasal que contiene al menos 200 pg del péptido fijador al receptor de Y2.

Preferentemente, el mamifero es un humano.

La presente invencién también comprende una formulacién intranasal de un
agonista del receptor de Y2 que sustancialmente carece de proteinas o polipéptidos que
estabilizan la formulacion. En particular, la formulacién predilecta carece de proteinas

tales como la albiimina, y de protelnas derivadas del colageno, por ejemplo, la gelatina.

En otros aspectos, la presente invencidn representa una formulacién transmucosa

del péptido fijador al receptor de Y2 que comprende un péptido fijador al receptor de Y2,
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agua y un agente solubilizante que tiene un pH de 3-6,5. En realizaciones predilectas, el
agente solubilizante es una ciclodextrina.

En otra realizacién de la presente invencién, una formulacién transmucosa del
péptido fijador al receptor de Y2 comprende un péptido fijador al receptor de Y2, agua y
un agente solubilizante, preferentemente ciclodextrina, y al menos un poliol,
preferentemente 2 polioles. En otras formas, las formulaciones pueden contener uno o
todos de los siguientes elementos: un quelante, un surfactante y un agente de control
buffer.

En otra realizacion de la presente invencidn, la formulacién comprende un péptido

fijador al receptor de Y2, agua, un quelante y un agente solubilizante.

En otra realizacion de la presente invencion, la formulacién comprende un péptido

fijador al receptor de Y2, agua y un quelante que tiene un pH de 3-6,5.

En otra realizacion de la presente invencidn, la formulacién comprende un péptido
fijador al receptor de Y2, agua, un quelante y al menos un poliol, preferentemente 2
polioles. Otras realizaciones pueden incluir uno o més de los siguientes elementos: un

surfactante, un agente solubilizante y un agente de control buffer.

En otra realizacién de la presente invencién, la formulacién comprende de un
péptido fijador al receptor de Y2, agua, y al menos un poliol, preferentemente 2 polioles.
tales como la lactosa y el sorbitol. Entre otros agentes que pueden agregarse a la
formulacion, sin estar limitados a los enumerados, se cuentan un agente solubilizante, un

quelante, uno o més agentes de control buffer y un surfactante.

El aumento de la absorcién intranasal de un agonista del péptido fijador al
receptor de Y2 que ofrecen los métodos y composiciones de la invencién permite el uso
farmacéutico eficaz de estos agentes para el tratamiento de una variedad de enfermedades

y afecciones en los mamiferos.

La presente invencién cumple con esta necesidad porque brinda una formulacién
liquida o deshidratada del péptido fijador al receptor de Y2 en la que la formulacién
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esencialmente carece de un estabilizador polipéptido o proteinico. La formulacién liquida
de PYY contiene agua, PYY y al menos uno de los siguientes aditivos seleccionados del
grupo formado por polioles, surfactantes, agentes solubilizantes y quelantes. El pH de la
formulacién deberia ser de 3 hasta aproximadamente 7,0, preferentemente de 4,5 a
alrededor de 6,0, més preferentemente alrededor de 5,040,03.

Otra realizacién de la presente invencion es una formulacién acuosa del péptido
fijador al receptor de Y2 que comprende agua, un péptido fijador al receptor de Y2, un
poliol y un surfactante, en la que la formulacién tiene un pH de alrededor de 3 a 6,5, y

sustancialmente carece de estabilizadores polipeptidicos o protefnicos.

Otra realizacién de la presente invencién es una formulacién acuosa del péptido
fijador al receptor de Y2 que comprende agua, un péptido fijador al receptor de Y2, un
poliol y un agente solubilizante, en la que la formulacién tiene un pH de alrededor de 3,0
a 6,5 y sustancialmente carece de estabilizadores polipeptidicos o proteinicos.

Otra realizacion de la presente invencion es una formulacién acuosa del péptido
fijador al receptor de Y2 que comprende agua, un péptido fijador al receptor de Y2, un
agente solubilizante y un surfactante, en la que la formulacion tiene un pH de alrededor de

3,0 a 6,5 y sustancialmente carece de estabilizadores polipeptidicos o proteinicos.

Otra realizacién de la presente invencién es una formulacién acuosa del péptido
fijador al receptor de Y2 que comprende agua, un péptido fijador al receptor de Y2, un
agente solubilizante, un poliol y un surfactante, en la que la formulacién tiene un pH de

alrededor de 3,0 a 6,5 y carece de estabilizadores polipeptidicos o proteinicos.

En otro aspecto de la presente invencién, la formulacién acuosa estable se
deshidrata para producir una formulacién deshidratada del péptido fijador al receptor de
Y2 que comprende el péptido fijador al receptor de Y2 y al menos uno de los siguientes
aditivos seleccionados del grupo formado por polioles, surfactantes, agentes
solubilizantes y quelantes, en la que dicha formulacién deshidratada del péptido fijador al
receptor de Y2 estd sustancialmente libre de estabilizadores proteinicos o polipéptidos
tales como la albimina, el coldgeno o las proteinas derivadas del coldgeno, por ejemplo,

la gelatina. La deshidratacién se puede lograr por varios medios: liofilizacién, secado al
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spray, precipitacién con sal y secado, secado por aspiracién, evaporacion rotatoria o

precipitacion de CO; supercritico.

En otra realizacién, la formulacién deshidratada del péptido fijador al receptor de
Y2 estd comprendida del péptido fijador al receptor de Y2, un poliol y un agente
solubilizante, en la que la formulacién sustancialmente carece de un estabilizador

proteinico.

En otra realizaci6n, la formulacién deshidratada del péptido fijador al receptor de
Y2 estd comprendida de un péptido fijador al receptor de Y2, un poliol y un surfactante,
en la que la formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 sustancialmente carece de
un estabilizador proteinico o polipeptidico.

En otra realizacién, la formulacién deshidratada del péptido fijador al receptor de
Y2 estd comprendida de un péptido fijador al receptor de Y2, un surfactante y un agente
solubilizante, en la que la formulacién del péptido fijador al receptor de Y2

sustancialmente carece de un estabilizador proteinico o polipeptidico.

En otra realizacién de la presente invencién, la formulacién deshidratada del
péptido fijador al receptor de Y2 estd comprendida de un péptido fijador al receptor de
Y2, un poliol, un surfactante y un agente solubilizante, en la que la formulacién del
péptido fijador al receptor de Y2 sustancialmente carece de un estabilizador proteinico o
polipeptidico.

Se puede utilizar cualquier agente solubilizante pero el predilecto es seleccionado
de un grupo que consiste de hidroxipropilo-P-ciclodextrina, sulfobutileter- B -

ciclodextrina, metil- B -ciclodextrina y quitosan.

Por lo general, se selecciona un poliol del grupo que consiste de lactosa, sorbitol,

trehalosa, sacarosa, manosa y maltosa, y derivados y homélogos a partir de ellos.

Se elige un surfactante satisfactorio seleccionado del grupo que se compone de
didecanoilato de L-a-fosfatidilcolina (DDPC), polisorbato-20 (Tween 20), polisorbato-80
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(Tween 80), polietilénglicol (PEG), alcohol cetilico, polivinilpirrolidona (PVP). alcohol

polivinilico (PVA), alcohol lanolinico y monooleato de sorbitén.

En una formulacién predilecta, la formulacién del péptido fijador al receptor de
Y2 también comprende un quelante, por ejemplo, 4cido etilendiaminatetraacético (EDTA)
o 4cido etilenglicol tetraacético (EGTA). Para inhibir la proliferacién microbiana también
se puede agregar a la férmula un agente preservativo, como ser clorobutanol, o cloruro de

benzalconio.

El pH generalmente se regula por medio de un buffer, por ejemplo, 4cido citrico y
citrato de sodio, y acetato de sodio y écido acético. Otros buffers alternativos serfan dcido
acético y acetato de sodio o écido succinico e hidréxido de sodio.

El péptido fijador al receptor de Y2 predilecto es un péptido PYY, PP o NPY,
preferentemente un péptido PY'Y.36.

La presente invencién también comprende una formulacién en la que la
concentracién del péptido fijador al receptor de Y2 es 0,1 — 15,0 mg/ml, preferentemente
1,0 —- 2 mg/ml, y el pH de la solucidn acuosa es 3,0 — 6,5, preferentemente alrededor de
5,0+0,3.

La presente invencién también incluye una formulacidn del péptido fijador al
receptor de Y2 en la que la concentracién de poliol estd alrededor de 0,1% y 10%
(peso/volumen) y, ademads, varia de 0,1% a alrededor de 3% (peso/volumen).

Esta invencién también incluye una formulacién en la que la concentracion del
surfactante estd entre 0,00001% y 5% (peso/volumen), y en la que la concentracién del
surfactante estd entre 0,0002 y 0,1% (peso/volumen).

Esta invencién también incluye una formulacién en la que la concentracion del
agente solubilizante se ubica entre 1% - 10% (peso/volumen), y la concentracién del
agente solubilizante es de 2% a 5% (peso/volumen).
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La solucién terminada puede ser filtrada y secada a frio seco, liofilizada, usando
métodos bien conocidos de habilidad comin, y siguiendo las instrucciones del fabricante
del equipo de liofilizacién. Este proceso genera una formulacion deshidratada del péptido

fijador al receptor de Y2 que sustancialmente carece de un estabilizador proteinico.

En otra realizacién de la presente invencion, una formulacién del péptido fijador
al receptor de Y2 estdi comprendida de un péptido fijador al receptor de Y2 y un
excipiente farmacolégico aceptable en la que. segiin se comprobé en un ensayo de
penctracion en tejido in vitro, la formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 tiene
una penetracion mayor, de al menos 1%, preferentemente 3% y mis preferentemente de al
menos 6%, que le formulacién de control compuesta de agua, cloruro de sodio, un buffer
y ¢l péptido fijador al receptor de Y2, tal como lo determina el ensayo de resistencia
eléctrica transepitelial que se puede apreciar en los Ejemplos 2 y 7. En una realizacién
predilecta, la formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 comprende al menos un
excipiente seleccionado del grupo que se compone de un surfactante. un agente
solubilizante, un poliol y un quelante. Preferentemente, el péptido fijador al receptor de
Y2 es un péptido PYY, un péptido NPY o un péptido PP.

En otra realizacidn de la presente invencion, se proporciona una formulacién del
péptido fijador al receptor de Y2 que es capaz de aumentar la concentracién plasmitica de
un mamifero del péptido fijador al receptor de Y2 en al menos 5, preferentemente 10, 20,
40, 60, 80 o mas pmoles por litro de plasma cuando se administran 100 pl de la

formulacién por via intranasal a dicho mamifero.

En ejemplos de realizaciones, las mejoras de los méiodos de administracién y las
composiciones de la presente invencién proporcionan una absorcién por via mucosa del
agonista del péptido fijador al receptor de Y2 eficaz para la prevencidn o el tratamiento de
la obesidad y las alteraciones de la alimentacién de mamiferos. En un aspecto, esta
invencion proporciona las formulaciones farmacéuticas apropiadas para la via intranasal
que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido fijador al receptor de
Y2 y uno o més agentes que mejoran la absorcién intranasal, descritos en el presente;
dichas formulaciones son eficaces para la administracién de la invencién en la mucosa
nasal de mamiferos con el objeto de prevenir la aparicién de la obesidad o de alteraciones

de la alimentacion o impedir que progresen. La administracién en la mucosa nasal de una
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cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista del péptido fijador al receptor de Y2 y
uno o mas agentes que mejoran la absorcién intranasal deriva en una alta concentracién
terapéutica del agonista del péptido fijador al receptor de Y2 en el individuo e inhibe la
ingesta de alimentos en los mamiferos, por lo cual disminuyen los sintomas de obesidad y

los trastornos de la alimentacidn.

Las mejoras en los métodos y las composiciones de la presente invencién
proporcionan una absorcién mucosa terapéuticamente eficaz de un péptido fijador al
receptor de Y2 para la prevencién o el tratamiento de una variedad de enfermedades y
afecciones en mamiferos. El péptido fijador al receptor de Y2 puede ser administrado
mediante una variedad de vias mucosas: por ejemplo, administrando el péptido fijador al
receplor de Y2 en el epitelio de la mucosa nasal, el epitelio de la mucosa bronquial o
pulmonar, la superficie bucal oral o la superficic mucosa del intestino delgado. En
cjemplos de realizaciones, los métodos y composiciones estén concebidos para la

administracién intranasal (por ejemplo, en la mucosa nasal o intranasal).

En un aspecto, la presente invencién proporciona las formulaciones farmacéuticas
apropiadas para la administracién intranasal comprendidas de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agonista del péptido fijador al receptor de Y2 y uno o mds
agentes que mejoran la absorcidon intranasal como se describe en la presente; dichas
formulaciones son eficaces para la administracién segin la invencién en la mucosa nasal
con el objeto de prevenir el comienzo o el progreso de la obesidad, la diabetes, el céncer o
la desnutricién o el desgaste por cdncer en mamiferos, o bien para aliviar uno o mis
sintomas muy conocidos de la obesidad, asi como para tratar la enfermedad de Alzheimer,
el carcinoma de colon, el adenocarcinoma de colon, el carcinoma pancreitico, el

adenocarcinoma pancredtico y el carcinoma de mama.

En otro aspecto, esta invencién tiene como objetivo brindar métodos y
formulaciones farmacéuticas para administrar un agonista del péptido fijador al receptor
de Y2 en combinacién con succinato de vitamina E. Esta combinacidn de un agonista del
péptido fijador al receptor de Y2 y el succinato de vitamina E sirven para aliviar sintomas
o impedir la aparicién o disminuir la incidencia o la gravedad del céncer, por ejemplo, del

adenocarcinoma de colon, el adenocarcinoma pancredtico o el cincer de mama.
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En otro aspecto de esta invencion, resulté sorprendente hallar que el uso de los
péptidos fijadores al receptor de Y2 libre de endotoxinas, por ejemplo el PYY3.3. produjo
una mayor absorcién mucosa en comparacién con el empleo de péptidos a los que no se
habia extraido la endotoxina. El uso de péptidos fijadores al receptor de Y2 libres de
endoloxinas en las formulaciones farmacéuticas consecuentemente permitié la
administracién por vias no infusivas, entre ellas, la administracién por via mucosa, nasal,

oral, pulmonar, vaginal y rectal.

Las formulaciones del péptido fijador al receptor de Y2 para la administracién por
via mucosa y los métodos de preparacidon y administracién que se han descrito mejoran la
absorcién mucosa de un péptido fijador al receptor de Y2 en mamiferos. Estas
composiciones y métodos pueden constar de una formulacion combinatoria o
administracién coordinada de uno o mas péptidos fijadores al receptor de Y2 con uno mas
agentes que mejoran la absorcion mucosa. Para elaborar estas formulaciones y métodos,
se dispone de los agentes que mejoran la absorcibn mucosa que se enumeran a
continuacién: (a) agentes solubilizantes; (b) modificadores de carga; (c) controladores del
pH; (d) inhibidores de enzimas degradantes (e) agentes que aclaran el mucus; (f) fdrmacos
ciliostdticos; (g) agentes que mejoran la penetracién de la membrana (por ejemplo, (i) un
surfactante, (ii) una sal biliar, (ii} un aditivo fosfolipido o dcido graso, micelo mezclado,
liposoma o portador, (iii) un alcohol, (iv) una enamina, (v) un compuesto de NO donante,
(vi) una molécula anfipética de cadena larga, (vii} un mejorador hidrofébico pequefio de
penetracion, (viii) sodio o un derivado del dcido salicilico, (ix) un éster glicerol del dcido
acetoacético, (X) un derivado de la ciclodextrina o beta-ciclodextrina, (xi) un écido graso
de cadena media, (xii) un quelante, (xiii) un aminoacido o sal, (xiv) cualquier sal o 4cido
N-acetilamino, (xv) una enzima degradante de un determinado componente de membrana,
(ix) un inhibidor de la sintesis de é&cidos grasos, (x) un inhibidor de la sintesis del
colesterol, (xi) cualquier combinacion de los agentes que mejoran la penetracién de la
membrana de (i) & (x)); (h) moduladores de 1a fisiologia de las uniones epiteliales, por
ejemplo. estimulantes de éxido de nitrégeno (ON), quitosan y derivados del quitosdn; (i)
vasodilatadores; (j) mejoradores selectivos de transporte; y (k) excipientes,
transportadores, soportes o especies que forman complejos estabilizantes con los que
el/los péptido(s) ﬂj.udor(es) al/ a los receptor(es) de Y2 esti(n) eficazmente combinados,
asociados, contenidos, encapsulados o ligados para estabilizar el agente activo que mejora

la absorcidon mucosa.
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En varias realizaciones de la invencién, el péptido YY puede estar combinado con
uno. dos, tres, cuatro 0 mas agentes que mejoran la absorcién mucosa descriptos en (a) a
(k). Estos agentes que mejoran la absorcién mucosa pueden estar combinados, solos o0 en
conjunto, con el péptido YY, o en su defecto, combinados en una formulacién
farmacoldgica o excipiente aceptable. La formulacién del receptor de YY con uno o més
de los agentes que mejoran la absorcién mucosa de acuerdo con lo expuesto en el presente
(que pueden incluir cualquier combinacién de dos o més de los agentes que mejoran la
absorcion mucosa de los puntos (a) a (k) anteriormente descritos) aumenta la
biodisponibilidad del péptido YY tras la administracién en una superficie mucosa de un
mamifero.

Por lo tanto, la presente invencién es un método para suprimir el apetito, fomentar
la pérdida de peso, disminuir la ingesta de alimentos, tratar la obesidad y/o la diabetes de
mamiferos mediante la administracién transmucosa de una formulacién que comprende
un péptido fijador al receptor de Y2, de manera tal que cuando se administran
aproximadamente 50 g del receptor de Y2 al mamifero por via transmucosa, la
concentracién plasmética del mamifero del péptido fijador al receptor de Y2 aumenta en
al menos 5 pmol, preferentemente al menos 10 pmol por litro de plasma. Previamente se

describen ejemplos de dichas formulaciones.

La presente invencién comprende también el uso del péptido fijador al receptor de
Y2 para la produccién de medicamentos de administracién transmucosa de un péptido
fijador al receptor de Y2 con el objetivo de suprimir el apetito, fomentar la pérdida de
peso, disminuir la ingesta de alimentos o tratar la obesidad de mamiferos, de manera tal
que cuando se administran aproximadamente 50 ug del receptor de Y2 al mamifero por
via transmucosa, la concentracion plasmética del mamifero del péptido fijador al receptor
de Y2 aumenta en al menos 5 pmol por litro de plasma. Cuando se administran 100 pg del
péptido fijador al receptor de Y2 al mamifero por via intranasal, la concentracion
plasmatica del agonista del péptido fijador al receptor de Y2 aumenta en al menos 20

pmol por litro de plasma. Cuando se administran 150 pg, la concentracion.

De las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion, se considera que una

dosis del péptido YY para la administracién por via mucosa es eficaz si, por ejemplo,

(x>
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comprende aproximadamente 0,001 pmol a aproximadamente 100 pmol por kilogramo de
peso corporal, aproximadamente 0,01 pmol a aproximadamente 10 pmol por kilogramo
de peso corporal, o aproximadamente 0,1 pmol a aproximadamente 5 pmol por kilogramo
de peso corporal. En otras realizaciones ejemplificadoras, la dosis del péptido YY es entre
aproximadamente 0,5 pmol a aproximadamente 1,0 pmol por kilogramo de peso corporal.
En una realizacién predilecta, una dosis intranasal variar entre 50 pg a 400 pg,
preferiblemente 100ug a 200pg, més preferiblemente alrededor de 100ug a 150ug. Las
formulaciones farmacéuticas de la presente invencién pueden ser administradas una o més
veces al dfa (por ejemplo, antes de una comida). o 3 veces o una vez a la semana durante
un periodo de entre una semana y al menos 96 semanas o incluso de por vida a un
determinado paciente o sujeto. En ciertas realizaciones, las formulaciones farmacéuticas
de la presente invencién son administradas al menos una o més veces al dia, dos veces al

dia, cuatro veces al dia, seis veces al dfa o ocho veces al dia.

Se emplean agentes que mejoran la administracién intranasal para aumentar la
absorcion del péptido Y'Y dentro o a través de la superficie de la mucosa nasal. Para los
férmacos de absorcién pasiva, la participacién relativa de las vias paracelulares y
transcelulares en el transporte de las drogas depende del pKa, el coeficiente de particion,
el radio molecular y la carga del firmaco, el pH del medio luminal en el cual se
administra la droga, y el drea de la superficie de absorcién. El agente que mejora la
absorci6n intranasal de la presente invencién puede ser un agente controlador del pH. El
pH de 1a formulacién farmacéutica de la presente invencién es un factor que influye en la
absorcién del péptido YY mediante las vias paracelulares y transcelulares para el
transporte de las drogas. En una realizacién, la formulacién farmacéutica de la presente
invencioén tiene el pH ajustado a aproximadamente entre 3,0 a 6,5. En otra realizacién, la
formulacién farmacéutica de la presente invencién tiene el pH ajustado a
aproximadamente entre 3,0 a 5,0. En otra realizacién, la formulacién farmacéutica de la
presente invencién tiene el pH ajustado a aproximadamente entre 4,0 a 5,0. Por lo general,
el pH es 5,040,3.

Breve Descripcion de las Ilustraciones
La FIG. 1 ilustra la estabilidad del PYY3_3, a alta temperatura (40° C) con varios pH que
oscilan entre 3,0 y 7.4.
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La FIG. 2 ilustra la informacién brindada por el estudio de resistencia eléctrica
transepitelial (TEER) de agentes que aumentan la permeabilidad.

La FIG. 3 ilustra las viabilidades celulares de las formulaciones candidatas de PYY.

La FIG. 4 ilustra los efectos citotéxicos de las formulaciones candidatas. En las figuras 2
ad4

EN1=PBS pH 5,0

EN2 = L-Arginina (10% peso/volumen)

EN3 = Poli-L-Arginina (0.5% peso/volumen)

EN4 = Gamma-Ciclodextrina (1% peso/volumen)

ENS = Alfa-Ciclodextrina (5% peso/volumen)

ENG6 = Metil-Beta-Ciclodextrina (3% peso/volumen)

EN7 = Sal sédica del 4cido n-cdprico (0.075% peso/volumen)
EN8 = Quitosan (0,5% peso/volumen)

EN9 = Didecanoilato de L-Alfa-fosfatidilcolina (3.5% peso/volumen)
ENI10 = S-Nitroso-N-acetilpenicilamina, (0,02% peso/volumen)
EN11 = Palmitoil-DL-Camitina (0,5% peso/volumen)

EN12 = Pluronic-127 (0,3% peso/volumen)

EN13 = Nitroprusiato de sodio (0,3% peso/volumen)

EN14 = Glucocolato de sodio (1% peso/volumen)

La FIG. § ilustra las contribuciones sinérgicas de los distintos componentes en la
penetracion de la droga. En la figura 5 EN1 es DDPC, EN2 es metil-f- ciclodextrina y
EXI es EDTA.

La FIG. 6 ilustra el PY Y34 plasmético de ratas; el cuadrado representa una dosis de 4,1
pe/kg; el tridngulo representa una dosis de 41 pg/kg; y el cfrculo representa una dosis de
205 pg/kg.

La FIG. 7 ilustra la linealidad de la dosis que signe a la administracién intranasal de
PYYi3s en ratas como Cméx (concentracion méaxima)-Cbds (concentracién basal) pg/ml
comparada con la dosis en pg/kg.

La FIG. 8 ilustra la linealidad de la dosis que sigue a la administracién intranasal de
PYY,.3 en ratas como drea bajo la curva (AUC) en comparacién con la dosis en pg/kg.
La FIG. 9 ilustra la concentracion plasmética media del PYY frente al iempo en minutos

de tres voluntarios humanos que recibieron 20 pg de PYY3.34 por via intranasal cada uno.
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La FIG. 10 ilustra la concentracién plasmética media del PYY frente al tiempo en
minutos de tres voluntarios humanos que recibieron 50 pg de PYY;.36 por via intranasal
cada uno.

La FIG. 11 ilustra la concentracién plasmética media del PYY frente al tiempo en
minutos de tres voluntarios humanos que recibieron 100 pg de PYY.34 por via intranasal
cada uno.

La FIG. 12 ilustra la concentracién plasmética media del PYY frente al tiempo en
minutos de tres voluntarios humanos que recibieron 150 pg de PYYa.34 por via intranasal
cada uno.

La FIG. 13 ilustra la concentracién plasmdtica media del PYY frente al tiempo en
minutos de tres voluntarios humanos que recibieron 200 ug de PYY;.35 por via intranasal
cada uno.

La FIG. 14 ilustra la concentracién plasmitica del PYY en pmol/l frente al tiempo de
cinco grupos de voluntarios humanos sanos que recibieron PYY3.3¢ intranasal. Las dosis
de PYY3.36 fueron de 200 pg, 150 pg, 100 pg, 50 pug y 20 pg.

La FIG. 15 ilustra la linealidad de la Cmax de la dosis del PYY en pg/ml frente a la dosis
de PYY3.34 administrada a voluntarios humanos.

La FIG. 16 ilustra la AUC media de la linealidad de la dosis del PYY en pg/ml frente a la
dosis del PYY5.35 administrada a voluntarios humanos.

La FIG. 17 ilustra la escala andloga visual (VAS) frente a la dosis de PYY33s
administrada a voluntarios humanos.

Se les preguntd:

“¢Cuénto hambre tiene?”

Sobre una escala de 100 puntos, a menor puntaje, menor era el hambre que tenia el
individuo.

La FIG. 18 ilustra la escala andloga visual (VAS) frente a la dosis de PYYi3
administrada a voluntarios humanos. Se les pregunto: ;cudnto podria comer? Sobre una
escala de 100 puntos, a menor puntaje, menor era el hambre que tenfa el individuo.

La FIG. 19 ilustra la escala andloga visual (VAS) frente a la dosis de PYYi.3
administrada a voluntarios humanos. Se les preguntd: ;cuén satisfecho se siente? Sobre
una escala de 100 puntos, a menor puntaje, menor era la satisfaccion que sentia el
individuo.

La FIG. 20 ilustra el porcentaje de penetracion del PYY) 35 que contiene endotoxina
frente al del PYY3.34 libre de endotoxina.
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Descripcién Detallada de la Invencién

Tal como ya se ha mencionado, la presente invencién brinda métodos y
composiciones que mejoran la absorcién del péptido fijador al receptor de Y2 en
mamfferos para el tratamiento o la prevencién de diversas enfermedades y afecciones.
Entre los mamiferos que son adecuados para recibir el tratamiento y la prevencién de
acuerdo con los métodos propuestos por la presente invencién, se incluyen, sin estar
limitados a los enumerados, los primates humanos y no humanos, el ganado, por ejemplo,
el equino, vacuno, bovino y caprino, y las especies domésticas y de investigacién, por

ejemplo, perros, gatos, ratones, ratas, conejillos de Indias y conejos.

Con el fin de comprender mejor la presente invencidn, se brindan las siguientes

definiciones:

PEPTIDOS FIJADORES A LOS RECEPTORES DE Y2

Los péptidos fijadores a los receptores de Y2 utilizados en las formulaciones para
la via mucosa que propone la presente invencidn comprenden a “la familia de los
polipéptidos pancredticos”, tal como se los utiliza en la presente invencion, que
comprende tres familias de péptidos bioactivos naturales: PP, NPY y PYY. Se
proporcionan cjemplos de péptidos fijadores a los receptores de Y2 y se describen sus
usos en las patentes de los EE.UU. No. 5.026.685; No. 5.574.010; No. 5.604.203; No.
5.696.093; No. 6.046.167; Gehlert et. al.. Proc Soc Exp Biol Med 218:7-22 (1998):
Sheikh et al.. Am J Physiol, 261:701-15(1991); Fournier ef al., Mol Pharmacol 45:93-101
(1994); Kirby et al., J Med Chem 38:4579-4586 (1995); Rist et al., Eur J Biochem 247:
1019-1028 (1997); Kirby ef al.. J Med Chem 36:3802-3808 (1993); Grundemar ef al.,
Regulatory Peptides 62: 131-136 (1996); Patente de EE.UU. No. 5.696.093 (ejemplos de
agonistas del PYY), Patent de EE.UU. No 6.046.167. De acuerdo con la presente
invencidn, un péptido fijador al receptor de Y2 se compone de bases libres. sales dcidas
de adiciéon o sales metdlicas, tales como sales de potasio o de sodio, o los péptidos
fijadores a los receptores de Y2 que fueron modificados por procedimientos tales como
amidacién, glucosilacién, acilacién, sulfatacién, fosforilacion, acetilacién y ciclizacién
(Patentes de EE.UU. No. 6.093.692 y No. 6.225.445) y la pegilacién.

Ly
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AGONISTAS DEL PEPTIDO YY

Tal como se lo utiliza en la presente invencién, “PYY™ se refiere al PYY(;.3) en
secuencia pura o en forma variada, asi como a derivados, fragmentos y andlogos del PYY
de cualquier origen, ya sea natural, sintético o recombinado. El PYY debe comprender al
menos los Gltimos 15 residuos aminodcidos o andlogos de la secuencia de PYY, PYY(22-
36) (SEQ ID NO: 3). Otros péptidos PYY que pueden utilizarse son los siguientes:
PYY(1-36) (SEQ ID NO: 1) PYY(3-36) SEQ ID NO: 2) PYY(4-36)(SEQ ID NO:4)
PYY(5-36) (SEQ ID NO: 5), PYY(6-36) (SEQ ID NO:6), PYY(7-36) (SEQ ID NO:7)
PYY(8-36) (SEQ ID NO: 8), PYY9-36 (SEQ ID NO: 9) PYY(10-36) (SEQ ID NO: 10),
PYY(11-36) (SEQ 1D NO: 11), PYY(12-36) (SEQ ID NO: 12), PYY(13-36) (SEQ ID
NO:13), PYY(14-36) (SEQ ID NO: 14), PYY(15-36) (SEQ ID NO: 15), PYY(16-36)
(SEQ ID NO: 16), PYY(17-36) (SEQ ID NO: 17), PYY(18-36) (SEQ ID NO: 18),
PYY(19-36) (SEQ ID NO: 19), PYY(20-36) (SEQ ID NO: 20) y PYY(21-36) (SEQ ID
NO: 21). Es caracteristico de estos péptidos fijarse a los receptores Y en el cerebro y en
otros lugares, en particular a los receptores de Y2 y/o Y5. Es caracteristico que estos
péptidos se sinteticen en formas libres de endotoxina o apirégenas, aunque no siempre es

necesario.

Otros péptidos PYY son aquellos péptidos PYY en los que efectuaron cambios
conservadores en los residuos aminodcidos, por ejemplo, una mutacién en un sitio
especifico de un péptido PYY, como ser [Asp'*] PYY(15-36) (SEQ ID NO: 90). [Thr"*]
PYY(13-36) (SEQ ID NO: 91), [Val'?] PYY(12-36)(SEQ ID NO: 92), [Glu''] PYY(11-
36) (SEQ ID NO: 93), [Asp'®] PYY(10-36) (SEQ ID NO: 94), [Val’] PYY(7-36) (SEQ ID
NO: 95), [Asp®] PYY(6-36) (SEQ ID NO: 96), [GIn*] PYY(4-36) (SEQ ID NO: 97),
[Arg'] PYY(4-36) (SEQ ID NO: 98), [Asn'] PYY(4-36) (SEQ ID NO: 99), [Val’]
PYY(3-36) (SEQ ID NO: 100) y [Leu*] PYY(3-36) (SEQ ID NO: 101). Otros péptidos
PYY son aquellos péptidos en los que se produjeron al menos dos cambios conservadores
en los residuos aminodcidos, por ejemplo, [Asp'®, Asp'®] PYY(10-36) (SEQ ID NO: 102),
[Asp®, Thr'*] PYY(6-36) (SEQ ID NO: 103), [Asn*. Asp'’] PYY(4-36) (SEQ ID NO:
104) y [Leu®, Asp'’] PYY(3-36) (SEQ ID NO: 105. También se incluyen andlogos de un
PYY, por ejemplo, aquellos divulgados en las patentes de los EE.UU. 5.604.203 y
5.,574.010; Balasubramaniam, et al., Peptide Research I: 32 (1988); y en la solicitud de

X
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patente de invencion japonesa 2.225.497 (1990); Balasubramaniam, et al., Peptides 14:
1011, 1993; Grandt, et al.,, Reg. Peptides 51: 151, (1994); PCT Intemnational Application
(Solicitud Internacional) 94/03380, patentes de los EE.UU. 5.604.203 y 5.574.010. Es
caracteristico de estos péptidos ligarse en el cerebro y en otros lugares a los receptores Y.
en particular a los receptores de Y2 y/o Y5. Es caracteristico que estos péptidos se

sinteticen en formas libres de endotoxina o apirdgenas, aunque no siempre es necesario.

Los agonistas de PYY pueden ser PYY de rata (SEQ ID NO: 72) y las formas
truncadas de terminales de amino correspondientes a humanos, PYY porcino (SEQ ID
NO: 73) y las formas truncadas de terminales de amino correspondientes a humanos y
PYY de conejillo de Indias (SEQ ID NO: 74) y las formas truncadas de terminales de

amino correspondientes a humanos.

De acuerdo con la presente invencién, un péptido PYY también comprende bases
libres, sales 4cidas de adicion o sales metélicas, tales como sales de potasio o de sodio de
los péptidos, y péptidos PYY que fueron modificados mediante procedimientos tales
como amidacién, glucosilacidn, acilacién, sulfatacién, fosforilacién, acetilacion,
ciclizacién y otros métodos conocidos de modificacién covalente. Es caracteristico de
estos péptidos ligarse a los receptores Y en el cerebro y en otros lugares, en particular a
los receptores de Y2 y/o Y5. Es caracteristico que estos péptidos se sinteticen en formas

libres de endotoxina o apirégenas, aunque no siempre es necesario.
AGONISTAS DEL NEUROPEPTIDO Y

El NPY es otro péptido fijador al receptor de Y2. Los péptidos NPY pueden ser
NPY de extensién completa (1-36) (SEQ ID NO: 22) asf como fragmentos de NPY(1-36),
que fueron truncados en el amino terminal. Para que la fijacion al receptor de Y2 sea
eficaz, el agonista del NPY debe tener al menos los 11 dltimos residuos aminodcidos en el
carboxilo terminal, es decir, debe ser NPY(26-36) (SEQ ID NO: 23). Otros e¢jemplos de
agonistas del NPY que se fijan al receptor de Y2 son los que se enumeran a continuacién:
NPY (3-36) (SEQ ID NO: 24), NPY(4-36) (SEQ ID NO: 25), NPY(5-36) (SEQ ID NO:
26), NPY(6-36) (SEQ 1D NO: 27), NPY(7-36) (SEQ 1D NO: 28), NPY(8-36) (SEQ ID
NO: 29), NPY(9-36) (SEQ ID NO: 30), NPY(10-36) (SEQ ID NO: 31), NPY(11-36)
(SEQ ID NO: 32), NPY(12-36) (SEQ ID NO: 33), NPY(13-36) (SEQ ID NO: 34),
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NPY(14-36) (SEQ ID NO: 35), NPY(15-36) (SEQ ID NO: 36), NPY(16-36) (SEQ ID
NO: 37), NPY(17-36) (SEQ ID NO: 38), NPY(18-36) (SEQ ID NO: 39), NPY(19-36)
(SEQ ID NO: 40), NPY(20-36) (SEQ ID NO: 41), NPY(21-36) (SEQ ID NO: 42),
NPY(22-36) (SEQ ID NO: 43), NPY(23-36) (SEQ ID NO: 44), NPY(24-36) (SEQ ID
NO: 45) y NPY(25-36) (SEQ ID NO: 46).

Otros agonistas del NPY son el NPY de ratas (SEQ ID NO: 75) y las formas
truncadas en el amino terminal desde NPY(3-36) a NPY(26-36) como en la forma
humana, ¢l NPY de conejos (SEQ ID NO: 76) y las formas truncadas en el amino
terminal desde NPY(3-36) a NPY(26-36) como en los humanos, NPY canino (SEQ ID
NO: 77) y las formas truncadas en el amino terminal desde NPY(3-36) a NPY(26-36)
como en la forma humana, el NPY porcino (SEQ ID NO: 78) y las formas truncadas en el
amino terminal desde NPY(3-36) a NPY(26-36) como en la forma humana, el NPY
vacuno (SEQ ID NO: 79) y las formas truncadas en el amino terminal desde NPY(3-36) a
NPY26-36 como en la forma humana, el NPY ovino (SEQ ID NO:80) y las formas
truncadas en el amino terminal desde NPY(3-36) a NPY(26-36) como en la forma
humana, y el NPY del conejillo de Indias (SEQ 81) y las formas truncadas en terminales
amino desde NPY(3-36) a NPY(26-36) como en la forma humana.

De acuerdo con la presente invencion, un péptido NPY también comprende bases
libres, sales 4cidas de adicion o sales metdlicas, tales como sales de potasio o de sodio de
los péptidos, y péptidos NPY que fueron modificados con procedimientos tales como
amidacién, glucosilacion, acilacién, sulfatacion, fosforilacién, acetilacion, ciclizacién y
otros métodos conocidos de modificacion covalente. Es caracteristico de estos péptidos
ligarse a los receptores Y en el cerebro y en otros lugares, en particular a los receptores de
Y2 y/lo Y5. Es caracteristico que estos péptidos se sinteticen en formas libres de

endotoxina o apirégenas, aunque no siempre es necesario.

Péptido pancreitico

El péptido pancredtico (PP) y el agonista del PP también se fijan al receptor de
Y2. Entre otros, los agonistas del PP son los PP de longitud completa (1-36) (SEQ ID
NO: 47) y una cantidad de fragmentos de PP que estdn truncados en la terminal amino.
Para fijarse al receptor de Y2, el agonista del PP debe tener los tltimos 11 residuos
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aminoécidos en el carboxilo terminal, PP(26-36), (SEQ ID NO: 48). Otros ejemplos de
PP, que se fijan al receptor de Y2, son los que se enumeran a continuacién: PP (3-36)
(SEQ ID NO: 49), PP(4-36) (SEQ ID NO: 50), PP(5-36) (SEQ ID NO: 51), PP(6-36)
(SEQ 1D NO: 52), PP(7-36) (SEQ ID NO: 53), PP(8-36) (SEQ ID NO: 54), PP(9-36)
(SEQ ID NO: 55), PP(10-36) (SEQ ID NO: 56), PP(11-36) (SEQ ID NO: 57}, PP(12-36)
(SEQ ID NO: 58), PP(13-36) (SEQ ID NO: 59), PP(14-36) (SEQ ID NO: 60), PP(15-36)
(SEQ ID NO: 61), PP(16-36) (SEQ ID NO: 62). PP(17-36) (SEQ ID NO: 63), PP(18-36)
(SEQ ID NO: 64), PP(19-36) (SEQ ID NO: 65), PP(20-36) (SEQ ID NO: 66), PP(21-36)
(SEQ ID NO: 67), PP(22-36) (SEQ ID NO: 68), PP(23-36) (SEQ ID NO: 69), PP(24-36)
(SEQ iD NO: 70) y PP(25-36) (SEQ ID NO: 71).

Otros agonistas del PP son el PP ovino (SEQ ID NO: 82) y las formas truncadas
en el amino terminal desde PP(3-36) a PP(26-36) como en la forma humana, el PP
porcino (SEQ ID NO: 83) y las formas truncadas en el amino terminal desde PP(3-36) a
PP(26-36) como en la forma humana, el PP canino (SEQ ID NO: 84) y las formas
truncadas en el amino terminal desde PP(3-36) a PP(26-36) como en la forma humana, el
PP felino (gato) (SEQ ID NO: 85) y las formas truncadas en el amino terminal desde
PP(3-36) a PP(26-36) como en la forma humana, el PP vacuno (SEQ ID NO: 86) y las
formas truncadas en el amino terminal desde PP(3-36) a PP(26-36) como en la forma
humana, el PP de rata (SEQ ID NO:87) y las formas truncadas en el amino terminal desde
PP(3-36) a PP(26-36) como en la forma humana, el PP de ratén (SEQ 88) y las formas
truncadas en el amino terminal desde PP(3-36) a PP(26-36) como en la forma humana, y
el PP del conejillo de Indias (SEQ ID NO: 89).

De acuerdo con la presente invencién, un péptido PP también comprende bases
libres, sales dcidas de adicion o sales metilicas, tales como sales de potasio o de sodio de
los péptidos, y los péptidos PP que fueron modificados con procedimientos tales como
amidacidn, glucosilacion, acilacién, sulfatacion, fosforilacion, acetilacién, ciclizacién y
otros métodos conocidos de modificacién covalente. Es caracterfstico de estos péptidos
unirse a los receptores Y en el cerebro y en otros lugares, en particular a los receptores de
Y2 y/o Y5. Es caracteristico que estos péptidos se sinteticen en formas libres de

endotoxina o apirdgenas, aunque no siempre es necesario.

Agentes que mejoran la absorcién mucosa

8§
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“Se entiende por “agenies que mejoran la absorcién mucosa™ sustancias quimicas
u otros excipientes que, cuando se agregan a formulaciones que contienen agua, sales y/o
buffers comunes y el péptido fijador al receptor de Y2 (la formulacién de control) generan
una formulacién que aumenta significativamente el transporte del péptido fijador al
receptor de Y2 a través de una mucosa, como lo demuestra la cuantificacién de la
concentracién méxima (Cmax) en sangre, suero o liquido cefalorraquideo o el drea bajo la
curva (AUC) en un diagrama que compara la concentracidn con el tiempo. Se entiende
por superficie mucosa las superficies mucosas nasal, oral, intestinal, bucal,
broncopulmonar, vaginal y rectal y, de hecho, las membranas que segregan moco que
bordean todas las cavidades y vias del cuerpo que se comunican con el exterior. Los

agentes que mejoran la absorcion mucosa a veces se denominan “transportadores”.

Formulacién libre de endotoxina

Se denomina “formulacidén libre de endotoxina” a una formulacién que contiene
un péptido fijador al receptor de Y2 y uno o mds agentes que mejoran la absorcion
mucosa que es sustancialmente libre de endotoxinas y/o sustancias pirogénicas
relacionadas. Las endotoxinas son toxinas que se mantienen dentro de un microorganismo
y s6lo son liberadas cuando los microorganismos se degradan o mueren. Las sustancias
pirogénicas son sustancias termoestables (glucoproteinas) que provocan fiebre y
provienen de la membrana externa de bacterias y otros microorganismos. Ambas
sustancias pueden causar fiebre, hipotension y shock si se las administra a los humanos.
La produccién de formulaciones libres de endotoxinas puede requerir equipos especiales
y especialistas, y puede ser significativamente més costosa que la produccién de
formulaciones que contienen endotoxinas. Debido a que se ha demostrado que la
administracién intravenosa de NPY o PYY conjuntamente con la infusién de endotoxina
en roedores previene la hipotension y aun la muerte asociada a la administracién de
endotoxina sola (Patente de EE.UU. 4.839.343), no se espera que sea necesario elaborar
formulaciones sin endotoxina de estos firmacos para la administracién por vias no

parenterales (no inyectable).

Administracién no infusién
Se entiende por “administracién no infusién” cualquier método de administracién
que no implique inyectar el fArmaco directamente en una arteria o vena, un método que

fuerza o impulsa algo (tipicamente un liquido) hacia algun lugar y, en especial, introducir
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el firmaco en una parte del cuerpo por medio de una aguja, jeringa u otro medio invasivo.
La administracién no infusién puede ser una inyeccién subcutdnea, una inyeccién
intramuscular, una inyeccién intraperitoneal y los métodos de administraciéon por via

mucosa que no son inyectables.

Tratamiento y prevencién de la obesidad

Tal como ya se ha indicado, la presente invencién proporciona métodos y
composiciones mejores y litiles para administrar un péptido fijador al receptor de Y2 en la
mucosa nasal con el fin de prevenir y tratar la obesidad en los mamiferos. Tal como se
utiliza en la presente, se entiende por “prevencién y tratamiento de la obesidad” la
prevencién de la aparicién o la disminucidn de la incidencia o la gravedad de la obesidad
clinica gracias a que se reduce la ingesta de alimentos durante las comidas y/o se reduce
el peso corporal durante el tratamiento, o se mantiene un peso corporal reducido tras el
descenso de peso o antes del aumento de peso.

La presente invencidn proporciona métodos y composiciones mejores y itiles para
que el péptido fijador al receptor de Y2 administrado en la mucosa nasal llegue a regiones
del cerebro, por ejemplo, el hipotdlamo o las neuronas arciformes de NPY o de
proopiomelanocortina (POMC) con el objeto de prevenir y tratar la obesidad en los
mamiferos. El péptido fijador al receptor de Y2 también puede administrarse junto con

un antagonista del receptor de Y1, como ser la dihidropiridina.

Métodos y composiciones de administracién

Las mejoras propuestas para los métodos y las composiciones de administracién
mucosa del péptido fijador al receptor de Y2 en mamiferos optimizan el esquema de
dosificacién del péptido fijador al receptor de Y2. La presente invencidén provee una
administracién mucosa del péptido fijador al receptor de Y2 formulado con uno o més
agentes que mejoran la absorcidon mucosa, en la que la liberacion de la dosis del péptido
fijador al receptor de Y2 se normaliza y/o se prolonga sustancialmente durante un periodo
de administracién eficaz del péptido fijador al receptor de Y2 con mérgenes de liberacién
que oscilan desde aproximadamente 0,1 y 2,0 horas, 0,4 a 1,5 horas, 0,7 a 1,5 horas 0 0,8
a 1,0 horas tras la administracién por via mucosa. Se puede facilitar la liberacién
prolongada del péptido fijador al receptor de Y2 reiterando la administracién del péptido
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fijador al receptor de Y2 exégeno mediante los métodos y las composiciones de la

presente invencion,

Composiciones y métodos de liberacién prolongada

Las mejoras propuestas para las composiciones y los métodos de administracion
mucosa del péptido fijador al receptor Y2 en mamiferos optimizan el esquema de
dosificacién del péptido fijador al receptor de Y2. La presente invencién mejora la
administracién por via mucosa (por ejemplo, nasal) de una formulacién que comprende el
péptido fijador al receptor de Y2 en combinacién con uno o més agentes que mejoran la
absorcién mucosa y uno o méis agentes opcionales que mejoran la liberacién prolongada.
Los agentes que mejoran la absorciébn mucosa de la presente invencién producen un
aumento eficaz de la absorcién, por ejemplo, un aumento de la concentracion plasmética
méxima (Cmax), que tiene por objeto mejorar la accién terapéutica del péptido fijador al
receptor de Y2 administrado por via mucosa. Un segundo factor que influye en la accién
terapéutica del péptido fijador al receptor de Y2 en el plasma sanguineo y en el SNC es el
tiempo de permanencia (TR, sigla en inglés de “time of residence™). Los agentes que
mejoran la liberacién prolongada combinados con agentes que mejoran la absorcién
intranasal aumentan la Cpux ¥ €l tiempo de permanencia (TR, sigla en inglés de “time of
residence™) del péptido fijador al receptor de Y2. La presente descripcién también
incluye excipientes poliméricos y otros agentes y métodos empleados para elaborar
formulaciones que mejoran la administracién prolongada, por ejemplo, el polietilenglicol
(PEG). La presente invencion propone un mejor método de administracion del péptido
fijador al receptor de Y2 y una forma posolégica mejorada para tratar sintomas
relacionados con la obesidad, el cdncer de colon, el cdncer de pdncreas o el cédncer de

mama en los mamiferos.

En las formulaciones y métodos de administracién mucosa propuestas por esta
invencion, el péptido fijador al receptor de Y2 suele combinarse o administrarse junto con
un transportador o vehiculo adecuado para la administracién mucosa. En la presente, se
entiende por “transportador” un relleno, diluyente o material encapsulante sélido o liquido
farmacéuticamente aceptable. Un transportador liquido que contiene agua puede contener
aditivos farmacéuticamente aceptables tales como acidificantes, alcalinizantes,
conservantes antimicrobianos, antioxidantes, agentes de control buffers, quelantes,

complejantes, agentes solubilizantes, humectantes, solventes, suspensores y/o
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incrementadores de la viscosidad, tonificantes, hidratantes y otros materiales
biocompatibles. La U.S. Pharmacopeia National Formulary, 1857-1859, (1990) brinda
una descripcidon de los ingredientes enumerados en las categorias anteriores. Algunos
ejemplos de los materiales que pueden actuar como portadores farmacéuticamente
aceptables son los aziicares, tales como la lactosa, la glucosa y la sacarosa; los almidones,
tales como el almidon de maiz y el almidén de papa; la celulosa y sus derivados, tales
como la carboximetilcelulosa sddica, la etilcelulosa y el acetato de celulosa; el tragacanto
en polvo; la malta; la gelatina; el talco; los excipientes tales como la manteca de cacao y
las ceras para supositorios; los aceites, tales como el aceite de mani, el aceite de semilla
de algoddn, el aceite de cértamo, el aceite de sésamo, el aceite de oliva, el aceite de maiz
y el aceite de soja; los glicoles, tales como el propilenglicol; los polioles, tales como la
glicerina, el sorbitol, el manitol y el polietilenglicol; los ésteres, tales como el oleato de
etilo y el laurato de etilo; el agar; los agentes de control buffers, tales como el hidréxido
de magnesio y el hidréxido de aluminio; el 4cido alginico; el agua sin pirdgeno; la
solucion salina isotdnica; la solucién de Ringer, el alcohol etflico y las soluciones buffer
de fosfato, asi como otras sustancias no toxicas utilizables en formulaciones
farmacéuticas. Las formulaciones también pueden contener hidratantes, emulsionantes y
lubricantes, tales como el laurilsulfato de sodio y el estearato de magnesio, as{ como
colorantes, agentes de liberacién, agentes de recubrimiento, edulcorantes, saborizantes y
perfumantes, conservantes y antioxidantes, de acuerdo con el deseo del formulador. Entre
los antioxidantes farmacéuticamente aceptables se incluyen los antioxidantes
hidrosolubles, tales como el dcido ascdrbico, ¢l hidrocloruro de cisteina, el bisulfito de
sodio, el metabisulfito de sodio, el sulfito de sodio y similares; los antioxidantes
liposolubles, tales como ¢l palmitato de ascorbilo, ¢l hidroxianisol butilado (BHA), el
hidroxitolueno butilado (BHT), la lecitina, el galato de propilo, el alfa-tocoferol y
similares; y los quelantes metélicos, tales como el é&cido citrico, el &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), el sorbitol. el icido tartdrico, el dcido fosforico y
similares. La cantidad de principio activo que se puede combinar con los portadores para
producir una dosis de administracién nica depende de cada modo de administracion.

En las composiciones y métodos de administracién mucosa propuestas iJor esta
invencién, se emplean varios agentes que mejoran la absorcién del péptido fijador al
receptor de Y2 dentro o a través de la superficie de la mucosa. En este sentido, la
administracion del péptido fijador al receptor de Y2 en el epitelio mucoso puede ser
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“transcelular” o “paracelular”. El grado en el cual estas vias influyen en el flujo y la
biodisponibilidad general del péptido fijador al receptor de Y2 depende del medio de la
mucosa, de las propiedades fisico-quimicas del principio activo y de las propiedades del
epitelio mucoso. El transporte paracelular implica séio la difusién pasiva, mientras que el
transporte transcelular puede producirse mediante procesos pasivos, facilitados o activos.
En general, los solutos polares hidréfilos de transporte pasivo se difunden a través de la
via paracelular, mientras que los solutos mas lipéfilos utilizan la via transcelular. La
absorci6n y la biodisponibilidad (por ejemplo, que se reflejan a través del coeficiente de
permeabilidad o el ensayo fisioldgico) de diversos solutos que son absorbidos pasiva y
activamente se pueden evaluar facilmente, en cuanto a sus componentes de
administracién tanto paracelular como transcelular, respecto de cualquier péptido fijador
al receptor de Y2 de la invencion. Para las drogas de absorcién pasiva, la participacién
relativa de las vias paracelulares y transcelulares en el transporte de las drogas depende
del pKa, el coeficiente de particién, el radio molecular y la carga del fdrmaco, el pH del
medio fuminal en el cual se administra el firmaco, y el drea de la superficie de absorcion.
La via paracelular representa una fraccion relativamente pequefia del drea de superficie
accesible del epitelio de la mucosa nasal. En términos generales, se ha informado que las
membranas celulares ocupan un drea de superficie mucosa que es mil veces mayor que el
drea ocupada por los espacios paracelulares. De este modo, el menor tamafio del 4rea
accesible y la discriminacién sobre la base del tamafio y a la carga frente a la
permeabilidad macromolecular sugieren que la via paracelular es generalmente menos
favorable que la absorcién transcelular para el transporte de la droga. Resulta
sorprendente que los métodos y las composiciones de la invencion brinden un transporte
significativamente mejorado de los biofirmacos en el epitelio mucoso a través de la via
paracelular. Por lo tanto, los métodos y las composiciones de la invencién abordan con
éxito tanto la via paracelular como la via transcelular, sea una u otra, o mediante un Gnico

método o composicién.

En la presente, se entiende por “agentes que mejoran la absorcion mucosa”
aquéllos que mejoran la liberacién o la solubilidad (por ejemplo, a partir de un excipiente
de la formulacién), la velocidad de difusion, la capacidad y el tiempo de penetracion, la
absorcién, el tiempo de permanencia, la estabilidad, la vida media eficaz, los niveles de
concentracién médxima o prolongada, la depuracién y ofras caracteristicas de
administracién mucosa deseadas (por ejemplo, medidas en el sitio de administracién o en

Q&



10

15

20

25

30

27

un sitio de actividad seleccionado, como ser el torrente sanguineo o el sistema nervioso
central) del péptido fijador al receptor de Y2 u otro(s) compuesto(s) biolégicamente
activo(s). De este modo, se puede mejorar la absorcidn mucosa mediante varios
mecanismos, por ejemplo, aumentando la difusién, el transporte, la persistencia o la
estabilidad del péptido fijador al receptor de Y2, aumentando la fluidez de la membrana,
modulando la disponibilidad o accién de iones célcicos o de otros iones que regulan la
penetrabilidad intracelular o paracelular, solubilizando los componentes de la membrana
mucosa (por ejemplo, los lipidos), modificando la concentracién del suifidrilo proteinico
y no proteinico en los tejidos de la mucosa, aumentando el flujo de agua a través de la
superficie mucosa, modulando la fisiologfa de unién del epitelio, reduciendo la viscosidad
de la mucosidad que recubre al epitelio mucoso, reduciendo los indices de depuracién

mucociliar, y otros miecanismos.

En la presente invencién, se entiende por *“cantidad eficaz del péptido fijador al
receplor de Y2 para la administracién por via mucosa”, la administracién mucosa eficaz
del péptido fijador al receptor de Y2 a un sitio objetivo para que actie el firmaco, que
puede comprender distintas vias de administracién y transferencia. Por ejemplo, un
determinado principio activo puede transitar por las separaciones que dejan las células de
la mucosa y alcanzar una pared vascular adyacente, mientras que, por otra via, el firmaco
puede, ya sea activa o pasivamente, absorberse en las células de la mucosa y actuar dentro
de ellas o ser eliminado o transportado fuera de las células para alcanzar un segundo sitio
objetivo, por ejemplo, la circulacién general. Los métodos y composiciones de la
presente invencién pueden activar la translocacion de principios activos a lo largo de una
o mas de tales vias posibles, o pueden actuar directamente sobre el tejido mucoso o el
tejido vascular proximal para activar la absorcion o penetracién del/de los principio(s)
activo(s). Las mejoras de la absorcion o la penetracién en este contexto no se limitan a

estos mecanismos.

En la presente invencidn, “la concentracién plasmética méxima (Cpny) del péptido
fijador al receptor de Y2”, “el 4rea bajo la curva de concentracion plasmitica frente al
tiempo (AUC) del péptido fijador al receptor de Y2" y “el tiempo de mdéxima
concentracién plasmética sanguinea (tms) del péptido fijador al receptor de Y2” son
parimetros farmacocinéticos conocidos por el especialista. Laursen er al., Eur. J

Endocrinology, 135: 309-315, 1996. La “curva de concentracion frente al tiempo™ mide
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la concentracién del péptido fijador al receptor de Y2 en el suero sanguineo de un
individuo frente al tiempo transcurrido tras la administracién intranasal, intramuscular,
subcutinea u otra via parenteral de una dosis del péptido fijador al receptor de Y2. “Cppa”
representa la concentracién plasmitica maxima del péptido fijador al receptor de Y2
después de una tnica dosis del péptido fijador al receptor de Y2. “tyna” representa el
tiempo que el péptido fijador al receptor de Y2 tarda en llegar a la concentracién
plasmitica méxima tras la administracion de una tinica dosis del péptido fijador al
receptor de Y2.

En la presente invencién, “el drea bajo la curva (AUC) de concentracién
plasmitica sanguinea del péptido fijador al receptor de Y2 frente al tiempo” se calcula
empleando la regla trapezoidal lineal y sumsdndole las dreas residuales. Se podria detectar
una disminucion del 23% o un aumento del 30% entre dos dosis, con una probabilidad del
90% (tipo II error B = 10%). La “velocidad de administracién” o la “velocidad de
absorcion” se calcula por comparacién entre el tiempo méximo (tmax) que se tarda en
alcanzar la concentracién méxima (Cmax). Tanto Coux cOMO Lmy Se analizan utilizando
métodos no paramétricos. Se empled el andlisis de variancia (ANOVA) para comparar la
farmacocinética de las dosis intramuscular, subcutidnea, intravenosa e intranasal del
péptido fijador al receptor de Y2. Para evaluar la significacién de comparaciones
emparejadas, se utilizd el procedimiento secuencial de Bonferroni-Holmes. Se calculd la
relacién de respuesta a la dosis entre las tres dosis nasales segin el andlisis de regresi6n.
Se consider6 significativo un resultado de P <0.05. Los resultados se dan como valores
medios +/- SEM.

Si bien puede variar el mecanismo de los diferentes agentes que mejoran la
absorcién mucosa de la invenci6n, en este contexto los reactivos utiles no tienen efectos
adversos sobre el tejido mucoso, sino que se seleccionan segln las caracteristicas
fisicoquimicas de cada péptido fijador al receptor de Y2 u otro principio activo o agente
que mejora la absorcion. En este contexto, los agentes que mejoran la absorcién, que
aumentan la penetracion o permeabilidad de los tejidos mucosos, por lo general causan
alguna alteracion en la barrera protectora de la permeabilidad de la mucosa. Para que
dichos agentes que mejoran la absorcién sean de importancia en ¢l marco de la presente
invencién, por lo general es conveniente que cualquier cambio significativo de la

permeabilidad de la mucosa sea reversible dentro de un lapso que se adecue a la duracién
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de la absorcidn del formaco. Ademds, es conveniente que la toxicidad acumulada no sea
importante ni que el uso prolongado provoque cambios nocivos en las propiedades de la

barrera mucosa.

En ciertos aspectos de la invencién, se eligen agentes que fomentan la absorcién
para formar parte de administraciones conjuntas o formulaciones combinatorias con el
péptido fijador al receptor Y2 de un grupo de pequeflas moléculas hidréfilas, entre las que
se incluyen, sin estar limitadas a la enumeracién que sigue: dimetilsulféxido,
dimetilformamida, etanol, propilenglicol y 2-pirrolidonas. Otra posibilidad seria utilizar
moléculas anfipdticas de cadena larga, por ejemplo, deacilmetil sulfdxido, azina,
laurilsulfato sddico, dcido oleico y sales biliares, para potenciar la penetracién mucosa del
péptido fijador al receptor de Y2. En otros aspectos, se utilizan surfactantes (por ejemplo,
polisorbatos) como compuestos adjuntos, agentes de procesado o agregados a la
formulacién para aumentar la absorcién intranasal del péptido fijador al receptor de Y?2.
Si se encuentran presentes en concentraciones suficientemente elevadas agentes tales
como dimetilsulféxido, polietilénglicol y etanol en medios de administracion (por
ejemplo, por preadministracién o incorporacion en una formulacién terapéutica) pueden
entrar en la fase acuosa de la mucosa y alterar sus propiedades de solubilidad y, de este
modo, aumentar la separacién del péptido fijador al receptor de Y2 del excipiente dentro

de la mucosa.

Otros agentes que mejoran la absorcién mucosa que pueden emplearse en la
administracién conjunta y los procedimientos y las formulaciones combinatorias de la
invencion son, sin estar limitados a la siguiente enumeracion: micelas mezcladas,
enaminas, donadores de mondxido de nitrégeno (por ejemplo, S-nitroso-N-acetilo-DL-
penicilamina, NOR1, NOR4, que preferentemente se administran con un antioxidante de
NO, .l como carboxi-PITO sddico o diclofenac sédico); salicilato de sodio; ésteres
glicéridos de écido acetoacético (por ejemplo, pliceril-1,3-diacetoacetato o 1,2-
isopropilideneglicerina-3-acetoacetato); y otros difusores o promotores de la penetracién
intra o transepitelial que son fisiolégicamente compatibles para la administracién mucosa.
Se eligen otros agentes que mejoran la absorcién se seleccionan de una variedad de
portadores, un grupo de bases y excipientes que mejoran la absorcién mucosa, la
estabilidad, la actividad o la penetracién transepitelial del péptido fijador al receptor de
Y2. Estos agentes pueden ser, entre otros, las ciclodextrinas y los derivados de la -
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ciclodextrina (por ejemplo 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina y heptakis (2,6-di-O-metil-p-
ciclodextrina). Estos compuestos, que pueden estar combinados con uno a mas principios
activos y también formulados en una base oleaginosa, aumentan la biodisponibilidad de
las formulaciones para la via mucosa de la presente invencién. Otros agentes adaptados
para la administracién mucosa que mejoran la absorcién son los dcidos grasos de cadena
mediana, entre los que se cuentan los mono y diglicéridos (por ejemplo, el caprato sodico:
extractos de aceite de coco, Capmul), y los triglicéridos (por ejemplo, amilodextrina,
Estaram 299, Migliol 810).

Las composiciones de administracion mucosa para el tratamiento y la prevencién
que propone ia presente invencion se pueden complementar con cualquier promotor de la
penetracion que sea adecuado para facilitar la absorcién, la difusién o la penetracién de
péptido fijador al receptor de Y2 a través de las barreras mucosaes. El promotor de la
penetracidn puede ser cualquiera que sea farmacoldgicamente aceptable. De este modo,
en aspectos mas detallados de la presente invencifn, se brindan las composiciones que
incorporan uno o més promotores de la penetracién elegidos de un grupo compuesto por
el salicilato de sodio y derivados de écidos salicilicos (acetil salicilato, salicilato de
colina, salicilamida, etc.); los aminoécidos y las sales aminodcidas (por ejemplo, dcidos
monoaminocarboxilicos, tales como la glicina, alanina, fenilalanina, prolina,
hidroxiprolina, etc.; dcidos hidroxiaminos, tales como la serina; aminodcidos édcidos, tales
como el dcido aspdrtico, el dcido glutdmico, etc.; y aminoécidos bdsicos tales como la
lisina (incluso sus sales metdlicas alcalinas y sales de metales alcalinotérreos); y N-
acetilaminodcidos (N-acetilalanina, N-acetilfenilalanina, N-acetilserina, N-acetilglicina,
N-acetilisina, dcido N-acetilglutimico, N-acetilprolina, N-acetilhidroxiprolina, etc.) y sus
sales (sales metdlicas alcalinas y sales de metales alcalinotérreos). También se
proporcionan como parte de los métodos y composiciones de la presente invencién
promotores de la penetracién que generalmente se utilizan como emulsionantes {por
ejemplo, oleilfosfato sddico, laurilfosfato de sodio, laurilsulfato de sodio miristilsulfato de
sodio, éteres alquilicos de polioxietileno, ésteres alquilicos de polioxietileno, etc.), dcido
caproico, dcido lactico, acido milico, dcido citrico y sus sales de metales alcalinos, dcidos
pirrolidonecarboxilicos, ésteres de 4dcido  alquilpirrolidonecarboxilico, N-
alquilpirrolidonas, ésteres de acil prolina, y similares.
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En varios aspectos de la presente invencidn, se proporcionan mejoras de las
formulaciones y los métodos de administracién en la mucosa nasal que posibilitan la
absorcién de péptidos fijadores al receptor de Y2 y otros principios activos a través de
barreras mucosas entre los sitios de administracién y los de sitios objetivos seleccionados.
Algunas formulaciones se adaptan especificamente a una célula, tejido u oérgano
especifico o aln a una enfermedad particular. En otros aspectos, las formulaciones y los
métodos de la presente invencién proponen una absorcién del péptido fijador al receptor
de Y2 que es eficaz y selectiva por via intracelular o intercelular especifica mediante
endocitosis o transcitosis. Es caracteristico que el péptido fijador al receptor de Y2 se
cargpuc adecuadamente en concentraciones eficaces contenidas en un portador y se
absorba y mantenga en una forma estable tanto en la mucosa nasal como durante el paso a
través de compartimientos y membranas intracelulares hacia un sitio objetivo remoto en el
cual debe actuar la droga (por ejemplo, el torrente sanguineo o un tejido u 6rgano
especifico, 0 un compartimiento extracelular). El péptido fijador al receptor de Y2 se
puede administrar con un excipiente o modificado de otro modo (por ejemplo, como
prodroga), medio en el que la liberacién o activacién del péptido fijador de Y2 se
desencadena fisiolégicamente (por ejemplo, cambio de pH, enzimas lisosémicas, etc.).
Con frecuencia, el péptido fijador al receptor Y2 permanece farmacolégicamente inactivo
hasta que alcanza su sitio objetivo de accién. En la mayorfa de los casos, el péptido
fijador al receptor de Y2 y otros componentes de la formulacién no son tdxicos ni
inmundgenos. En este contexto, generalmente los portadores y otros componentes de ia
formulacién se seleccionan por la rapidez con que se degradan y son eliminados en
condiciones fisioldgicas. Al mismo tiempo, las formulaciones son quimica y fisicamente

estables en las presentaciones. lo que permite almacenarlas eficazmente.

Anilogos y Miméticos Peptidicos y Proteinicos

Dentro de la definicién de péptidos y proteinas biolégicamente activos de la
presente invencion, se encuentran las proteinas y los péptidos (compuestos de dos o més
aminodcidos de unién covalente) de origen natural o sintético, de accién terapéutica o
preventiva, los fragmentos de péptidos o proteinas, los analogos de protefnas o péptidos, y
derivados modificados quimicamente o sales de péptidos o proteinas activos. La presente
invencién contempla el empleo de una gran variedad de andlogos y miméticos utiles del
péptido fijador al receptor de Y2, que pueden ser producidos y cuya actividad biol6gica
puede ser probada por medio de métodos conocidos. Con frecuencia, los péptidos o las
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proteinas del péptido fijador al receptor de Y2 u otros péptidos o proteinas
biolégicamente activos dentro del marco de la invencién son muteinas que se obtienen
con facilidad por medio de sustitucién, adicién o delecién parcial de amino4cidos dentro
de una secuencia de péptidos o proteinas natural u original (por ejemplo: cepas salvajes,
mutaciones naturales o variaciones alélicas). Ademas, quedan contemplados también los
fragmentos bioldgicamente activos de péptidos o proteinas naturales. Dichos derivados y
fragmentos mutantes retienen sustancialmente la actividad biol6gica deseada del péptido
o proteina natural. En el caso de los péptidos o las protefnas de cadenas de hidratos de
carbono, la presente invencién también contempla las variantes biolégicamente activas

marcadas por alteraciones de estas especies de hidratos de carbono.

En la presente invencién, se entiende por “sustituciébn conservadora de
aminodcidos™ la intercambiabilidad general de residuos aminodcidos de cadenas laterales
similares. Por ejemplo, un grupo de aminodcidos intercambiables que tiene cadenas
laterales aliféticas es el que se compone de alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo
de aminodcidos que tiene cadenas laterales hidroxil aliféticas es el de la serina y la
treonina; un grupo de aminoicidos que tiene cadenas laterales con amida es el de la
asparagina y la glutamina; un grupo de aminodcidos que tiene cadenas laterales
arométicas es el de la fenilalanina, tirosina y el triptofano; un grupo de aminoécidos que
tiene cadenas laterales bdsicas es el de la lisina, arginina e histidina; y un grupo de
aminoicidos que tiene cadenas laterales con azufre es el de la cisteina y metionina. Un
ejemplo de sustituciones conservadoras es la sustitucién de un residuo no polarizado
(hidréfobo), tal como la isoleucina, valina, leucina o metionina. De igual modo, la
presente invencién contempla la sustitucién de un residuo polarizado (hidrdfilo), como
entre la arginina y la lisina, entre la glutamina y la asparagina, y entre la treonina y la
serina. Asimismo, estd contemplada la sustitucidn de un residuo bésico, tal como la
lisina, arginina o histidina, o la sustitucién de un residuo dcido como el dcido aspartico o
el acido glutdmico. Algunos ejemplos de grupos de sustitucion conservadora de
aminodcidos son los siguientes: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina. Si se lleva a cabo una alineacién 6ptima
de un andlogo peptidico o proteinico con el péptido o la proteina natural correspondiente
y se emplean andlisis apropiados, por ejemplo, de adhesién proteinica o de fijacién a
receptores para determinar una actividad biolégica determinada, es posible identificar con
facilidad andlogos peptidicos y proteinicos utilizables en los métodos y composiciones de
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la presente invencion. Los andlogos prote{nicos y peptidicos utilizables son caracteristica
y especificamente inmunorreactivos y contienen anticuerpos que reaccionan ante el

correspondiente péptido o proteina natural.

Un método para estabilizar las formulaciones proteinicas sélidas de la invencién
consiste en aumentar la estabilidad fisica de la protelna purificada, por ejemplo,
liofilizdindola. Este procedimiento inhibe la agregacién a través de interacciones
hidrofobas, como también a través de vias covalentes que podrian incrementarse al
desdoblarse las proteinas. En este contexto, las formulaciones estabilizantes suelen ser
formulaciones con bases de polimeros, por ejemplo, una formulacién o sistema de
administracion de hidrogel biodegradable. Tal como ya se menciond, es bien conocida la
funcion fundamental que tiene el agua en la estructura, la funcién y la estabilidad de las
proteinas. Es caracteristico de las proteinas ser relativamente estables en estado sélido sin
volumen de agua. Sin embargo, las formulaciones terapéuticas sélidas de proteinas
pueden hidratarse si son almacenadas a niveles altos de humedad o durante la
administracién desde una composicién o dispositivo de liberacién prolongada.
Generalmente, cuanto mayor es la hidratacién, menor es la estabilidad de las proieinas.
El agua también puede tener una funcién significativa en la agregacién de proteinas
sélidas, por ejemplo, aumentando la flexibilidad proteinica, lo que mejora la accesibilidad
de los grupos reactivos, brindando una fase mévil a los reactivos y sirviendo de reactivo

en diversos procesos deletéreos, tales como la eliminacion beta y la hidrélisis.

Los preparados proteinicos mis inestables son los que contienen entre 6% y 28%
de agua. Por debajo de estos niveles, son bajos tanto la movilidad del agua ligada como
los movimientos internos de la proteina. Por encima de estos niveles, la movilidad del
agua y los movimientos de las protefnas se acercan a los de la hidratacién completa. Hasta
un punto, se ha observado en varios sistemas que el aumento de la hidratacién aumenta la
susceptibilidad a la agregacién de fase sélida. Sin embargo, a mayor cantidad de agus,
menor es la agregacién debido al efecto de dilucion.

De acuerdo con estos principios, un método eficaz para estabilizar los péptidos y
las proteinas de forma tal que no sufran agregacién en estado sdlido para que puedan ser
administrados por via mucosa consiste en controlar el contenido de agua en una

formulacién sélida y mantener la actividad del agua de la formulacién en niveles dptimos.
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Este nivel depende de la naturaleza de la proteina, pero, por lo general, las protefnas
mantenidas debajo de la cobertura acuosa "monocapa” tendrin més estabilidad en estado
s6lido.

La presente invencién brinda una variedad de aditivos, diluyentes, bases y
excipientes que controlan con eficacia el contenido de agua a fin de mejorar la estabilidad
de las proteinas. Estos reactivos y portadores, que son eficaces como antiagregantes,
pueden ser polimeros de funcionalidad distinta, como el polietilenglicol, el dextrano, el
dietilaminoetil dextrano y la celulosa carboximetilica, que aumentan significativamente la
estabilidad y reducen la agregacion en la fase s6lida de los péptidos y proteinas mezclados
o unidos. En algunos casos, la actividad o estabilidad fisica de las proteinas puede
también mejorarse mediante numerosos aditivos para soluciones acuosas de las drogas
peptidicas o protelnicos. Por ejemplo, pueden utilizarse los siguientes aditivos: polioles
(incluidos los azicares), aminodcidos, protefnas tales como el coldgeno y la gelatina, y

varias sales.

Ciertos aditivos, en particular los aziicares y otros po;ioles. otorgan, asimismo,
una estabilidad fisica significativa a las proteinas secas, por ejemplo, liofilizadas. Estos
aditivos también pueden utilizarse en el marco de la presente invencién para impedir la
agrepacién de las proteinas no s6lo durante la liofilizacién sino también durante el
almacenamiento en estado seco. Por ejemplo, la sacarosa y el Ficoll 70 (un polimero con
unidades de sacarosa) presentan, en ciertas condiciones, una importante proteccién contra
la agregacién peptidica o proteinica durante la incubaci6én en fase sélida. Estos aditivos
también pueden aumentar la estabilidad de las proteinas sélidas incluidas en matrices

poliméricas.

Existen otros aditivos, por ejemplo, la sacarosa, que estabilizan las proteinas e
impiden la agregacién en estado sélido en atmdsferas hiimedas a temperaturas altas, como
puede suceder en ciertas formulaciones de liberacion prolongada de la presente invencion.
Las proteinas como la gelatina o el coldgeno sirven asimismo como estabilizadores o
engrosantes que reducen la desnaturalizacién y la agregacién de proteinas inestables en
este contexto. Es posible incorporar estos aditivos en los procesos de fusién polimérica y
en las composiciones de la presente invencién. Por ejemplo, pueden prepararse

microparticulas polipeptidicas simplemente liofilizando o secando con spray una solucién
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que contenga diversos aditivos estabilizadores descritos anteriormente. De esta manera,
pueden obtenerse péptidos y proteinas no agregados de liberacion prolongada durante un
lapso extenso.

En la presente invencidn, se proporcionan numerosos componentes y métodos de
preparacion adicionales, asl como aditivos de formulacién especificos, que pueden
producir formulaciones para la administracién mucosa de péptidos y prote{nas con
tendencia a la agregacién, en las que los péptidos y proteinas se estabilizan en una forma
sustancialmente pura y no agregada utilizando un solvente. Esta invencién contempla una
gran cantidad de componentes y aditivos que pueden utilizarse en los métodos y las
formulaciones que se proponen. Entre otros, algunos de estos agentes solubilizantes
pueden ser los dimeros ligados de ciclodextrinas (CD), que fijan de manera selectiva las
cadenas laterales hidréfobas de los polipéptidos. Se ha descubierto que estos dimeros de
CD se unen a las placas hidréfobas de las proteinas de una manera en que inhiben
significativamente la agregacion. Esta inhibicion es selectiva con respecto al dimero de
CD y a la proteina implicada. Esta inhibicion selectiva de la agregacién proteinica
proporciona otras ventajas a los métodos y composiciones de administracién intranasal de
la invencion. Otros agentes que pueden emplearse en este contexto son los trimeros y
tetrameros de la CD con geometrias variables, controlados por los enlaces que bloquean
especificamente la agregacién de péptidos y protelnas. Asimismo, los agentes
solubilizantes y los métodos de solubilizacién que plantea incorporar la presente
invenciébn implican el uso de péptidos y miméticos peptidicos que bloguean
selectivamente las interacciones proteina-proteina. En un aspecto, la unidn especifica de
cadenas laterales hidréfobas que, segiin se informa, tienen los multimeros CD se extiende
a las proteinas a través del uso de péptidos y miméticos peptidicos que bloquean la
agregacion de las proteinas de manera similar. Se dispone de una gran cantidad de
métodos apropiados y antiagregantes que pueden ser incorporados en las composiciones y

los procedimientos de la presente invencidn.

Agentes y Métodos Modificadores de Carga y de Control del pH

Con el fin de mejorar las caracteristicas de transporte de los agentes
biolégicamente activos (incluso del péptido fijador al receptor de Y2, otros péptidos y
proteinas activos y los fiarmacos macromoleculares y micromoleculares) a fin de
conseguir una mejor absorcién a través de las barreras hidréfobas de las membranas
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mucosas, la invencién también proporciona técnicas y reactivos que modifican la carga de
los principios biolégicamente activos seleccionados o de los agentes que mejoran la
absorcién descriptos en la presente. En este aspecto, la permeabilidad relativa de las
macromoléculas por lo general se relaciona con sus coeficientes de particién. El grado de
ionizacion de las moléculas, que depende del pK, de la molécula y del pH de la superficie
de la membrana mucosa, también influye en la permeabilidad molecular. La penetracién
y la particién de los principios bioldgicamente activos, incluso del péptido fijador al
receptor de Y2 y de andlogos de la invencién para la administracién mucosa, se pueden
facililar alterando o extendiendo la carga del principio activo o del permeabilizante, lo
que se logra, por ejemplo, alterando los grupos funcionales cargados, modificando el pH
del excipiente o la solucién mediante la cual se administra el principio activo, o
efectuando una administracién conjunta de un reactivo que altera la carga o el pH con el

principio activo.

De acuerdo con estos conceptos generales, la administracién mucosa de las
especies macromoleculares cargadas, incluso del péptido fijador al receptor de Y2 y otros
péptidos y proteinas biolégicamente activos, dentro del marco de los métodos y las
composiciones de la invencién, mejora sustancialmente cuando el principio activo se
administra en la superficie mucosa en estado de carga sustancialmente no ionizada, o

carga eléctrica neutra.

La carga de un determinado péptido fijador al receptor de Y2 y de oftros
componentes peptidicos y protefnicos bioldgicamente activos de las formulaciones para la
via mucosa que propone la presente invencién serd modificada a fin de aumentar la
densidad de la carga positiva del péptido o de la proteina. Estas modificaciones también
se extienden a la cationizacién de los conjugados peptidicos y protefnicos, excipientes y
otras formas de administracién que se revelan en la presente. La cationizacién brinda un
medio conveniente de alterar las propiedades de biodistribucién y transporte de las
proteinas y las macromoléculas dentro del marco de la presente invencion. La
cationizacién se lleva a cabo de manera tal que quede sustancialmente conservada la
actividad biolégica del principio activo y se limiten los efectos secundarios
potencialmente adversos, entre los que se cuentan el daflo tisular y la toxicidad.

Agentes y Métodos Inhibidores de Enzimas Degradantes
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Otro excipiente que puede formar parte de una preparacién transmucosa es un
inhibidor de enzimas degradantes. Entre los complejos mucoadhesivos inhibidores de
enzimas y polimeros que son itiles para las formulaciones y los métodos de
administracidn mucosa de la presente invencidén se incluyen, sin estar limitados a la
siguiente enumeracion, los que siguen: Carboximetilcelulosa-pepstatina (con actividad
anti-pepsina); inhibidor (dcido poliacrilico)}-Bowman-Birk (antiquimotripsina); é4cido
poliacrilico-quimostatina (antiquimotripsina); 4cido poliacrilico-elastinal (antielastasa);
Carboximetilcelulosa-elastinal  (anticlastasa); policarbofil-clastinal (antielastasa);
Quitosan, antipaina (antitripsina); (4cido poliacrilico)-bacitracina (antiaminopeptidasa N);
Quitosan-EDTA (antiaminopeptidasa N, anticarboxipeptidasa A); Quitosan-EDTA-
antipafna (antitripsina, antiquimotripsina, antielastasa). Segin se detalla mds adelante,
determinadas realizaciones de la invencién pueden incorporar un nuevo derivado del
Quitosan o una nueva férmula del Quitosan modificada quimicamente. Uno de esos
derivados nuevos que propone utilizar la presente invencién se describe como un
polimero pB-[1-»4]-2-guanidino-2-desoxi-D-glucosa (poli-GuD).

Puede ser de utilidad emplear cualquier inhibidor que inhiba la actividad de una
enzima para proteger al/a los agente(s) biolégicamente activo(s) en las wmposiéiones y
los métodos de la invencion. Entre los inhibidores enziméticos que sirven para proteger
proteinas y péptidos bioldégicamente activos se incluyen, por ejemplo, los inhibidores de
la tripsina del poroto de soja, de la tripsina pancreatica, de la quimotripsina y de la
tripsina y la crimotripsina aisladas de los tubérculos de la papa (solanum tuberosum L.).
Los inhibidores pueden utilizarse en combinacién o mezclas. Entre otros inhibidores de
las enzimas proteoliticas que pueden utilizarse en el marco de la presente invencion se
incluyen el inhibidor de la enzima ovomucoide, el mesilato de gabaxato, la alfa-1-
antitripsina, la aprotinina, la amastatina, la bestatina, la puromicina, la bacitracina, la
leupepsina, alfa-2-macroglobulina, la pepstatina y el inhibidor de la tripsina de la clara de
huevo o del poroto de soja. Se pueden utilizar estos y otros inhibidores por separado o
combinados. Es posible incorporar el/los inhibidor(es) a un excipiente, por ejemplo, un
polimero hidréfilo, o ligarlos a él, cubriendo la superficie de la formulacién que entraréd en
contacto con la mucosa nasal, o incorpordndolo a la fase superficial de la superficie, en
combinacion con el principio bioldgicamente activo o en una formulaciéon administrada

por separado (por ejemplo, administrada con anterioridad).
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La cantidad de inhibidor, por ejemplo, de un inhibidor de la enzima proteolitica
que se puede incorporar a las composiciones de la invencién, varia segin (a) las
propiedades de cada inhibidor, (b) el nimero de grupos funcionales que contenga la
molécula (que pueden ser activados para introducir la insaturacién etilénica necesaria para
que sc produzca copolimerizacién con los monémeros que forman el hidrogel) y (c) el
nimero de grupos de lectinicos, tales como glucésidos, que estd presente en la molécula
del inhibidor. También puede variar segiin el principio activo especifico que se desee
administrar. En términos generales, una cantidad itil de un inhibidor enzimético varia
entre aproximadamente 0,1 mg/ml y aproximadamente 50 mg/ml, a menudo entre
aproximadamente 0,2 mg/ml y aproximadamente 25 mg/ml, y méds cominmente, entre
aproximadamente 0.5 mg/ml y 5 mg/ml de la formulacién (es decir, una formulacién
aislada del inhibidor de la proteasa o una formulacién que combine el inhibidor y el

principio bioldgicamente activo).

En el caso de la inhibicién de la tripsina, pueden seleccionarse los inhibidores
adecuados del siguiente grupo, entre otros: aprotinina, BBI, inhibidor de la tripsina del
poroto de soja, ovomucoide del pollo, ovoinhibidor del pollo, inhibidor de la tripsina
pancreética humana, camostat mesilato, inhibidores flavonoides, antipefna, leupeptina, p-
aminobenzamidina, AEBSF, TLCK (tosil lisina clorometilcetona). APMSF, DFP, PMSF
y derivados del poli(acrilato). En el caso de la inhibicién de la quimotripsina, se pueden
elegir inhibidores adecuados del siguiente grupo, entre otros: aprotinina, BBI, inhibidor
de la tripsina del poroto de soja, quimostatina, benciloxicarbonil-Pro-Fe-CHO, FK-448,
ovoinhibidor del pollo, complejos de 4cidos bifenilborénicos del azicar, DFP, PMSF, B-
fenil propionato, y derivados del poli(acrilato). En el caso de la inhibicién de la elastasa,
se pueden elegir inhibidores adecuados del siguiente grupo, entre otros: elastatinal,
metoxisuccinil-Ala-Ala-Pro-Val-clorometilcetona (MPCMK), BBI, inhibidor de la
tripsina del poroto de soja, ovoinhibidor del pollo, DFP y PMSF.

Se pueden elegir otros inhibidores enzimiticos para utilizar con la presente
invencion de un amplio grupo de inhibidores no proteinicos que varian en el grado de
potencia y toxicidad. Segln se detalla mds adelante, resulta fécil inmovilizar estos
agentes asociados a las matrices u otros excipientes, o elaborar andlogos modificados

quimicamente para reducir o aun eliminar los efectos toxicos, si es que estdn presentes.
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Dentro de este amplio grupo de inhibidores enzimdticos posibles para emplear en el
marco de la invencién pueden mencionarse los inhibidores 6érganofosforados, tales como
el diisopropilfluorofosfato (DFP) y el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), que son
inhibidores poderosos e irreversibles de las proteasas de la serina (por ejemplo, tripsina y
quimotripsina). La inhibicién de la acetilcolinaesterasa que agregan estos compuestos los
hace muy téxicos en las formulaciones no controladas. Otro inhibidor posible, el fluoruro
de 4-(2-Aminoetilo)-bencenosulfonilo (AEBSF), tiene una accidn inhibidora comparable
con la del DFP y del PMSF, pero es mucho menos téxico. El hidrocloruro de fluoruro del
(4-Aminofenil)-metanosulfonilo (APMSF) es otro potente inhibidor de la tripsina, pero
resuita t6xico en formulaciones no controladas. A diferencia de estos inhibidores, el 4-(4-
isopropilpiperidinocarbonil)fenil 1,2,3,4,-tetrahidro-1-naftoato metanosulfonato (FK-448)
es una sustancia de escasa toxicidad que es un inhibidor potente y especifico de la
quimotripsina. Otros representantes de este grupo de inhibidores no proteinicos, que
también muestran bajo riesgo de toxicidad, son el camostat-mesilato [Fenilacetato Metan-
Sulfonato de (NN’ - dimetil carbamoilmetil-p’-(p-guanidino-benzoiloxi)].

Otro tipo de inhibidor enzimético que puede formar parte de los métodos y
composiciones de la presente invencion son los aminodcidos y los aminodcidos
modificados que interfieren en la degradacién enzimidtica de determinados compuestos
farmacoldgicos. Dentro de este contexto, los aminodcidos y aminodcidos modificados no
son sustancialmente tdxicos y se pueden producir a bajo costo. Sin embargo, debido al
pequefio tamafio de su molécula y a la buena solubilidad. se diluyen y absorben con
facilidad en medios mucosos. No obstante, en condiciones adecuadas, los aminoicidos
pueden actuar como inhibidores enzimdticos competitivos y reversibles de la proteasa.
Ciertos aminoicidos modificados pueden mostrar una actividad inhibidora mucho més
intensa. El aminodcido modificado deseado en este contexto se conoce como un inhibidor
en “estado de transicién”. La intensa actividad inhibidora de estos compuestos se basa en
la similitud estructural que tienen respecto del sustrato en la geometria del estado de
transicién, si bien por lo general son elegidos porque tiene una afinidad mucho mayor por
el sitio activo de una enzima que el sustrato mismo. Los inhibidores en estado de
transicion son inhibidores competitivos y reversibles. Entre otros, esta clase de
inhibidores pueden ser los derivados de #dcido a-aminoborbnico, tales como la
boroleucina, la borovalina y la boroalanina. El étomo de boro que contienen estos

derivados puede formar un i6n del boronato tetrahedro que, segln se cree, sc asemeja al
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estado de transicién de los péptidos durante la hidrdlisis a la que los someten las
aminopeptidasas. Estos derivados de aminodcidos son inhibidores potentes y reversibles
de las aminopeptidasas y se informa que la boroleucina supera a la bestatina mds de 100
veces en cuanto a la eficacia inhibitoria enzimética y a la puromicina en més de 1000
veces. Otro aminodcido modificado que, segiin se ha informado, tiene una intensa
actividad inhibidora de la proteasa, es la N-acetilcisteina, que inhibe la actividad
enzimdtica de la aminopeptidasa N. Este agente asociado también tiene propiedades
mucoliticas que se pueden emplear dentro de los métodos y composiciones de la

invencion para reducir los efectos de la barrera de propagacién de la mucosidad.

También es posible emplear otros inhibidores enziméticos del grupo de
inhibidores enziméticos peptidicos y peptidicos modificados para utilizar con los métodos
de administracién conjunta y las formulaciones combinadas de la invencién. Un
representante importante de esta clase de inhibidores es el dodecapéptido ciclico, la
bacitracina, que se obtiene del Bacillus licheniformis. Ademés de estos tipos de péptidos,
ciertos dipéptidos y tripéptidos muestran una actividad inhibidora débil e inespecifica de
algunas proteasas. Por analogfa con los aminodcidos, la actividad inhibidora que
presentan se puede mejorar mediante modificaciones quimicas. Por ejemplo, los andlogos
del dipéptido del Acido fosfinico también son inhibidores en “estado de transicién” con
una intensa actividad inhibidora de las aminopeptidasas. Se ha informado que han sido
utilizados para estabilizar la leucina encefalina administrada por via nasal. Otro ejemplo
de anilogos en estado de transicién es ¢l de la pepstatina pentapéptida modificada, que es
un inhibidor muy potente de la pepsina. El andlisis estructural de la pepstatina, efectuado
mediante pruebas de la actividad inhibidora de varios andlogos sintéticos, revel$ las
principales caracteristicas de la funcién estructural de la molécula que es responsable de
la actividad inhibidora. Otro tipo especial de péptido modificado son los inhibidores que
tienen una funcién de aldehido ubicada en una terminal de la estructura del péptido. Por
ejemplo, se ha encontrado que la secuencia benciloxicarbonil-Pro-Fe-CHO, que cumple
con los requisitos primarios y secundarios de especificidad conocidos de la quimotripsina,
es un potente inhibidor reversible de esta proteinasa. Las estructuras quimicas de otros
inhibidores que contienen una funcién de aldehido ubicade en una terminal, por ejemplo,
la antipaina, leupeptina, quimostatina y elastatinal, también son bien conocidos en
farmacologia, como lo son las estructuras de otros inhibidores peptidicos modificados

reversibles, tales como la fosforamidona, bestatina, puromicina y amastatina.
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Debido a que la masa molecular es alta en comparacién, los inhibidores
polipeptidicos de la proteasa son més receptivos que los compuestos mas pequefios a las
formulaciones concentradas en una matriz de excipientes farmacolégicos. Otros
inhibidores de la proteasa que pueden emplearse en las formulaciones y los métodos de la
invencion son los complejantes. Los complejantes intervienen en la inhibicién enzimética
privando al medio intranasal (0 composicion de preparacién o farmacolégica) de los
cationes divalentes, que son cofactores de muchas proteasas. Por ejemplo, los
complejantes EDTA y DTPA agregados conjuntamente o en combinacién, en la
concentracién adecuada, son suficientes para inhibir las proteasas seleccionades y, por
ende, para mejorar la absorcién intranasal de los principios biolégicamente activos de
acuerdo con la invencién. Otros representanies de esta clase de inhibidores son los
siguientes: EGTA, 1,10-fenantrolina e hidroxiquinolina. Ademds, debido a la tendencia a
quelar los cationes divalentes, estos complejantes y otros de su tipo son de utilidad en el

marco de la invencién como promotores directos de la absorcién.

Tal como se menciona més detalladamente en otro pérrafo de la presente, también
se contempla emplear diversos polimeros, en particular los polfmeros mucoadhesivos,
como inhibidores enziméticos en los métodos y composiciones de la formulacién
combinada y/o multiprocesada y la administracién conjunta de la invencién. Por gjemplo,
los derivados del poliacrilato, tales como el dcido poliacrilico y el policarbéfilo, pueden
influir en la actividad de diversas proteasas, por ejemplo, de la tripsina y la quimotripsina.
El efecto inhibidor de estos polimeros también puede basarse en la complejidad de los
cationes divalentes, iales como Ca®* y Zn?*. Ademis, se contempla que estos polimeros
puedan servir como socios o portadores conjugados de otros inhibidores enzimdticos,
como ya se ha descrito en pérrafos anteriores. Por ejemplo, se ha elaborado un conjugado
de Quitosan y EDTA que es de utilidad en el marco de la invencidn y que tiene un fuerte
efecto inhibidor de la actividad enzimética de las proteasas dependientes del zinc. No se
espera que se vean muy comprometidas las propiedades mucoadhesivas de los polimeros
por la adhesién de otros inhibidores enzimiticos en este contexto, ni se espera que
disminuya la utilidad general de dichos polimeros empleados como excipientes de los
principios biolégicamente activos en el marco de la presente invencion. Por el contrario,
la menor distancia que media entre el excipiente y la superficic mucosa que consigue el

mecanismo mucoadhesivo minimizard el metabolismo presistémico del principio activo,
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mientras que los inhibidores enziméticos de fijacién covalente permanecen concentrados
en el lugar de administracién del firmaco, por lo que también se minimizan los efectos
indeseados de dilucion que pueden causar los inhibidores, como también los efectos
toxicos y otros efectos secundarios. De esta manera, es posible reducir la cantidad eficaz
de los inhibidores enziméticos en administracion conjunta debido a que se anulan los
efectos de dilucién.

Entre los complejos mucoadhesivos que son inhibidores enzimdticos y
poliméricos que pueden formar parte de las formulaciones y los métodos de
administracién mucosa que propone la presente invencién se incluyen, entre otros:
Carboximetilcelulosa-pepstatina (con actividad antipepsina); inhibidor acido poliacrilico-
Bowman-Birk (antiquimotripsina); é4cido poliacrilico-quimostatina (antiquimotripsina);
acido poliacrilico-elastinal (anticlastasa); Carboximetilcelulosa-elastinal (antielastasa);
Policarbéfilo-elastinal (anticlastasa); Quitosan-antipafna (antitripsina); dcido poliacrilico-
bacitracina (antiaminopeptidasa N); Quitosan-EDTA (antiaminopeptidasa N, anti-
carboxipeptidasa A); Quitosan-EDTA-antipafna (antitripsina, antiquimotripsina,

antielastasa).

Métodos y Agentes Mucoliticos y Liberadores de Mucus

La administracién eficaz de los agentes bioterapéuticos por via intranasal debe
considerar que el porcentaje de la droga que se transporta se ve disminuido por la capa de
mucosidad protectora que recubre a la mucosa nasal, ademds de que disminuye la
cantidad de farmaco porque se une a glucoproteinas de la capa mucosa. La mucosidad
normal es una sustancia viscoelastica con apariencia de gel que estd compuesta de agua,
electrolitos, mucinas, macromoléculas y células epiteliales de desecho. Esta mucosidad
tiene como funcién principal actuar como un cobertor citoprotector y lubricante de los
tejidos mucosos subyacentes. La mucosidad es segregada por células secretoras
distribuidas al azar que se encuentran en el epitelio nasal y en otros epitelios mucosos. La
unidad estructural de la mucosidad es la mucina. Esta glucoproteina es la principal
responsable de la naturaleza viscoeléstica de la mucosidad, aunque otras macromoliéculas
también pueden contribuir con esta caracteristica. En la mucosidad de las vias
respiratorias, esas macromoléculas son las siguientes: IgA (Inmunoglobulina A), IgM

(Inmunoglobulina M), IgE (Inmunogiobulina E) de secrecién local, lisozima y
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broncotransfetrina, que también tienen un papel importante en los mecanismos de defensa
del huésped.

Los métodos de administracién conjunta de la presente invencién incorporan
opcionalmente mucoliticos o agentes liberadores del mucus eficaces, que sirven para
degradar, diluir o eliminar la mucosidad de las superficies mucosas intranasales a fin de
facilitar la absorcién de los firmacos bioterapéuticos administrados por via intranasal. En
el marco de estos métodos, un mucolitico o agente liberador del mucus se administran
conjuntamente como un compuesto adicional para aumentar la absorcion intranasal del
principio biolégicamente activo. Otra posibilidad serla incorporar una cantidad eficaz de
un mucolitico como agente de procesamiento en un método de multiprocesamiento de la
presente invencién, o como un aditivo dentro de una formulacién combinatoria de la
invencion, a fin de brindar una formulacién mejorada que aumente la absorci6én intranasal
de los compuestos bioterapéuticos reduciendo los efectos de barrera de la mucosidad

intranasal.

Se dispone de distintos mucoliticos o agentes liberadores de mucus que pueden ser
incorporados a los métodos y las composiciones de la invencién. Los mucoliticos y
agentes liberadores de mucus suelen clasificarse segiin su mecanismo de accién en los
siguientes grupos: proteasas (por ejemplo, pronasa, papaina) que escinden el nicleo
proteinico de las glucoproteinas mucinicas; los compuestos de sulfidrilo que separan las
uniones disulfuro de mucoproteinas; y los detergentes (ej., Triton X-100, Tween 20) que
destruyen los enlaces no covalentes dentro de la mucosidad. Otros compuestos que
pueden emplearse en este contexto son, sin limitarse a la siguiente enumeracion, las sales
biliares y los surfactantes, por ejemplo, el desoxicolato sddico, el taurodesoxicolato
sddico, el glucocolato sddico y la lisofosfatidilcolina.

La eficacia de las sales biliares para provocar la degradacién estructural de la
mucosidad sigue el orden desoxicolato > taurocolato > glucocolato. Otros agentes
eficaces en reducir la viscosidad o la adhesién de la mucosidad a fin de aumentar la
administracion intranasal de acuerdo con los métodos de la invencién son, por ejemplo,
los 4cidos grasos de cadena corta y los agentes mucoliticos que funcionan por quelacion,

como los péptidos de N-acilcoldgeno, los 4cidos biliares y las saponinas (estas dltimas
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funcionan en parte quelando el Ca** y/o el Mg®*, que tienen un papel importante en el

mantenimiento de la estructura de la capa mucosa).

Otros mucoliticos que pueden ser utilizados en los métodos y las composiciones
de la presente invencién son la N-acetil-L-cisteina (ACS), mucolitico muy potente que
reduce tanto la viscosidad como la adhesién de la mucosidad broncopulmonar y que,
segin se informa, provoca un aumento escaso de la biodisponibilidad nasal de la hormona
de crecimiento humana en ratas anestesiadas (desde 7,5 hasta 12,2%). Estos y otros
agentes mucoliticos y agentes liberadores de mucus entran en contacto con la mucosa
nasal, generalmente a una concentracién que varia de alrededor de 0.2 a 20 mM,
conjuntamente con la administracién de los principios biolégicamente activos, para
reducir la viscosidad y/o la elasticidad polar de la mucosidad intranasal.

Se pueden elegir otros mucoliticos o agentes liberadores de mucosidad dentro de
una variedad de enzimas glucosidasas, que son capaces de escindir las uniones de
glucdsidos dentro de la glucoproteina mucosa. La a-amilasa y B-amilasa representan esta
clase de enzimas, aunque su efecto mucolitico probablemente sea limitado. Por el
contrario, las glucosidasas bacterianas permiten que estos microorganismos penetren las
capas mucosas de sus huéspedes.

En combinacién con la mayoria de los principios biolégicamente activos dentro
del marco de la invencidn, entre ellos, firmacos peptidicos y protefnicos, también se
suelen utilizar detergentes no ionogénicos como mucoliticos o liberadores de mucus. Es
caracteristico que estos agentes no modifiquen ni afecten sustancialmente la accién de los

firmacos polipeptidicos.

Métodos y Agentes Cilioestiiticos

Debido a que la capacidad de autolimpieza de algunos tejidos mucosos (por
ejemplo, los tejidos mucosos nasales) por medio de la depuracién mucociliar es necesaria
como funcién protectora (por ejemplo, para eliminar polvo, alérgenos y bacterias), en
general se considera que esta funcién no deberia verse afectada sustancialmente por los
medicamentos administrados por via mucosa. El transporte mucociliar por el tracto
respiratorio es un mecanismo de defensa particularmente importante contra las

infecciones. Para lcgrar esta funci6n, el batido ciliar en las vias nasales y respiratorias
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mueve una capa de mucosidad a lo largo de la mucosa para remover particulas y

microorganismos que hayan sido inhalados.

Los agentes cilioestdticos son de utilidad dentro de los métodos y composiciones
de la invencion porque aumentan el tiempo de permanencia de los péptidos fijadores al
receptor de Y2 administrados por via mucosa (por ejemplo, intranasal), de anilogos y
miméticos, y de otros principios biolédgicamente activos que se describen en la presente
invencién. En particular la administracién de estos agentes mediante los métodos y las
composiciones de la invencién aumenta significativamente, en ciertos aspectos, gracias a
una administracién conjunta o formulacién combinatoria de uno o mas agentes
cilioestiticos que inhiben de modo reversible la actividad ciliar de las células mu.cosas, a
fin de causar un aumento provisorio y reversible del tiempo de permanencia del/de los
principio(s) activo(s) administrado(s) por via mucosa. En estos aspectos de la invencién,
todos los factores cilioestdticos mencionados, sean de actividad especifica o indirecta,
pueden ser utilizados con éxito como agentes cilioestiticos en cantidades adecuadas (de
acuerdo con la concentracidn, la duracién y el modo de administracién) de modo que
produzcan una reduccién o interrupcién transitoria (es decir, reversible) de la depuracién
mucociliar en el sitio mucoso de administracién a fin de mejorar la absorcion del péptido
fijador al receptor de Y2, de andlogos y miméticos, y de otros principios biolégicamente
activos descritos en la presente, sin efectos adversos inaceptables.

En aspectos més detallados, se utiliza un agente cilioestatico especifico en una
formulaciéon combinada o protocolo de administracién conjunta con una o mds proteinas
del péptido fijador al receptor de Y2, de anilogos y de miméticos, u otros principios
biolégicamente activos descriptos en la presente. Podrlan emplearse en estas
realizaciones de la invencidn diversos factores ciliostdticos bacterianos aislados y
caracterizados en la bibliografia. Los factores ciliostiticos de la bacteria Pseudomonas
aeruginosa son, entre otros, un derivado de la fenacina, un pio compuesto (2-alquilo-4-
hidroxiquinolinas), y un ramnolipido (también denominado “hemolisina™). El pio
compuesto genera cilioestasis cuando se emplean concentraciones de 50 pg/ml sin
lesiones ultraestructurales obvias. El derivado de la fenacina también inhibe la motilidad
ciliar pero causa algunas alteraciones membranosas, aunque en concentraciones
sustanciaimente muy superiores a los 400 pg/ml. La exposicién limitada de los explantes
traqueales al ramnolfpido provocéd cilioestasis, que estd asociada a la alteracién de las
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membranas ciliares. La exposicion mis prolongada al ramnolfpido est4 asociada a la

eliminacién de los brazos de dineina de los axonemas.

Agentes y Métodos Surfactantes

En aspectos mas detallados de la presente invencién, es posible agregar agentes
que mejoran la penetracién de la membrana a un método o una formulacién de
administracién mucosa propuesto por la presente invencién a fin de aumentar la
administracién por via mucosa de las protefnas, andlogos y miméticos del péptido fijador
al receptor de Y2, y otros principios bioldgicamente activos que se describen en la
presente. Los agentes que aumentan la penetracién de la membrana en este contexto se
pueden elegir del siguiente grupo: (i) un surfactante, (ii) una sal biliar, (ii) un aditivo
fosfolipidico, una micela mezclada, un liposoma o un portador, (iii) un alcohol, (iv) una
enamina, (v) un compuesto donante de NO (vi) una molécula anfipética de cadena larga
(vii) un intensificador hidrofobo pequeflo de penetracion; (viii) sodio o un derivado del
dcido salicflico; (ix) un glicerol éster de dcido acetoacético (x) un derivado de la
ciclodextrina o beta-ciclodextrina (xi) un dcido graso de cadena media, (xii) un quelante,
(xiii) un aminodcido o sal aminodcida, (xiv) un N-acetilaminodcido o una sal de N-
acetilaminodcido, (xv) una enzima degradante de un determinado componente de la
membrana, (ix) un inhibidor de la sintesis de dcidos grasos, o (x) un inhibidor de la
sintesis del colesterol; o (xi) cualquier combinacién de los agentes que aumentan la

penetracién de la membrana enumerados anteriormente en (i)-(x).

Ciertos agentes surfactantes estdn ya incorporados en los métodos y las
formulaciones de administracién mucosa de la invencién como agentes que aumentan la
absorcién por via mucosa. Estos agentes, que podrian ser administrados conjuntamente o
formulados en combinacién con las proteinas del péptido fijador al receptor de Y2, sus
andlogos y miméticos, y otros principios biologicamente activos descritos en la presente
podrian ser elegidos de un amplio grupo de surfactantes conocidos. Los surfactantes
generalmente se dividen en tres clases: (1) éteres de polioxietileno no iénicos; (2) sales
biliares, tales como el glucocolato sédico (SGC) y el deoxicolato (DOC); y (3) derivados
del &cido fusidico, tales como el taurodihidrofusidato sédico (STDHF). El mecanismo de
accion de estas diversas clases de surfactantes generalmente incluye la solubilizacién del
principio biolégicamente activo. En cuanto a las proteinas y los péptidos que suelen

formar agregados, las propiedades tensioactivas de estos promotores de la absorcion
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pueden permitir interacciones con proteinas de modo tal que unidades pequeiias, como ser
los monémeros revestidos de surfactante, sean mantenidos en solucién con mas facilidad.
Otros ejemplos de surfactantes son didecanoilato de L-Alfa-fosfatidilcolina (DDPC),
polisorbato 80 y polisorbato 20. Estos monémeros son. seglin se cree, mas unidades de
transporte que agregados. Un segundo mecanismo potencial es la proteccion del péptido
o de la protefna de la degradacién proteolitica que efectian las proteasas en el medio
mucoso. Segln se informa, tanto las sales biliares como algunos derivados del acido
fusidico inhiben la degradacién proteolitica de las protefnas que efectian los
homogeneizados nasales en concentraciones menores o equivalentes a aquéllas requeridas
para aumentar la absorcién de proteinas. Esta inhibicién de la proteasa podria ser
especialmente importante para los péptidos que tienen vida media bioldgica corta.

Enzimas Degradantes ¢ Inhibidores de Acidos Grasos y de Ia Sintesis del Colesterol
En aspectos relacionados con la invencidn, las proteinas del péptido fijador al
receptor de Y2 y sus andlogos y miméticos, y otros principios biolégicamente activos para
la administracién por via mucosa se formulan o administran conjuntamente con un agente
que aumenta la penetracion tomado de una enzima degradante, o con un estimulador del
metabolismo o inhibidor de la sintesis de dcidos grasos, esteroles u otros componentes de
la barrera epitelial, Patente de EE.UU. 6.190.894. Por ejemplo, las enzimas degradantes,
tales como la fosfolipasa, hialuronidasa, neuraminidasa y condroitinasa, pueden ser
empleadas para aumentar la penetracién por via mucosa de las proteinas del péptido
fijador al receptor de Y2, de sus andlogos y miméticos, y de otros principios
biolégicamente activos sin causar un dafio irreversible a la barrera mucosa. En una
realizacién, la condroitinasa se utiliza en un método o una composicion como se describe
en la presente para alterar los componentes glucoprotefnicos o glucolipidicos de la barrera
de permeabilidad de la mucosa, por lo que aumenta la absorcién por via mucosa de las
proteinas del péptido fijador al receptor de Y2, de sus anélogos y miméticos, y de otros

principios biolégicamente activos descritos en la presente.

Con respecto a los inhibidores de la sintesis de los componentes de la barrera
mucosa, se observa que los 4cidos grasos libres representan un 20-25% de los lipidos
epiteliales por peso. Dos enzimas que limitan la velocidad de la biosintesis de los dcidos
grasos libres son la acetil CoA carboxilasa y la sintetasa de icidos grasos. A través de
una serie de pasos, los dcidos grasos libres se metabolizan a fosfolipidos. Asi, los
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inhibidores de la sintesis y el metabolismo de é4cidos grasos libres que pueden utilizarse
en los métodos y las composiciones de la presente invencién son, sin estar limitados a la
siguiente enumeracion, inhibidores de la acetil CoA carboxilasa, tales como el 4cido 5-
tetradeciloxi-2-furancarboxilico (TOFA); inhibidores de la sintetasa de dcidos grasos;
inhibidores de la fosfolipasa A, tales como la gomisina A, el écido 2-(p-
amilcinamil)amino-4-clorobenzoico, el bromuro de bromofenacilo, monoalide, icido 7,7-
dimetil-5,8-eicosadienoico, nicergolina, cefarantina, nicardipina, quercetina, el dibutiril-
AMP cliclico, el R-24571, la N-oleoiletanolamina, la N-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-il)
fosfatidil serina, la ciclosporina A, los anestésicos tdpicos, entre los que se cuentan la
dibucaina, la prenilamina, los retinoides, tales como 4cido transrretinoico y dcido 13-cis-
retinoico, W-7, trifluoperazina, R-24571 (calmidazolium), 1-hexadocil-3-trifluoroetil
glicero-sn-2-fosfomentol (MJ33); los bloqueantes de los canales del caicio, como la
nicardipina, verapamil, diltiazem, nifedipina y nimodipina; los antipaliidicos, por ejemplo,
quinacrina, mepacrina, cloroquina y hidroxicloroquina; los betabloqueantes, como
propranalol y labetalol; los antagonistas de calmodulina; EGTA; timerosal; los
glucocorticoesteroides, como dexametasona y prednisolona; y los AINE por ejemplo,

indometacina y naproxeno.

Los esteroles libres, principalmente el colesterol, representan un 20-25% de los
lipidos epiteliales por peso. La enzima que limita la velocidad de biosintesis del
colesterol es la 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG) CoA reductasa. Los inhibidor'es de la
sintesis del colesterol que pueden ser utilizados en los métodos y las composiciones de la
presente invencién son, sin estar limitados a la siguiente enumeracién, inhibidores
competitivos de la (HMG) CoA reductasa, tales como la simvastatina, la lovastatina, la
fluindostatin (fluvastatina), la pravastatina, la mevastatina, asi como otros inhibidores de
la HMG CoA reductasa, tales como el oleato de colesterol, el sulfato y el fosfato de
colesterol, y los esteroles oxigenados, tales como 25-OH- colesterol y 26-OH-colesterol;
inhibidores de la escualeno-sintetasa; inhibidores de la escualeno- epoxidasa; inhibidores
de la DELTA7 o DELTA24 reductasas, tales como 22,25-diazacolesterol, 20,25-
diazacolesterol, AY9944 y triparanol.

Cada uno de los inhibidores de la sintesis de dcidos grasos o los inhibidores de la
sintesis de esteroles puede ser administrado en conjunto o formularse en combinacion con

una o mas protefnas del péptido fijador al receptor de Y2, sus andlogos y miméticos, y
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otros principios biolégicamente activos que se describen en la presente a fin de aumentar
la penetracidn epitelial del/ de los principio(s) activo(s). Un margen de concentracién
eficaz del inhibidor del esterol en una formulacién farmacoldgica o asociada para la
administracién por via mucosa estd aproximadamente entre 0,0001% y aproximadamente
20% por peso del total, con més frecuencia entre aproximadamente 0,01% vy
aproximadamente 5%.

Donantes y Métodos de Monéxido de Nitrégeno

En otros aspectos relacionados de la invencion, se elige un donante de mondxido
de nitrégeno (NO) como agente mejorador de la penetracién por membrana a fin de
mejorar la absorcién mucosa de una o mas proteinas del péptido fijador al receptor de Y2,
de sus andlogos y miméticos, y otros principios biolégicamente activos que se describen
en la presente. Son varios los donantes de NO conocidos que son de utilidad en
concentraciones eficaces para los métodos y las formulaciones de la invencién. Entre
otros, los donantes de NO pueden ser, sin estar limitados a la siguiente enumeracién, la
nitroglicerina, el nitroprusiato, NOCS [3-(2-hidroxi-1-(metil-etil)-2-nitrosohidrazino)-1-
propanamina], NOC12 [N-etil-2-(1-etil-hidroxi-2-nitrosohidrazino)-etanamina], SNAP
[S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina], NORI y NOR4. Dentro del marco de los métodos
y las composiciones de la presente invencion, se administra conjuntamente una cantidad
eficaz de un donante NO o se formula en combinacién con una o més proteinas del
péptido fijador al receptor de Y2, de sus andlogos y miméticos, y/u otros principios
biolégicamente activos que se describen en la presente que atraviesen o penetren el

epitelio mucoso.

Agentes que Modulan Ia Estructura y/o Fisiologia de la Unién Epitelial

La presente invencién brinda una composicion farmacéutica que contiene una o
mds proteinas del péptido fijador al receptor de Y2, de sus andlogos y miméticos, y/u
otros principios biolégicamente activos en combinacién con los agentes que mejoran la
absorcién mucosa que se describen en la presente y que se formularon en un preparado

farmacéutico para la administracién mucosa.

El agente permeabilizante provoca un aumento reversible del transporte
paracelular del epitelio mucoso, generalmente modulando la estructura y/o fisiologia de la

unién epitelial en la superficie del epitelio mucoso del individuo. Este efecto
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generalmente implica que el permeabilizante inhibe el enlace homotipico o heterotipico
entre las proteinas adhesivas de la membrana epitelial de las células epiteliales vecinas.
Las proteinas blanco cuyo enlace homotipico o heterotipico serd bloqueado se pueden
elegir de diversas moléculas de unién adhesiva relacionadas (JAM, del inglés junctional

adhesion molecule), ocludinas o claudinas.

En otras realizaciones detalladas, la invencién brinda péptidos permeabilizantes y
andlogos y miméticos peptidicos que mejoran el transporte paracelular en el epitelio
mucoso. Los péptidos del individuo y los andlogos y miméticos peptidicos generalmente
actian en las composiciones y los métodos de la invencién modulando las estructuras y/o
la fisiologia de unién epitelial de los mamiferos. En determinadas realizaciones, los
péptidos y los andlogos y miméticos peptidicos inhiben eficazmente el enlace homotipico
y/o heterotipico de una proteina adhesiva de la membrana epitelial seleccionada de una
molécula de unién adhesiva (JAM), ocludina o claudina.

Un agente que ha sido muy estudiado es la toxina bacteriana de Vibrio cholerae
denominada “zona occludens toxin” (ZOT). Esta toxina media el aumento de la
permeabilidad de la mucosa intestinal y causa sintomas como la diarrea en los individuos
infectados. Fasano et al, Proc. Nai. Acad. Sci., U.S.A., 8:5242-5246 (1991). Cuando se
probé en la mucosa ileal de un conejo, la ZOT aumenté la permeabilidad intestinal
modulando la estructura de uniones intercelulares estrechas. Mids recientemente, se ha
descubierto que la ZOT ¢s capaz de efectuar una apertura reversible de las uniones
estrechas de la mucosa intestinal. También se ha informado que la ZOT es capaz de
efectuar una apertura reversible de las uniones estrechas de la mucosa nasal. Pat de
EE.UU. No. 5.908.825.

En el marco de los métodos y las composiciones de la presente invencion, la ZOT,
as{ como diversos andlogos y miméticos de la ZOT que actian como agonistas o
antagonistas de la actividad de la ZOT, es de utilidad para aumentar la absorcion
intranasal de los principios biolégicamente activos aumentando la absorcién paracelular
dentro de la mucosa nasal y a través de ella. En este contexto, es caracteristico que la
ZOT actie causando una reorganizacién estructural de las uniones estrechas que tiene
como caracter{stica la alteracion de la ubicacién de la proteina de unién ZO1. En estos

aspectos de la invencién, la ZOT se administra en conjunto o se formula en combinacién
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con los principios biolégicamente activos en una cantidad eficaz que genere una
absorcién significativamente mejor del principio activo, causando un aumento reversible

de la permeabilidad de la mucosa nasal sin provocar efectos adversos sustanciales.

Métodos y Agentes Vasodilatadores

Otra clase de agentes promotores de la absorcién que es beneficioso para la
administracion conjunta y la formulacion combinada de los métodos y las composiciones
de la presente invencidn son los compuestos vasoactivos, mis especificamente los
vasodilatadores. Estos compuestos actian en el marco de la presente invencién
modulando la estructura y la fisiologia de la vasculatura submucosa, y aumentan la
velocidad de transporte del péptido fijador al receptor de Y2, y de sus analogos y
miméticos, y de otros principios bioldgicamente activos dentro o & través del epitelio
mucoso y/o de los compartimientos o tejidos objetivo (por ejemplo, la circulacién general

o el sistema nervioso central) y a través de ellos.

Es caracteristico que los vasodilatadores que pueden emplearse con la presente
invencién relajen vasos sanguineos de la submucosa sea disminuyendo el calcio
citopldsmico, aumentando el mondxido de nitrégeno (NO) o inhibiendo la quinasa de
miosina de cadena ligera. En general, se dividen en 9 clases: antagonistas del calcio,
abridores de los canales del potasio, inhibidores de la ACE, antagonistas de los receptores
de angiotensina —1I, antagonistas de los receptores a-adrenérgicos e imidazol, agonistas

p1-adrenérgicos, inhibidores de la fosfodiesterasa, eicosanoides y donantes NO.

A pesar de las diferencias quimicas, las propiedades farmacocinéticas de los
antagonistas del calcio son similares. Tienen una alta absorcidn dentro de la circulacién
general y, por ende, son metabolizados casi en su totalidad en el primer pasaje por el
higado, por lo que la farmacocinética depende de cada individuo. A excepcién de los
farmacos nuevos del tipo dihidropiridina (amlodipina, felodipina, isradipina, nilvadipina,
nisoldipina y nitrendipina), los antagonistas del calcio tienen vida media corta. Por lo
tanto, a fin de mantener una concentracion eficaz de muchos de estos farmacos, podria ser
necesario administrar varias dosis o emplear formulaciones de liberacién controlada,
como se describe en otro pérrafo de la presente. El tratamiento con minoxidil, que abre
los canales del potasio, también podria estar limitado en el modo y en el nivel de
administracién debido a que puede tener efectos adversos.
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Los inhibidores de la ACE impiden que la angiotensina I se convierta en
angiotensina II y son mas eficaces cuando aumenta la produccién de renina. Puesto que
la ACE es idéntica a la quininasa-II, que deja inactiva la bradiquinina, potente
vasodilatadora endégena, la inhibicion de la ACE reduce la degradacién de la
bradiquinina. Los inhibidores de la ACE tienen la ventaja adicional de que son
cardioprotectores y cardiorreparadores, ya que previenen y revierten la fibrosis cardiaca y
la hipertrofia ventricular en los modelos de animales. La via de eliminacién renal es la
predominante de la mayorfa de los inhibidores de la ACE. Por lo tanto, la insuficiencia
renal esté asociada a una menor eliminacién, por lo que se recomienda reducir la dosis de
25% a 50% para los pacientes que padecen insuficiencia renal moderada a grave.

Con respecto a los donantes NO, estos compuestos son particularmente (tiles en el
marco de la presente invencién debido a que tienen otros efectos sobre la permeabilidad
de las mucosa. Ademsis de los donantes NO indicados anteriormente, los complejos de
NO y nucle6filos, denominados “NO/nucleéfilos” o “NONOatos”, liberan el NO de
manera espontinea y no enzimética cuando se disuelven en una solucién acuosa de pH
fisiolégico. Por el contrario, los nitro-vasodilatadores, tales como la nitroglicerina,
requieren una actividad enzimitica especifica para liberar NO. Los NONOatos liberan
NO con una estequiometria definida y a una velocidad previsible que va desde <3 minutos
en el caso de la dietilamina/NO a aproximadamente 20 horas en la dietilentriamina/NO
(DETANO).

En ciertos métodos y composiciones de la presente invencién, un vasodilatador
determinado se administra conjuntamente (por ejemplo, por via general o intranasal,
simultdneamente o en una combinacién temporal eficaz) o se formula en combinacién con
uno o més péptidos fijadores al receptor de Y2, o con sus andlogos y miméticos, y otro/s
principio/s biolégicamente activo/s en una cantidad que aumente la absorcién mucosa
del/de los principios/s activo/s a fin de que llegue a un determinado compartimiento o
tejido en el individuo (por ejemplo, el higado, la vena porta hepética, tejido o fluido del
SNC, o plasma sanguineo).

Métodos y Agentes que Mejoran el Transporte Selectivo

6/
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Las composiciones y los métodos de administracion de la invencion pueden
incorporar un agente que mejore el transporte selectivo, que facilita el transporte de uno o
més principios bioldgicamente activos. Estos agentes que mejoran el transporte pueden
ser empleados en una formulacién combinatoria 0 de un protocolo de administracién
conjunta con una o mds de las proteinas del péptido fijador al receptor de Y2, de sus
andlogos y miméticos que se describen en la presente, con el fin de aumentar
conjuntamente la absorcidn de uno o més principio/s biolégicamente activo/s a través de
las barreras de transporte mucoso, a fin de mejorar la absorcién del principio activo para
que llegue a un determinado tejido o compartimiento en el individuo (por ejemplo, el
epitelio mucoso, el higado, los tejidos o fluidos del SNC, o el plasma sanguineo). Otra
posibilidad serfa emplear estos agentes en una formulacion combinatoria 0o en un
protocolo de administracién conjunta para sumentar directamente la absorcién mucosa de
una o mas de las proteinas del péptido fijador al receptor de Y2, de sus andlogos y
miméticos, sea acompafiada o no de una mejora de la absorcién de otro principio

biolégicamente activo.

Entre los agentes que aumentan el transporte selectivo que pueden utilizarse en
este aspecto de la invencién se cuentan, sin estar limitados a la siguiente enumeracion, los
glucdsidos, las moléculas que contienen azficar y los agentes ligantes, tales como los
agentes ligantes de lectina, conocidos por interactuar especificamente con los
componentes de la barrera de transporte epitelial. Por ejemplo, los ligandos
“bioadherentes” especificos, como ser diversas lectinas de bacterias y plantas, que se fijan
a las fracciones de aziicar de la superficie celular por medio de interacciones mediadas
por receptores. se pueden utilizar como portadores o mediadores conjugados de transporte
para mejorar la absorcién mucosa, por ejemplo, la nasal, de los principios biolégicamente
activos en el marco de la presente invencién. Ciertos ligandos bioadherentes que pueden
utilizarse en la presente invencién median la transmision de sefiales bioldgicas a las
células epiteliales blanco que provocan la absorcién selectiva del ligando adherente
mediante procedimientos de transporte celular especializados (endocitosis o transcitosis).
Por lo tanto, estos mediadores del transporte se pueden utilizar como un “sistema de
transporte™ para estimular o dirigir la absorcion selectiva de una o més proteinas del
péptido fijador al receptor de Y2, de sus andlogos y miméticos, y de otro/s principio/s
biolégicamente activos dentro de los epitelios mucosos y/o a través de ellos. Estos y otros

agentes que mejoran significativamente ¢l transporte selectivo aumentan la absorcién
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mucosa de los biofiumacos macromoleculares (en especial, de péptidos, proteinas y
vectores oligonucleétidos y polinucleétidos) dentro del marco de la presente invencion.
Las lectinas son proteinas provenientes de plantas que se fijan a azicares especificos que
se encuentran en la superficie de las glucoprotefnas y glucolipidos de las células
eucariotas. Las soluciones concentradas de lectinas tienen un efecto ‘mucotractor’, y
diversos estudios han demostrado que las lectinas y los conjugados de lectinas (por
ejemplo, la concanavalina A conjugada con particulas de oro coloidal) sufren una répida
endocitosis mediada por receptores (EMR) a través de las superficies mucosas. Otros
estudios informan que se pueden utilizar los mecanismos de absorcion de las lectinas para
dirigir in vivo drogas hacia el intestino. En algunos de estos estudios, se acoplaron en
forma covalente las nanoparticulas de poliestireno (500 nm) a la lectina del tomate,

pruecba que demostré una mejor absorcién sistémica tras la administracién oral en ratas.

Ademis de las lectinas provenientes de las plantas, la adhesién microbiana y los
factores invasivos brindan una importante fuente de candidatos que pueden utilizarse
como transportadores adherentes o selectivos en los métodos y las composiciones de
administracién mucosa de la presente invencién. Se necesitan dos componentes para los
procesos de adherencia bacteriana: una “adhesina” bacteriana (factor de adherencia o
colonizacién) y un receptor sobre la superficie de la célula huésped. Es preciso que las
bacterias que causan infecciones mucosas penetren la capa de mucosidad antes de
acoplarse a la superficie epitelial. Este acoplamiento suele estar mediado por las
estructuras de las fimbrias o pilus bacterianas, aunque otros componentes superficiales de
las células también podrian participar del proceso. Las bacterias adherentes colonizan los
epitelios mucosos multiplicindose e iniciando una serie de reacciones bioquimicas dentro
de la célula blanco a través de los mecanismos de transduccién de sefiales (con o sin la
ayuda de toxinas). Se sabe que estd asociada a estos mecanismos invasivos una amplia
variedad de proteinas bioadhesivas (por ejemplo, la invasina y la internalina) producidas
naturalmente por diversas bacterias y virus. Estas proteinas bioadhesivas propician el
acoplamiento extracelular de los microorganismos que son extraordinariamente selectivos
de las especies huésped y los tejidos particulares que afectan. Las sefiales transmitidas
por dichas interacciones entre receptores y ligandos inician el transporte de
microorganismos vivos e intacios hacia las células epiteliales y a través de ellas por medio
de los procesos de endocitosis y transcitosis. Dichos fenémenos que ocurren de manera

natural pueden ser aprovechados (por ejemplo, complejizando los principios
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biolégicamente activos, como el péptido fijador al receptor de Y2, con una adhesina) de
acuerdo con los conceptos vertidos en la presente, a fin de mejorar la distribucién de los
compuestos biolégicamente activos en los epitelios mucosos o a través de ellos y/o hacia
otros sitios objetivo donde debe actuar la droga.

Diversas toxinas provenientes de plantas y bacterias que aglutinan las superficies
epiteliales de una forma especifica, similar a como lo hace la lectina, también son de
utilidad para los métodos y las composiciones de la presente invencién. Por ejemplo, la
toxina diftérica (DT) introduce células huésped rdpidamente mediante endocitosis
mediada por receptores (EMR). Asimismo, la subunidad B de Ia toxina termolébil £.coli
se fija al borde en cepillo de las células epiteliales del intestino de una forma muy
especifica, similar a la de la lectina. La absorcidn de esta toxina y la transcitosis al lado
basolateral de los enterocitos s¢ ha probado tanto in vivo como in vitro. Otras
investigaciones expresan que el dominio transmembranoso de la toxina diftérica en el E.
coli es una proteina de fusidn fijante de la maltosa que fue acoplada quimicamente a la
poli-L-lisina de alto peso molecular. El complejo resultante se utilizé con éxito para
mediar la internalizacién de un gen indicador in vifro. Ademéds de estos ejemplos, el
Staphylococcus aureus produce un grupo de protefnas (por ejemplo, la enterotoxina
estafilocdcica A (SEA), la SEB y la toxina 1 del sindrome de shock toéxico (TSST- [) que
actian como superantigenos y toxinas. Se han efectuado estudios sobre estas protelnas,
que han informado el hallazgo de transcitosis de la enterotoxina estafilocécica B y la
TSST- [ dependiente de la dosis en las células Caco-2.

Las hemoglutininas virales constituyen otro tipo de agentes transportadores que
facilitan la absorcién mucosa de los principios biolégicamente activos en el marco de los
métodos y las composiciones de la invencién. El primer paso de muchas infecciones
virales es la fijacidn de las proteinas superficiales (hemoglutininas) a las células mucosas.
Se han identificado estas proteinas ligantes en la mayorfa de los virus, entre ellos, los
rotavirus, el virus del herpes varicela-zoster, el virus del bosque Semliki, los adenovirus,
el virus del enrollamiento de la hoja de papa y los reovirus. Estos y otros ejemplos de
hemoglutininas virales se pueden empiear en una formulacién combinatoria (por ejemplo,
formulaciones mezcladas o conjugadas) o en un protocolo de administracién conjunta con
uno o mas péptidos fijadores al receptor de Y2, y sus andlogos y miméticos que se

describen en la presente, a fin de mejorar la absorcién mucosa de uno o més principios
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biolégicamente activos. Otra posibilidad seria emplear las hemoglutininas virales en una
formulacién combinatoria o0 en un protocolo de administracién conjunta para aumentar
directamente la absorcién mucosa de una o més de las proteinas del péptido fijador al
receptor de Y2, de sus andlogos y miméticos, sea acompafiada o no de una mejora de la

absorcién de otro principio bioldgicamente activo.

También puede ser utilizada en el marco de la invencién una diversidad de
factores endégenos selectivos que median en el transporte. Las células de los mamiferos
han desarrollado una variedad de mecanismos para facilitar la internalizacién de sustratos
especificos y dirigirlos a compartimientos determinados. En conjunto, estos procesos de
deformacién de membranas se denominan “endocitosis™ y contemplan a la fagocitosis, la
pinocitosis, la endocitosis mediada por receptores (EMR mediada por clatrina) y la
potocitosis (EMR no mediada por clatrina). La EMR es un proceso bioldgico celular muy
especifico por el cual, como lo indica su nombre, diversos ligandos se fijan a los
receptores de la superficie celular y luego se internalizan y transitan dentro de la célula.
En muchas células, el proceso de endocitosis es tan activo que se internaliza la totalidad
de la superficie de la membrana, que es reemplazada en menos de media hora. Se
proponen dos clases de receptores tomando como base su orientaciéon en la membrana
celular: el amino terminal de los receptores de tipo I se localiza sobre el lado extracelular
de la membrana, mientras que los receptores de tipo II tienen esta misma cola proteinica

en el medio intracelular.

Otras realizaciones de la invencién utilizan transferrina como portador o
estimulante de la EMR de los principios biolégicamente activos administrados por via
mucosa. La transferrina, glucoproteina transportadora de hierro de 80 kDa, es tomada
eficazmente por las células mediante la EMR. Los receptores de transferrina se
encuentran sobre la superficie de la mayoria de las células proliferantes, en gran cantidad
en los eritroblastos y en varios tipos de tumores. Segin lo consignan algunos estudios, la
transcitosis de transferrina (Tf) y los conjugados de transferrina aumentan en presencia de
Brefeldina A (BFA), que es un metabolito micético. Otros estudios informan que el
tratamiento con Brefeldina A aumenta rdpidamente la endocitosis apical tanto de la ricina
como de HRP en las células MDCK. Por lo tanto, es posible emplear la BFA: y otros
fdrmacos que estimulan el transporte mediado por receptores dentro del marco de los

métodos de la invencién como agentes en formulaciones combinatorias (por ejemplo,
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conjugados) y/o en la administracién conjunta a fin de mejorar el transporte mediado por
receptores de los principios bioldgicamente activos, entre ellos, de las proteinas del

péptido fijador al receptor de Y2 y de sus andlogos y miméticos.

Métodos y Excipientes para la Administracién de Polimeros

En ciertos aspectos de la invenci6n, las proteinas del péptido fijador al receptor de
Y2, sus andlogos y miméticos, otros principios biolégicamente activos descritos en la
presente y los agentes que mejoran la administracién ya descritos, son incorporados, por
separado o en combinacién, a una formulacién administrada por via mucosa (por ejemplo,
por via nasal) que contiene un polfmero biocompatible que actia como portador o base.
Dichos portadores poliméricos pueden ser microparticulas, matrices y polvos poliméricos,
entre otros polimeros. El polimero puede ser de origen vegetal, animal o sintético. A
menudo el polimero estd entrecruzado. Ademads, en estos sistemas de administracién, el
péptido fijador al receptor de Y2, o su andlogo 0 mimético, se puede funcionalizar de
manera tal que establezca un enlace covalente con el polimero y se haga inseparable de
éste a través de un simple lavado. En otras realizaciones, el polimero se modifica
quimicamente con un inhibidor enzimdtico u otros agentes que puedan degradar o
desactivar el/los principio(s) biolégicamente activo(s) y/o el/los agente(s) que mejoran la
administracién. En ciertas formulaciones, el polimero es parcial o completamente
insoluble pero hinchable en agua, por ejemplo, un hidrogel. En este aspecto de la
invencion, los polimeros ftiles son preferentemente interactivos con el agua y/o de
naturaleza hidréfila para absorber cantidades de agua significativas, y a menudo forman
hidrogeles al ponerse en contacto con el agua o con un medio acuoso, durante un periodo
de tiempo lo suficientemente prolongado para equilibrarse con el medio liquido. En
realizaciones més detalladas, el polimero es un hidrogel que, al ponerse en contacto con
un exceso de agua, absorbe al menos dos veces su peso en dicho liquido cuando se
encuentra en el purnto de equilibrio y se expone a temperatura ambiente. Patente de
EE.UU. N° 6.004.583.

En muchas aplicaciones biomédicas, se prefieren los sistemas de administracion
de drogas basadas en polimeros biodegradables, debido a que dichos sistemas se
descomponen por hidrélisis o por reaccién enzimética dentro de moléculas atéxicas. El
indice de degradacién se controla manipulando la composicién de la matriz polimérica

biodegradable. Por lo tanto, estos tipos de sistemas pueden utilizarse en determinados
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entornos para efectuar una liberacién prolongada de los principios biolégicamente
activos. Se ha prestado considerable atencién a los polimeros biodegradables tales como
el 4cido poliglicdlico (APG), el 4cido polildctico (APL) y el &cido D,L-lictico-co-
glicolico (APLG) como posibles portadores para la administracién de drogas, dado que se
ha descubierto que los productos degradantes de estos polimeros son de baja toxicidad.
Durante la funcién metabdlica normal del cuerpo, estos polimeros se degradan a diéxido
de carbono y agua. [Estos polimeros también han demostrado tener una excelente
biocompatibilidad.

A fin de prolongar la actividad biolégica del péptido fijador al receptor de Y2, y
de sus andlogos y miméticos, y de otros principios biolégicamente activos descritos en la
presente, asf como de otros agentes que mejoran la administracién, es posible incorporar
estos agentes a matrices poliméricas, por ejemplo, poliortoésteres, polianhidridos o
poliésteres. Esto produce una actividad y liberacién continuas del/de los principios(s)
activo(s). por ejemplo, tal como lo determine la degradacién de la matriz polimérica.
Aunque el encapsulado de moléculas bioterapéuticas dentro de los polimeros sintéticos
puede estabilizarlos durante el almacenamiento y la administracién, el mayor obsticulo
que presenta la tecnologia de liberacién basada en polimeros es que las moléculas
terapéuticas pierden actividad durante los procesos de formulacién, que a menudo

implican calor, sonicacién o exposicion a solventes orgénicos.

Los polimeros que estimulan la absorcion, cuyo uso se ha contemplado en esta
invencion, pueden contener derivados y versiones quimica o fisicamente modificadas de
los tipos de polimeros ya mencionados, ademés de otros polimeros naturales o sintéticos,
gomas, resinas y otros agentes, as{ como combinaciones de esos materiales —entre s{ o con
otros polimeros— siempre que las alteraciones, modificaciones o combinaciones no tengan
un efecto adverso sobre las propiedades buscadas, tales como absorcién de agua,
formacién de hidrogeles y/o estabilidad quimica para una aplicacién Gtil. En aspectos
mds detallados de la invencion, los polimeros como el nylon, el acrilano y otros polimeros
normalmente sintéticos ¢ hidr6fobos pueden estar suficientemente modificados por

reaccion para volverse hinchables y/o formar geles estables en un medio acuoso.

Los polimeros que estimulan la absorcién en esta invencion pueden ser del grupo

de los homo y copolimeros, basados en varias combinaciones de los siguientes
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mondémeros vinflicos: écidos acrilicos y metacrlicos, acrilamida, metacrilamida,
hidroxietilacrilato o metacrilato, vinilopirrolidonas, asi como alcohol polivinilico y sus
copolimeros y terpolimeros, acetato polivinilico, sus copolimeros y terpolimeros con los
mondmeros anteriormente mencionados y dcido 2-acrilamida-2-metilpropansulfénico
(AMPS®). Son muy utiles los copolimeros de los mondmeros anteriormente
mencionados combinados con mondémeros funcionales copolimerizables tales como el
acrilato metacrilamidico o acrilamidico, o los ésteres metacrilatos, en los que los grupos
ésteres derivan de cadenas alquilicas o arilicas lineales o ramificadas, y en el que el aril
tiene hasta cuatro anillos arométicos que pueden contener sustitutos del alquil de 1 a 6
carbonos; mondémeros esteroideos, sulfatos, fosfatos o catidnicos tales como el N,N-
dimetilaminoalquil (met)acrilamida, el dimetilaminoalquil (met)acrilato, el cloruro de
(met)acriloaxialquiltrimetilamonio y el cloruro de (met)acriloxialquildimetilbencil

amonio.

Otros polimeros que estimulan la absorcién que pueden ser utilizados en esta
invencion son los clasificados como dextranos, dextrinas y los pertenecientes a la clase de
materiales clasificados como gomas y resinas naturales, o a la clase de polimeros
naturales tales como el coldgeno, la quitina, el quitosan, pullalan, zooglan, los alginatos y
alginatos modificados como el “Kelocoloid” (alginato modificado con
prolipropilenglicol), las gomas gellan como “Kelocogel”, las gomas Xanatdn como
“Keltrol”, estatina, butirato alfahidroxi y sus copolimeros, 4cido hialurdnico y sus
derivados, los dcidos poliléctico y glicélico.

Una clase muy util de polimeros aplicables a la presente invencién son los dcidos
carboxilicos insaturados olefIlnicamente que contienen al menos un doble enlace olefinico
activado de carbono-carbono, y al menos un grupo carboxilico; es decir, un 4cido o grupo
funcional que se convierta ripidamente en un édcido que contenga un doble enlace
oleflnico que actiie rdpidamente en la polimerizacién, debido a su presencia en la
molécula monomeérica, ya sea en la posicién alfa-beta con respecto al grupo carboxflico, o
como parte de una agrupacién terminal de metileno. Los dcidos olefinicamente
insaturados de esta clase pueden ser los dcidos acrilicos tipificados por el mismo écido
acrilico, el 4cido acrilico alfa-ciano, el 4cido beta metacrilico (dcido croténico), el 4cido
acrilico alfa-fenil, el 4cido beta-acriloxipropionico, el 4cido cindmico. el 4cido p-
clorocindmico, el dcido 1-carboxi-4-fenil butadieno-1,3 itacdnico, el acido citracdnico, el
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Acido mesacénico, el dcido glutacénico, el dcido aconitico, el dcido maleico. el 4cido
fumdrico y el tricarboxietileno. En la presente, el término “édcido carbox{lico” comprende
a los dcidos policarboxilicos y a los anhidridos dcidos, tales como el anhidrido maleico,
en el que se forma el grupo anhidrido a través de la eliminacién de una molécula de agua
proveniente de dos grupos carboxilicos localizados en la misma molécula de 4cido

carboxilico.

Los acrilatos representativos que son de utilidad como promotores de la absorcién
dentro del marco de la presente invencién son, entre otros, metil acrilato, etil acrilato,
propil acrilato, isopropil acrilato, butil acrilato, isobutil acrilato, metil metacrilato, metil
etacrilato, etil metacrilato, octil acrilato, heptil acrilato, octil metacrilato, isopropil
metacrilato, 2-etilexil metacrilato, nonil acrilato, hexil acrilato, n-hexil metacrilato y otros
similares. Los ésteres alquilo acrilicos superiores son: decil acrilato, isodecil metacrilato,
lauril acrilato, estearil acrilato, behenil acrilato y versiones del acrilato y del metacrilato
de melisilo. Se pueden polimerizar con éxito mezclas de dos, tres o mas cadenas largas de
ésteres acrilicos con uno de los mondmeros carboxflicos. Otros comondmeros son las
olefinas, entre ellos, las olefinas alfa, los éteres vinilicos, los ésteres vinilicos y otras

mezclas.

Otros monémeros vinilidenos, entre los que se incluyen los nitriles acrilicos,
también pueden ser utilizados como promotores de la absorcion en los métodos y
composiciones de la presente invencién, a fin de mejorar la administracién y la absorcién
de una o més proteinas del péptido fijador al receptor de Y2, de sus andlogos y miméticos,
y de otro(s) principio(s) biolégicamente activo(s), incluso para mejorar la administracién
del/de los principio(s) activo(s) hacia un tejido o compartimiento determinado en un
individuo (por ejemplo, el higado, la vena porta hepética, tejido o fluido del SNC o
plasma sanguineo). Los nitriles insaturados olefinicamente alfa y beta son, de
preferencia, los insaturados mono-olefinicamente que tienen de 3 a 10 4tomos de carbono,
tales como el acrilonitrilo, el metacrilonitrilo y otros similares. Los més preferidos son el
acrilonitrilo y el metacrilonitrilo. También pueden utilizarse las amidas acrilicas que
contienen de 3 a2 35 dtomos de carbono, de las que pueden emplearse las amidas
insaturadas monoolefinicamente. Entre las amidas representativas se cuentan la
acrilamida, la metacrilamida, la N-t-butil acrilamida, las N-ciclohexil acrilamida, las
amidas alquilicas superiores, en las que el grupo alquil del nitrégeno contiene de 8 a 32
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dtomos de carbono, las amidas acrilicas, por ejemplo, las N-alkilol amidas de los dcidos
carbolixicos insaturados alfa y beta-olefinicamente, entre ellas, las que tienen de 4 a 10
dtomos de carbono, tales como la N-metilol acrilamida, la N-propanol acrilamida, la N-
metilol metacrilamida, la N-metilol maleimida, los ésteres Acidos N-metilol maleamico. la

N-metilol-p-vinil benzamida y otros similares.

Otros promotores de la absorcién son las olefinas alfas que contienen de 2 a 18
dtomos de carbono, preferentemente de 2 a 8 atomos de carbono; los dienos que contienen
de 4 a 10 dtomos de carbono; los ésteres vinflicos y ésteres alilos como el acetato vinilico;
los arométicos vinflicos como el estireno, el metilestireno y el cloroestireno; las cetonas y
los éteres vinilicos y alflicos tales como el éer metilvinilico y la metilcetona vinilica; los
cloroacrilatos; los acrilatos cianoalquilicos tales como los acrilatos alfa-cianometilicos y
los acrilatos cianopropilicos alfa, beta y gama; los alcoxiacrilatos teles como el metoxietil
acrilato; los haloacrilatos como el acrilato cloroetilico; los haluros vinilicos y el cloruro
vinflico, el cloruro vinilideno y otros similares; los divinilos, diacrilatos y otros
monémeros polifuncionales como el éter divinilico, el dietilenglicol diacrilato, el
etilenglicol diametacrilato, la metilen-bis-acrilamida, el alilpentaeritritol y otros similares;
y los alquenil-bis-beta-haloalquil fosfonatos como los bis-beta-cloroetil-vinil fosfonatos y
otros similares, que son conocidos por los especialistas. Los copolimeros con monémeros
que contienen carboxi son un elemento constitutivo menor, y los otros monémeros
vinilidenos presentes como componentes mayoritarios se preparan con facilidad de

acuerdo con los métodos descritos en la presente.

Cuando los hidrogeles se utilizan como agentes promotores de la absorcién en la
presente invencién, pueden estar compuestos de copolimeros sintéticos del grupo de
acidos acrilicos y metacrilicos, acrilamidas, metacrilamidas, hidroxietilacrilatos (HEA) o
metacrilatos (HEMA), y vinilpirrolidonas que interactiian y se dilatan con el agua. Los
siguientes tipos de polimeros son ejemplos ilustrativos de polimeros itiles, en especial
para la administracién de péptidos o proteinas: metacrilamida y 0,1 a 99 %pp é4cido
metacrilico; (met)acrilamidas y 0,1-75 %pp cloruro de metacriloxietil trimetilamonio;
(met)acrilamidas y 0,1-75 %pp (met)acrilamida; écido acrilico y 0,1-75 % pp alquil
(met)acrilatos; (met)acrilamida y 0,1-75 %pp AMPS.RTM (marca registrada de Lubrizol
Corp.); (met)acrilamida y 0 a 30 %pp alquil (met)acrilamidas y 0,1-75 %pp AMPS.RTM;
(met)acrilamida y 0,1-99 %pp HEMA; (met)acrilamida y 0,1 a 75 %pp HEMA y 0,1 2 99
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%pp dcido (met)acrilico; dcido (met)acrilico y 0,1-99 %pp HEMA; 50 moles % de éter
vinilico y 50 moles % de anhidrido maleico; (met)acrilamida y 0,1 a 75 %pp cloruro de
bencilamonio metacriloxialquil dimetilo; (met)acrilamida y 0,1 a 99 %pp vinil
pirrolidona; (met)acrilamida y 50% p/p vinil pirrolidona y 0,1-99,9% p/p dcido
(met)acrilico ; dcido (met)acrlico y 0,1 a 75 %pp de AMPS.RTM y 0,1-75 %pp de alquil
(met)acrilamida. En los ejemplos que anteceden, el alquil representa C;, a Cj,
preferentemente C; a Cy, lineal y ramificado y C4 a Cy¢ ciclico; el compuesto (meta)
significa que se incluyen los mondmeros con y sin el grupo metilico. Otros polimeros
hidrogélicos muy dtiles se dilatan, pero son versiones insolubles del almidén

polivinilpirrolidona, de la carboximetilcelulosa y del alcohol polivinilico.

Otros hidrogeles poliméricos tGtiles en el marco de esta invencién son los
(poli)hidroxialquil (met)acrilatos; los hidrogeles aniénicos y catiénicos; los complejos
poli(clectroliticos); los alcoholes polivinilicos que tienen bajo residuo de acetato; una
mezcla hinchable de agar entrecruzado y carboximetilcelulosa entrecruzada; una
composicién hinchable compuesta de metilcelulosa mezclada con agar moderadamente
entrecruzado; un copolimero hinchable producido por la dispersién de un copolimero de
anhidrido maleico finamente dividido con estireno, etileno, propileno o isobutileno; un
polimero hinchable de N-vinil lactamos; sales de sodio hinchables de

carboximetilcelulosa, y otros similares.

Otros polimeros capaces de convertirse en gel y de retener y asimilar liquidos
gelables que son dtiles para formar hidrogel hidréfilo para la administracién mucosa de
principios biolégicamente activos en el marco de la presente invencién son la pectina; los
polisacdridos como el agar, la acacia, la karaya, el tragacanto, las alginas y el guar y sus
versiones entrecruzadas; los polimeros, copolimeros y derivados de la sal de acido
acrilico; las poliacrilamidas; los polimeros de anhidrido maleico ¢ indene hinchables en
agua; los copolimeros de injerto en almidén; los polimeros y copolimeros de tipo acrilato
con capacidad de absorcién de agua de 2 a 400 veces su peso original; los diésteres de
poliglucano; una mezcla de alcohol poli\_finilico y poli N-vinil-2-pirrolidona
entrecruzados; los geles de bloques de copolimeros de polioxibutilenc-polietileno; la
goma de algarrobo; los geles de poliésteres; geles de poliurea; geles de poliéteres; geles
de poliamidas; geles de poliimida; geles polipéptidos; geles de écido poliaminico; geles
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policeluldsicos; polimeros acrilatos de anhidrido indeno-maleicos entrecruzados; y los

polisacdridos.

Los polimeros hidrogélicos sintéticos que pueden utilizarse en el marco de la
invencién pueden obtenerse a través de infinitas combinaciones de varios monémeros en
diversas proporciones. El hidrogel puede estar entrecruzado y generalmente tiene la
capacidad de asimilar y absorber liquidos, y dilatarse o expandirse hacia un estado de
equilibrio mas amplio. Es caracterfstico que el hidrogel se dilate o expanda durante su
administracién en la superficie mucosa nasal porque absorbe alrededor de 2-5, 5-10, 10-
50 y hasta 50-100 o mds veces su peso en agua. El grado dptimo de dilatabilidad de un
determinado hidrogel de distintos principios bioldgicamente activos estd determinado por
factores tales como el peso, el tamafio y la solubilidad molecular, y las caracteristicas de
difusion del principio ectivo transportado, o atrapado o encapsulado dentro de éste, y del
espaciado especifico y del movimiento cooperativo en cadena asociado a cada polimero.

Los polimeros hidréfilos que pueden emplearse en la presente invencién son los
no hidrosolubles pero hinchables en agua. Es comiin referirse a estos polimeros
hinchables en agua como hidrogeles o geles. Puede ser conveniente fabricar dichos geles
a partir de polimeros hidrosolubles, entrecruzando los polimeros con un agente adecuado.
Sin embargo, los hidrogeles estables también pueden formarse a partir de polimeros
especificos en condiciones definidas de pH, temperatura y/o concentracion i6nica, de
acuerdo con métodos ya conocidos. Es caracteristico que los polimeros estén
entrecruzados, es decir, entrecruzados a tal punto que los polimeros presenten buenas
propiedades hidréfilas, hayan mejorado su integridad fisica (comparados con polimeros
no entrecruzados del mismo tipo o similar) y exhibido una mejor capacidad para retener.
dentro de la red del gel, tanto al principio
biolégicamente activo de interés como a los compuestos adicionales para Ia
coadministracién, tales como una citosina o inhibidor enzimitico, al tiempo que
mantienen la capacidad de liberar al/a los principio(s) activo(s) en el lugar y momento
apropiados.

En general, los polimeros de hidrogel que pueden utilizarse en la invencién se
entrecruzan en forma entrecruzada disfuncional en una proporcién de 0,01 a 25 % de

peso, basado en el peso de los monémeros que forman el copolimero, y, preferentemente,
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de 0,1 a 20 % de su peso, y més a menudo de 0,1 a 15 % del peso del entrecruzador. QOtra
proporcidn util de un agente entrecruzador es de 0,1 a 10 % de peso. También pueden
utilizarse entrecruzadores multifuncionales tri, tetra o superiores. Cuando se utilizan
estos reactivos, pueden necesitarse cantidades menores para obtener una densided de
entrecruzamiento equivalente, es decir, el grado de entrecruzamiento, o las propiedades de
la red que son suficientes para contener de manera eficaz al/a los principio(s)

biologicamente activo(s).

Los entrecruzamientos pueden tener un enlace covalente, iénico o hidrégeno con
el polimero que tiene la capacidad de dilatarse en presencia de liquidos que contienen
agua. Los entendidos en la materia conocen estos entrecruzamientos y las reacciones de
entrecruzamiento, que, en muchos casos, dependen del sistema polimérico. Por lo tanto,
una cadena entrecruzada puede formarse mediante copolimerizacién de radicales libres de
mondémeros insaturados. Los hidrogeles poliméricos también pueden formarse
entrecruzando polimeros preformados mediante reacciones de grupos funcionales
encontrados en los polimeros, tales como alcoholes, dcidos y aminas con grupos como
glioxal, formaldehido o glutaraldehido, bis anhidridos y otros similares.

Los polimeros también pueden entrecruzarse con cualquier polieno, por ejemplo,
el decadieno o trivinil ciclohexano; las acrilamidas tales como la N,N-metilen-bis
(acrilamida); los acrilatos polifuncionales tales como el trimetilol propano triacrilato; o
los monémeros vinilidenos polifuncionales que contengan al menos dos grupos terminales
CH; <, por ¢jemplo, el benceno divinilico, el naftaleno divinflico, los alilacrilatos y otros
similares. En ciertas realizaciones, los monoémeros entrecruzadores utilizados para
preparar los copolimeros son poliéteres polialquenilicos que tienen més de un
agrupamiento alquenil éter por molécula, que opcionalmente pueden contener grupos de
alquenil en los cuales puede estar presente un doble enlace olefinico adherido a2 un
agrupamiento terminal de metileno (por ejemplo, por eterificacién de un alcohol
polihidrico que contenga al menos 2 atomos de carbono y al menos 2 grupos
hidroxilicos). Es posible producir los compuestos de esta clase mediante reaccién de un
haluro de alquenilo, como el cloruro de alilo o el bromuro de alilo, con una solucién
acuosa muy alcalina de uno o mds alcoholes polihidricos. El producto puede ser una
mezcla compleja de poliéteres que contenga distintas cantidades de grupos de éter. La
eficacia del entrecruzador de poliéter aumenta conforme crece la cantidad de grupos
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potencialmente polimerizables en la molécula. Es caracteristico utilizar poliéteres que
contengan un promedio de dos o mds agrupamientos de alquenil éter por molécula. Otros
monomeros entrecruzadores son, por ejemplo, los dialil ésteres, los dimetalil éteres, los
alil o metalil acrilatos y acrilamidas, el tetravinil silano, los polialquenil metanos, los
diacrilatos y dimetacrilatos, los compuestos divinilcos como el benceno divinflco, el
polialil fosfato, los compuestos dialiloxi y fosfito ésteres y otros similares. Son agentes
tipicos el alil pentaeritritol, la alil sacarosa, el trimetilolpropano triacrilato, el 1.6-
hexanediol diacrilato, el éter dialil trimetilolpropano, el pentaeritritol triacrilato, el
tetrametileno dimetacrilato, el etilendiacrilato, el etilendimetacrilato, el trietilenglicol
dimetracrilato, y otros similares. El alil pentaeritritol, el éter dialil trimetilolpropano y la
alil sacarosa proporcionan polimeros adecuados. Cuando esta presente el entrecruzador,
las mezclas poliméricas generalmente contienen alrededor de 0,01 a 20 % de peso, por
ejemplo, 1%, 5% o 10% o més por peso de mondmero entrecruzador basado en el total

del monémero de dcido carbolixico, mas otros monémeros.

En aspectos més detallados de la presente invencion, la administracién mucosa del
péptido fijado al receptor de Y2, y sus andlogos y miméticos, y de otros principios
biol6gicamente activos que se describen en la presente, se ve mejorada porque el portador
de liberacién lenta o protector enzimdtico o fisiolégico retiene el/los principio(s)
activo(s), como en el caso de un hidrogel que resguarda al principio activo de la accién de
enzimas degradantes. En ciertas realizaciones, el principio activo estd fijado
quimicamente al excipiente, al cual también pueden agregarse o fijarse otros agentes, tales
como inhibidores enzimdticos, citosinas, etc. Otra posibilidad serfa inmovilizar el
principio activo, atrapdndolo en un medio fisico adecuado dentro del excipiente, por

ejemplo, dentro de una matriz polimérica.

Los polimeros tales como los hidrogeles que son de utilidad en esta invencién
pueden incorporar agenies fijados de manera funcional, tales como los glicosidos
incorporados quimicamente al polimero a fin de mejorar la biodisponibilidad intranasal de
los principios activos. Algunos ejemplos de dichos glicdsidos son los glucésidos,
fructésidos, galactdsidos, arabindsidos, manésidos y sus derivados sustituidos de alquil, y
los glicésidos naturales como la arbutina, la florizina, la amigdalina, la digitonina, la
saponina y el indican. Existen varias maneras por medio de las cuales un glicésido tipico

puede fijarse a un polimero. Por ejemplo, el hidrégeno de los grupos hidroxil de un
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glicésido o de otro carbohidrato similar puede ser reemplazado por el grupo alquil de un
polimero hidrogélico para formar un éter. También se puede provocar una reaccién
quimica de los grupos hidroxil de los glic6sidos a fin de esterificar los grupos carboxilo
de un hidrogel polimérico, y as{ formar ésteres poliméricos in situ. Otro método consiste
en emplear condensacién de acetobromoglucosa con colest-5-en-3beta-ol en un
copolimero de écido maleico. Es posible sintetizar las poliacrilamidas N-sustituidas
provocando una reaccidn qufmica de los polimeros activados con omega-
aminoalquilglicésidos: ()] (carbohidrato-espaciador) (n)-poliacrilamida,
“seudopolisacéridos™; (2) (carbohidrato espaciador) (n)-fosfatidiletanolamina (m)-
poliacrilamida, neoglucolipidos, derivados de la fosfatidiletanolamina; (3) {(carbohidrato-
espaciador) (n)-biotina (m)-poliacrilamida. Estos derivados biotinilados pueden adherirse
a lectinas en la superficie mucosa para facilitar la absorcién del/de los principio(s)
biolégicamente activo(s), por ejemplo, un péptido fijador al receptor de Y2 encapsulado

en un polimero.

En aspectos més detallados de la presente invencién, uno o mds péptidos fijadores
al receptor de Y2, o sus andlogos y miméticos, y/u otros principios bioldgicamente
activos descritos en la presente, que pueden contener principios activos secundarios tales
como inhibidores de la proteasa, citosina u otros moduladores de la fisiologia de unién
intercelular, etc., estdin modificados y fijados al excipiente polimérico o a la matriz
polimérica. Por ejemplo, lo mencionado se puede lograr enlazando quimicamente un
principio activo protefnico o peptidico con otro(s) agente(s) dentro de una cadena
polimérica entrecruzada. También es posible modificar quimicamente el polimero por
separado con un agente interactivo, tal como una molécula que contenga glucdsido. En
ciertos aspectos, es posible funcionalizar el/los principio(s) biolégicamente activo(s) con
otro(s) principio(s) activo(s), por ejemplo, en el que se identifique un grupo reactivo
adecuado o agregado quimicamente al/a los principio(s) activo{s). Lo mds frecuente es
que se agregue un grupo etilénico polimerizable, y que el principio activo funcionalizado
sea luego copolimerizado con monémeros y un entrecruzador utilizando un método
convencional de polimerizacién, como la polimerizacién en una solucién (generalmente
en agua) o por emulsién, suspensién o dispersién. A menudo se proporciona al
funcionalizador una concentracién lo suficientemente alta de grupos polimeralizables o

funcionales a fin de asegurarse de que varios puntos de los principio(s) activo(s) estén
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funcionalizados. Por ejemplo, en un polipéptido que contiene 16 sitios amino,

generalmente se quiere funcionalizar al menos 2, 4, 5, 7 y hasta 8 0 més de estos sitios.

Después de ser funcionalizados, el/los principio(s) activo(s) se mezcla(n) con
monémeros y con un entrecruzador que incluye a los reactivos a partir de los cuales se
formé el polimero en cuestién. Luego, se induce la polimerizacién en este medio para
crear un polimero que contenga al/a los principio(s) activo(s) fijados. Luego, el polimero
se lava con agua o con otros solventes adecuados o se purifica para eliminar los rastros de
impurezas no reactivas y, de ser necesario, se pulveriza o descompone a través de medios
fisicos, por ejemplo agitdndolo, paséndolo a través de una malla, o por ultrasonicacion u
otro medio apropiado, hasta obtener el tamafio de particula deseado. Luego se elimina el
solvente, que en general es agua, a fin de no desnaturalizar o degradar de modo alguno
el/los principio(s) activo(s). Un método preferido es la liofilizacién (secado por
congelacién), pero se dispone de otros métodos que se pueden utilizar (por ejemplo,
secado por aspiracion, secado al aire, secado por spray, etc.).

Para introducir los grupos polimerizables en péptidos, proteinas y otros principios
activos en el marco de la invencién, se puede provocar una reaccion quimica en el grupo
reactivo amino, hidroxil, tiol y otros disponibles con electréfilos que contengan grupos
insaturados. Por ejemplo, pertenecen a esta categorfa de reactivos los monémeros
insaturados que contienen grupos N-hidroxi succinimidil, los carbonatos activos como el
p-nitrofenil carbonato, los carbonatos triclorofeniles, el tresilato, los
oxicarbonilimidazoles, el epdxido, los isocianatos y el aldehido, las carboximetilazidas
insaturadas y el ortopiridil-disulfuro insaturado. Son ejemplos ilustrativos de reactivos
insaturados el éter alilglicidilo, el cloruro de alilo, el bromuro de alilo, el yoduro de alilo,
el cloruro de acrilolilo, el alil isocianato, el cloruro de alilsulfonilo, el anhidrido maleico,

los copolimeros de anhidrido maleico y éter alilo, y otros similares.

En general, todos los derivados activos de la lisina, excepto el aldehido, pueden
reaccionar con otros aminodcidos tales como los grupos imidazol de histidina y los grupos
hidroxilicos de tirosina y los grupos tiol de cistina, en el caso de que el medio mejore la
nucleofilidad de estos grupos. Los aldehidos que contienen reactivos funcionalizadores

son especificos de la lisina. Estos tipos de reacciones con grupos disponibles de lisinas,
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cisteinas y tirosina han sido documentados en muchisimos articulos y son conocidos por

los expertos en la materia.

En el caso de principios biolégicamente activos que contienen grupos aminos, es
conveniente hacer reaccionar dichos grupos con un cloruro de aciloilo, como el cloruro de
acriloilo, e introducir el grupo acrilico polimerizable en el agente reactivado. Luego,
durante la preparacion del polimero, por ejemplo, durante el entrecruzamiento del
copolimero de acrilamida y 4cido acrilico, el principio activo funcionalizado se adhiere al

polimero y se une a él mediante los grupos acrilicos.

En otros aspectos de la presente invencion, los principios bioldgicamente activos,
entre ellos, péptidos, proteinas, nucleésidos y otras moléculas que son bioactivas in vivo
se estabilizan por conjugacion a través del enlace covalente de uno o més principios
activos a un polimero, incorporando como parte integral de éste tanto una fraccidn
hidréfila ~por ejemplo, un polialquilenglicol lineal- como un lipéfilo (véase, por ejemplo,
Patente de EE.UU. No 5.681.811). En un aspecto, ¢l principio bioldgicamente activo se
asocia de manera covalente con un polimero que puede ser: (i) una porcién de
polialquilenglicol lineal y (ii) una porcién lipéfila, asociacién en la que el principio
activo, la fraccién de polialquilenglicol lineal y la porcién lipdfila estin dispuestas en
relacion con la otra de tal manera que el agente terapéutico tiene una mejor resistencia a la
degradacién enzimética in vivo (es decir, en relacién con su estabilidad en condiciones
similares en una forma no conjugada desprovista del polimero asociado). En otro
aspecto, la formulacion estabilizada por conjugaciébn tiene una conformacién
tridimensional que comprende al principio biolégicamente activo asociado de manera
covalente con un complejo de polisorbato que comprende(i) una fraccién de
polialquilenglicol lineal y (ii) una fraccion lipéfila, complejo en el que €l principio activo,
la fracciébn de polialquilenglicol lineal y la fraccién lipdfila estin dispuestas
conformacionalmente en relacién con la otra de tal manera que: (a) la fraccién lipdfila
estd disponible en el exterior con una conformacién tridimensional, y (b) el principio

ectivo de la composicién tiene una mejor resistencia a la degradacion enzimética in vivo.

En otro aspecto también relacionado, se proporciona un complejo conjugado con
multiligandos, que comprende un principio biolégicamente activo complejado en forma
covalente con una fraccién triglicérida vertebral a través de un grupo separador de
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polialquilenglicol unido a un dtomo de carbono de la fraccién triglicérida vertebral, y al
menos una fraccién de dcido graso adherida de manera covalente, ya sea directamente a
un dtomo de carbono de la fraccion triglicérida vertebral o unida de manera covalente a
través de un espaciador de polialquilenglicol (véase, por ejemplo, Patente de EE.UU. No
5.681.811). En dicho complejo de agente terapéutico conjugado con multiligandos, los
dtomos de carbono alfa y beta de la fraccién triglicérida bioactiva pueden tener fracciones
de acidos grasos adheridos a través de un enlace covalente, ya sea directa o
indirectamente, a través de fracciones espaciadoras de polialquilenglicol. Otra posibilidad
puede ser que una fraccion de dcido graso esté adherida de manera covalente —ya sea
directamente o a través de una fraccidn espaciadora de polialquilenglicol- a los carbonos
alfa o alfa’ de la fraccién vertebral triglicérida, con el fdrmaco bicactivo que tenga un
enlace covalente con el carbono-gama de la fraccion vertebral triglicérida, ya sea que esté
vinculado de manera covalente directa o indirectamente a través de una fraccién
espaciadora de polialquileno. Se reconoce que existe una amplia variedad de formas
estructurales, composicionales y conformacionales para el complejo del agente conjugado
con multiligandos que comprende la fraccién vertebral triglicérida, dentro de los alcances
de la presente invencién. También se advierte que en dicho complejo terapéutico
conjugado con multiligandos, el/los principio(s) biolégicamente activo(s) puede(n), de
manera favorable, tener un enlace covalente con la fraccion triglicérida vertebral
modificada a través de grupos alquilo separadores, o bien a través de otros grupos
separadores aceptables, dentro de los alcances de esta invencién. Tal como se utilizan en
este contexto, la aceptabilidad del grupo espaciador se refiere a caracteristicas de
aceptabilidad especificas, estéricas, composicionales y de aplicacién final.

En otros aspectos de esta invencién, se proporciona un complejo estabilizado por
conjugacién que contiene un complejo de polisorbato, que a su vez incluye una fraccion
de polisorbato con un triglicérido vertebral que tiene dtomos de carbono alfa, alfa’ y beta
y grupos funcionalizadores que incluyen: (i) un grupo &cido graso; y (ii) un grupo de
polietilenglicol con un principio o fraccién biolégicamente activo/a unido/a en forma
covalente, por ejemplo, a una funcionalidad adecuada del grupo de polietilenglicol.
Dicha unién covalente puede ser directa, por ejemplo, a una funcionalidad hidroxi
terminal del grupo polietilenglicol, o puede ser indirecta, por ejemplo, limitando por
reaccion del hidroxi terminal del grupo polietilenglicol con un carboxi funcionalizador
del grupo espaciador, de modo que el grupo de polietilenglicol terminado que resulta
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tenga una funcionalidad terminal carboxi a la cuasl la porcién o el principio

biolégicamente activo/a pueda unirse de manera covalente.

En otros aspectos de la presente invencién, se proporciona un complejo
hidrosoluble estable, estabilizado por conjugacién, que comprende uno/a o mis
miméticos, andlogos, proteinas del péptido fijador al receptor de Y2 y/u otro(s)
principio(s) bioldgicamente activo(s) descritos en la presente y unidos de manera
covalente & una fraccién glucolipidica modificada con polietilenglicol (PEG)
fisiolégicamente compatible. En dicho complejo, el/los principio(s) biolégicamente
activo(s) pueden tener un enlace covalente con una fraccién glicolipidica modificada con
PEG fisiolégicamente compatible, a través de un enlace covalente 1dbil en un grupo de
amino#cidos libres del principio activo, en el que el enlace covalente 14bil es segmentable
in vivo a través de hidrdlisis y/o protedlisis. Puede resultar ventajoso que la porcién
glucolipidica modificada con PEG fisiolégicamente compatible incluya un polimero
polisorbato, por ejemplo, un polimero polisorbato que contenga grupos de éster de dcidos
grasos elegidos del siguiente grupo: monopalmitato, dipalmitato, monolaurato, dilaurato,
trilaurato, monoleato, dioleato, trioleato, monoestearato, distearato y triestearato. En
dicho complejo, puede ser conveniente que la fraccién glicolipidica modificada con PEG
fisioldgicamente compatible incluya un polimero elegido del grupo compuesto de éteres
de polietilenglicol de dcidos grasos y ésteres de polietilenglicol de 4cidos grasos, en los
que los acidos grasos, por ejemplo, comprenden un 4cido graso del grupo de acidos

lduricos, palmiticos, oleicos y estedricos.

Almacenamiento del Material

En ciertos aspectos de la invencién, las formulaciones combinatorias y/o los
métodos de administracion conjunta que se describen en la presente incorporan una
cantidad eficaz de péptidos y proteinas que pueden adherirse a vidrio cargado, y asi
reducir la concentracién eficaz en el envase. Los envases silanizados, por ejemplo los
frascos de vidrio silanizado, se utilizen para almacenar el producto terminado a fin de
reducir la absorcién de polipéptidos o proteinas en el frasco de vidrio.

En otros aspectos de la presente invencion, un kit de tratamiento para mamiferos
contiene una composicién farmacolégica estable de uno 0 mis compuestos del péptido
fijador al receptor de Y2 formulado(s) para la via mucosa en un induviduo con una
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composicién eficaz para aliviar uno o més sintomas de obesidad, céincer, o desnutricién o
desgaste relacionado con el céncer, sin provocar efectos adversos inaceptables. El kit
también incluye una ampolla del reactivo farmacéutico que contiene uno o mas
compuestos del péptido fijador al receptor de Y2. Esta ampolla de reactivo farmacéutico
es de polimero, vidrio u otro material apropiado de grado farmacéutico. La ampolle del
reactivo es, por ejemplo, de vidrio silanizado. El kit también contiene un orificio para
administrar la composiciéon a través de la superficie mucosa nasal. La apertura para
administrar el firmaco es de polimero, vidrio u otro material apropiado de grado
farmacéutico. La apertura para administrar el firmaco es, por ejemplo, de vidrio
silanizado.

Una técnica de silanizacién combina una técnica de limpieza especial de las
superficies que serédn tratadas con un proceso de silanizacién a baja presién. El silano estd
en la fase gaseosa y a una mayor temperatura que las superficies que serdn silanizadas. El
método proporciona superficies reproducibles con capas de silano funcionales,
homogéneas y estables que tienen las caracteristicas de una monocapa. Las superficies
silanizadas impiden que se unan al vidrio tanto los polipéptidos como los agentes que

mejoran la administracién mucosa de la presente invencién.

El procedimiento es itil para preparar ampollas silanizadas de reactivos
farmacéuticos a fin de que puedan contener las composiciones del péptido fijador al
receptor de Y2 de la presente invencién. Antes de ser utilizadas, las bandejas de vidrio se
limpian enjuagéindolas con agua bidestilada (ddH20). La bandeja de silano se enjuaga
con EtOH al 95%, y la bandeja de acetona se enjuaga con acetona. Las ampollas de los
reactivos farmacéuticos son sometidas a sonicacion en acetona durante 10 minutos.
Después de la sonicacién con acetona, se lavan en una bandeja con ddH;0O al menos dos
veces. Las ampollas de reactivos son sometidas a sonicacién en 0,1 m NaOH durante 10
minutos. Mientras las ampollas reciben sonicacién en NaOH, se elabora la solucién de
silano bajo campana. (Solucién de silano: 800 ml de etanol al 95%; 96 1 de acido acético
glacial; 25 ml de oxipropiltrimetoxiglicil silano). Después del proceso de sonicacién con
NaOH, las ampollas de reactivos se lavan en una bandeja de ddH;0 al menos dos veces.
Luego se someten a sonicacién en una solucién de silano durante 3 a 5 minutos. Después
se lavan en una bandeja con EtOH al 100%. Se secan con gas N; prepurificado y se

colocan en un homo a 100° C durante al menos 2 horas antes de ser utilizadas.
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Métodos y Excipientes para la Administracién de Bioadhesivos

En ciertos aspectos de la invencion, las formulaciones combinatorias y/o los
métodos de administracién conjunta incorporan una cantidad eficaz de un bioadhesivo
atéxico como compuesto o excipiente, a fin de mejorar la administracién por via mucosa
de uno o mas principios biolégicamente activos. En este contexto, los bioadhesivos
tienen una adhesién general o especifica a uno o mas compuestos o superficies de la
mucosa seleccionada. El bioadhesivo mantiene un gradiente de concentracién adecuado
del principio biol6gicamente activo dentro o a través de la mucosa, para asegurar la
penetracién incluso de moléculas de gran tamafio (por ejemplo, péptidos y proteinas)
dentro o a través del epitelio mucoso. Es caracteristico que el uso de un bioadhesivo en
los métodos y las composiciones de la invencién incremente entre dos y cinco, y a
menudo entre cinco y diez veces la permeabilidad de los péptidos y las proteinas dentro o
a través del epitelio mucoso. Esta mejora de la penetracién epitelial a menudo permite
administrar por via transmucosa macromoléculas de gran tamafio eficazmente, por
ejemplo, hacia la porcién basal del epitelio nasal, los compartimientos extracelulares
adyacentes, el plasma sanguineo o tejido o fluido del SNC.

Esta mejora proporciona una mayor eficacia en la administracién de los péptidos,
las proteinas y otras especies terapéuticas bioactivas macromoleculares. Estos resultados
dependen en parte de la hidrofilidad del compuesto, por lo cual la penetracién es mayor
con las especies hidréfilas que con los compuestos hidréfobos. Ademas de estos efectos,
el uso de bioadhesivos para mejorar la persistencia de la droga en la superficie de la
mucosa puede generar un mecanismo de reserva para prolongar la administracién de la
droga mediante el cual los compuestos no sélo penetran a través del tejido mucoso, sino
que también se retrodispersan hacia la superficie mucosa una vez que se agota el material
en la superficie.

Son numerosos los bioadhesivos apropiados dados a conocer en el medio
farmacéutico para ser administrados por via oral, Patente de EE.UU. No' 3.972.995;
4.259.314; 4.680.323; 4.740.365; 4.573.996; 4.292.299; 4.715.369; 4.876.092; 4.855.142,
4.250.163; 4.226.848; 4.948.580; Patente de EE.UU. reemitida 33,093, que son de
utilidad en el marco de los nuevos métodos y las nuevas composiciones de la presente

invencién. Es posible evaluar el potencial de varios polimeros bioadhesivos como
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plataforma de administracién por via mucosa (por ejemplo, nasal) en el marco de los
métodos y las composiciones de la invencién, determinando su capacidad para retener y
liberar el péptido fijador al receptor de Y2, asf como su capacidad para interactuar con las
superficies mucosas tras la incorporacién del principio activo. Ademds, se aplicardn
métodos bien conocidos a fin de determinar la biocompatibilidad de determinados
polimeros con el tejido del sitio que recibe la administracién por via mucosa. Cuando la
mucosa seleccionada estd cubierta por mucosidad (es decir, en ausencia de tratamiento
mucolitico), puede acluar como enlace conector con el epitelio mucoso subyacente. Por
lo tanto, el término “bioadhesivo™, tal como aqui se aplica, comprende a los compuestos
mucoadhesivos que son de utilidad para mejorar la absorcidn mucosa de principios
biolégicamente activos en la presente invencién. Sin embargo, el contacto adhesivo al
tejido mucoso a través de la adhesién a una capa de gel mucoso puede estar limitado por
una adherencia incompleta o transitoria entre esta capa y el tejido subyacente,
particularmente en las superficies nasales en las que la eliminacién de mucosidad es
rapida. A este respecto, la secrecibn de glicoproteinas mucosas es continua;
inmediatamente después de ser expulsadas de las células o glindulas forman un gel
viscoeldstico. No obstante, la superficie luminal de la capa de gel adherente se ve
sometida a una erosién continua por accion mecédnica, enzimética y/o ciliar. Toda vez que
tales actividades son mdis prominentes o que se pretenden tiempos de adhesién més
prolongados, es posible incorporar a los métodos de administracién conjunta o a los de
formulacién combinatoria otros métodos o farmacos mucolfticos y/o ciliostdticos, tal

como se describe en la presente.

Es caracterfstico que los polimeros mucoadhesivos utilizables en la presente
invencién sean macromoléculas naturales o sintéticas que se adhieren a las superficies del
tejido mucoso hiimedo a través de mecanismos complejos pero inespecificos. Ademds de
estos polimeros mucoadhesivos, la invencién también proporciona métodos y
composiciones que comprenden bioadhesivos que se adhieren directamente a la superficie
celular, en vez de hacerlo a la mucosidad, a través de interacciones especificas, por
ejemplo, interacciones mediadas por receptores. Un ejemplo de bioadhesivos que actian
de esta manera especifica es el grupo de compuestos denominado lectinas. Las lectinas
son glucoproteinas que tienen la capacidad de reconocer especificamente las moléculas de

azicar, por ejemplo, las glicoproteinas o los glicolipidos, y de unirse a ellas, que forman
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parte de las membranas celulares del epitelio intranasal y que pueden considerarse
“receptores de lectinas™.

En ciertos aspectos de la invencién, los materiales bioadhesivos que mejoran la
absorcidn intranasal de principios biol6gicamente activos pueden ser una matriz de
polimero hidréfilo, por ejemplo, hidrosoluble o hinchable en agua, 0 una mezcla de
polimeros que puedan adherirse a una superficie mucosa himeda. Estos adhesivos
pueden formularse como unglentos, peliculas delgadas de hidrogel (véase atrds) u otras
formas de aplicacién. A menudo, en estos adhesivos el principio bioldgicamente activo
estd mezclado a fin de efectuar una liberacién lenta o administracién local del principio
activo. Algunos estdn formulados con otros ingredientes que facilitan la penetracion del
principio activo a través de la mucosa nasal, por ejemplo, hacia el sistema circulatorio del

individuo.

Varios polimeros, tanto naturales como sintéticos, muestran una fijacién
significativa a la mucosidad y/o a las superficies epiteliales mucosas en condiciones
fisiolégicas. La potencia de esta interaccion se puede medir facilmente mediante pruebas
de pelado mecinico o desgarro. Cuando se aplican a una superficie mucosa himeda,
muchos materiales secos se adhieren de manera espontinea, al menos levemente. Tras
este contacto inicial, algunos materiales hidréfilos comienzan a atraer agua por absorcién,
dilatacién o fuerzas capilares, y si aquélla es absorbida por el sustrato subyacente o por la
interfase del tejido polimérico, la adhesién puede ser suficiente para mejorar la absorcién
por via mucosa de los principios biologicamente activos. Dicha “adhesién por
hidratacién” puede ser bastante acentuada, pero las formulaciones adaptadas para emplear
este mecanismo deben tener en cuenta la dilatacién, que continiia mientras la dosis se
transforma en un mucilago hidratado. Este proceso es aplicable a muchos hidrocoloides
uitiles en la invencion, especialmente algunos derivados de la celulosa, que generalmente
no son adhesivos cuando se aplican antes de ser hidratados. No obstante, o8 sistemnas de
administracidn de firmacos bioadhesivos que se aplican por via mucosa son eficaces en el
marco de la presente invencién cuando tales materiales se administran en forma de polvo

polimérico seco, microesfera o pelicula.

Otros polimeros se adhieren a las superficies mucosas no sdlo cuando se aplican

en seco, sino también cuando estin completamente hidratados, y en presencia de
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cantidades excesivas de agua. Por lo tanto, al elegir un mucoadhesivo es preciso
considerar debidamente las condiciones, tanto fisiolégicas como fisicoquimicas, en las
cuales se formard y mantendrid el contacto con el tejido. En especial, se sabe que la
cantidad de agua o el porcentaje de humedad que suele contener el sitio donde se quiere
lograr la adhesién y el pH prevalente influyen en la fuerza de fijacion mucoadhesiva de

los distintos polimeros.

Durante los dltimos veinte afios, se han fabricado y estudiado varios sistemas
poliméricos bioadhesivos para administrar firmacos, no siempre con éxito. Sin embargo,
hay una variedad de dichos excipientes que se utilizan actualmente en aplicaciones
clinicas de uso odontoldgico, ortopédico, oftalmolégico y quirirgico. Por ejemplo, los
hidrogeles con base acrilica se han utilizado ampliamente en mecanismos bioadhesivos.
Los hidrogeles con base acrilica son adecuados para la bioadhesion debido a que son
flexibles y no abrasivos en estado de dilatacién parcial, lo que reduce la destruccién de los
tejidos con los que entran en contacto. Més aln, su alta permeabilidad en estado de
dilatacién permite que el monémero sin reaccionar, las cadenas de polimeros no
entrecruzados y el iniciador puedan ser eliminados de la matriz mediante lavado después
de la polimerizacién, lo que es una caracteristica importante cuando se eligen materiales
bioadhesivos para utilizar en el marco de la presente invencion. Los elementos
poliméricos con base acrilica tienen un gran poder adhesivo. A los fines de la
administracién controlada por via mucosa de las drogas proteinicas y peptidicas. los
métodos y composiciones de la invencién pueden emplear portadores, por ejemplo,
poliméricos que, en parte, protegen al principio biolégicamente activo de la
descomposicién proteolitica, al tiempo que posibilitan una mejor penetracién del péptido
o la protefna en la mucosa nasal o a través de ella. En este contexto, los polimeros

bioadhesivos han demostrado tener un considerable potencial para mejorar la

administracién de férmacos por via oral. Por ejemplo, la biodisponibilidad de la 9-

desglicinamida, 8-arginina vasopresina (DGAVP) administrada a ratas por via
intraduodenal, junto con un 1% (peso/volumen) de dispersién salina del policarbéfilo
derivado del 4cido poliacrflico mucoadhesivo, fue de 3 a 5 veces mayor que la obtenida
con una solucién acuosa del farmaco peptidico sin este polimero.

Los polimeros mucoadhesivos del tipo 4cido poliacrilico son potentes inhibidores

de algunas proteasas intestinales. El mecanismo de inhibicién enzimética se explica por
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la gran afinidad que tiene esta clase de polimeros por los cationes divalentes, tales como
el calcio o el cinc, que son cofactores esenciales de las metaloproteinasas, como la
tripsina y la quimotripsina. Se ha informado que eliminar los cofactores de las proteasas
utilizando écido poliacrilico provoca cambios estructurales irreversibles de las proteinas
enziméticas y anula la actividad enziméitica. Al mismo tiempo, otros polimeros
mucoadhesivos (por ejemplo, quitosan y algunos derivados de la celulosa) pueden no
inhibir las enzimas proteoliticas en ciertas condiciones. A diferencia de otros inhibidores
enziméticos que pueden utilizarse en el marco de la invencién (por ejemplo, aprotinina,
bestatina), que son moléculas relativamente pequefias, es probable que la absorcion
transnasal de polimeros inhibidores sea minima dado el tamafio de estas moléculas y que,
de esa manera, se eliminen posibles efectos adversos. Por lo tanto, los polimeros
mucoadhesivos, particularmente los del tipo del dcido (poli)acrilico, pueden actuar como
adhesivo que estimule la absorcién y como protectores enzimdticos que mejoren la
administracién controlada de drogas protefnicas y peptidicas, especialmente por una
cuestién de seguridad.

Ademés de servir como protecciéon contra la degradacién enzimética, los
bioadhesivos y otros agentes poliméricos y no poliméricos que estimulan la absorcién
utilizados en la invencién pueden incrementar directamente la permeabilidad por via
mucosa de los principios bioldgicamente activos. A fin de facilitar el transporte de
moléculas hidréfilas y de gran tamafio (como los péptidos y las protefnas) a través de la
barrera epitelial nasal, se ha postulado que los polimeros mucoadhesivos y otros agentes
mejoran la penetracién mucho més que lo demostrado por la prolongacién del tiempo de
permanencia premucosa del sistema de administracién. Segiin lo consignan los estudios,
el tiempo que se mantienen las concentraciones plasmiéticas de la droga sugiere que las
microesferas bioadhesivas causan un aumento agudo pero transitorio de la permeabilidad
de la insulina a través de la mucosa nasal. Asimismo, se informé que otros polimeros
mucoadhesivos utilizados en la invencién, por ejemplo el quitosan, mejoran la
permeabilidad de determinados epitelios mucosos aunque se apliquen como solucién
acuosa o gel acuoso. También se informé que otro polimero mucoadhesivo que influye
directamente en la permeabilidad epitelial es el 4cido hialurdnico y los derivados estéricos
de dicho 4cido. Un bioadhesivo particularmente (til para la administracién conjunta y/o
para los métodos y las composiciones de la formulacién combinatoria de la invencién es

el quitosan, as{ como sus andlogos y derivados. El quitosan es un polimero atdxico,
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biocompatible y biodegradable, muy utilizado en aplicaciones médicas y farmacéuticas
debido a sus propiedades favorables de baja toxicidad y buena biocompatibilidad. Es un
poliaminosacérido natural preparado a partir de la quitina por N-desacetilacién con dlcali.
Tal como se utiliza en los métodos y composiciones de la invencion, el quitosan aumenta
la retencién de proteinas del péptido fijador al receptor de Y2, de sus andlogos y
miméticos, y de otros principios biolégicamente activos descritos en la presente en el sitio
mucoso que recibe la aplicacion. Este modo de administracion también puede mejorar el
cumplimiento terapéutico y la aceptacién del paciente. Tal como se establece en la
presente, los métodos y las composiciones de la invencién pueden incluir un nuevo
derivado del quitosan o una forma quimicamente modificada de éste. Uno de estos
nuevos derivados utilizados en el marco de la presente invencién se describe como $-[1
— 4]-2-guanidino-2-desoxi-D-glucosa (poli-GuD). El quitosan es el producto de quitina
N-desacetilado, polimero natural que se ha utilizado ampliamente para preparar
microesferas para formulaciones que se administran por via oral ¢ intranasal. También se
ha propuesto utilizar el polimero quiitosan como excipiente soluble para administrar
farmacos por via parenteral. En un aspecto de la invencidn, la o-metilisourea se utiliza
para convertir a la amina quitosan en su fraccién de guanidinio. El compuesto guanidinio
se prepara, por ejemplo, provocando una reaccién quimica entre soluciones equinormales

de quitosan y o-metilisourea con un pH superior a 8,0.

El producto del guanidinio es un polimero -[14]-guanidino-2-desoxi-D- glucosa.
Se abrevia como Poli-GuD en este contexto (Monémero F.W. de amina en quitosan =
161; Monémero F.W. de guanidinio en Poli-GuD = 203).

Un ejemplo del método de preparacién de Poli-GuD utilizado en esta invencién

implica el siguiente protocolo:

Soluciones:

Preparacién de la solucién de dcido acético al 0,5% (0,088N):
Pipetee 2,5 ml de 4cido acético glacial en un matraz aforado de 500 mil,
diluya a volumen con agua purificada.

Preparacién de la solucién NaOH 2N:
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Transfiera granulos de alrededor 20 g NaOH a un vaso de precipitados con
alrededor de 150 ml de agua purificada. Disuelva y enfrie a temperatura ambiente.
Transfiera la solucién a un matraz aforado de 250 ml y diluya a volumen con agua
purificada.

Preparacién de sulfato de o-metilisourea (equivalente a 0,4N en grupos
urea):

Transfiera alrededor de 493 mg de sulfato de O-metilisourea a un matraz
aforado de 10 mi, disuelva y diluya a volumen con agua purificada.

El pH de la solucién es de 4,2

Preparacién de la solucién de cloruro de bario (0,2M):

Transfiera alrededor de 2,086 g de cloruro de bario a un matraz aforado de
50 ml, disuelva y diluya a volumen con agua purificada.

Preparacién de la solucién de quitosan (equivalente de 0,06N de
amina):

Transfiera alrededor de 100 mg de quitosan a un vaso de precipitados de
50 ml, agregue 10 ml de dcido acético al 0,5% (0,088 N). Mezcle hasta disolver por
completo.

El pH de la solucién es de alrededor de 4,5

Preparacién de la solucién de cloruro de O-metilisonrea (equivalente a
0,2N en grupos urea):

Pipetee 5,0 ml de solucién de sulfato O-metilisourea (grupo urea
equivalente 0,4N) y 5 ml de solucién de cloruro de bario 0,2M en un vaso de precipitados.
Se forma un precipitado. Contintie mezclando la solucidn durante otros 5 minutos. Filtre
la solucién en un filtro de 0,45m y elimine el precipitado. La concentracién de cloruro O-
metilisourea en la solucién sobrenadante es equivalente a 0,2 N en grupos urea.

El pH de la solucién es 4,2

Procedimiento:

Agregue 1.5 ml de NaOH 2 N a 10 ml de la solucién de quitosan
(equivalente a 0,06N de amina) preparado como se describe en la Seccién 2.5. Ajuste el
pH de la solucién con NaOH 2N a aproximadamente 8,2-8,4. Mezcle la solucién durante

10 minutos més. Agregue 3,0 ml de la solucién de cloruro O-metilisourea (equivalente a
0,2N en grupos urea) preparada como se describié anteriormente. Mezcle la solucién

durante toda la noche.
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Ajuste el pH de la solucién a 5,5 con Acido Acético al 0,5% (0,088N).

Diluya la solucién a un volumen final de 25 ml utilizando agua purificada.

La concentracién de Poli-GuD en la solucién es de 5 mg/ml, equivalente a
0,025N (grupo guanidinio).

Otros compuestos clasificados como bioadhesivos que pueden ser utilizados en el
marco de la presente invencién actian como mediadores de interacciones especificas,
cominmente clasificadas como “interacciones entre receptores y ligandos” entre
estructuras complementarias del compuesto bioadhesivo y un compuesto de la superficie
del epitelio mucoso. La naturaleza brinda muchos ejemplos que ilustran esta forma de
bioadhesidn especifica de enlace, tal como en el caso de las interacciones entre la lectina
y ¢l azicar. Las lectinas son (glico)proteinas de origen no inmunitario que se fijan a los
polisacéridos o glicoconjugados.

Se han investigado varias lectinas vegetales como posibles promotoras de la
absorcién. Una lectina vegetal, Phaseolus vulgaris hemagglutinin (PHA), tiene gran
biodisponibilidad oral, de méds del 10% tras ser administrada a ratas. Aparentemente, la
lectina del tomate (TL) (Lycopersicon esculeutum) puede administrarse de varias maneras

sin riesgos.

En resumen, los bioadhesivos mencionados son de utilidad en las formulaciones
combinatorias y los métodos de administracién conjunta de la presente invencién, los
cuales pueden incorporar una cantidad y una forma de bioadhesivo que sea eficaz para
prolongar la permanencia o, de lo contrario, incrementar la absorcién mucosa de una o
més proteinas del péptido fijador al receptor de Y2, de sus andlogos y miméticos, y de
otros principios biolégicamente activos. Los bioadhesivos pueden administrarse en forma
conjunta como compuestos adjuntos o como aditivos en las formulaciones combinadas de
la invencién. En ciertas realizaciones, el bioadhesivo actia como un “pegamento
farmacéutico™, en tanto que en otras realizaciones la administracién adjunta o formulacién
combinada del bioadhesivo sirve para intensificar el contacto del principio
biolégicamente activo con la mucosa nasal, en algunos casos estimulando interacciones
ligando-receptoras especificas con “receptores” celulares epiteliales, y en otros casos
incrementando la permeabilidad epitelial para aumentar en forma significativa el
gradiente de concentracién de la droga medido en la zona seleccionada para administrarlo
(por ejemplo, el higado, el plasma sanguineo o tejido o fluido del SNC). Otros
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bioadhesivos que pueden ser utilizados en la invencién actGan como inhibidores
enziméticos (por ejemplo, de la proteasa) para aumentar la estabilidad de los fdrmacos
administrados por via mucosa, administrados en forma conjunta 0 en una formulacién

" combinada con el bioadhesivo.

Liposomas y Excipientes de Administracién Micelar

Los métodos de administracién coordinada y las formulaciones combinatorias de
la presente invencién pueden incorporar portadores con base lipidica o de dcidos grasos,
procesadores, o excipientes de administracién que mejoren las formulaciones destinadas a
administrar por via mucosa las proteinas del péptido fijador al receptor de Y2, sus
andlogos y miméticos, y otros principios biolégicamente activos. Por ejemplo, se
proporciona una variedad de formulaciones y métodos para la administracién por via
mucosa, que incluyen uno o més de estos principios activos, como un péptido o una
proteina afiadidos a un liposoma, a un portador micelar mezclado o a una emulsién, o
encapsulados en ellos, o administrados conjuntamente para mejorar la estabilidad quimica
y fisica y aumentar la vida media de los principios biolégicamente activos (por ejemplo,
reduciendo la susceptibilidad a la protedlisis, a la desnaturalizacién y/o a la modificacién

quimica) cuando se administra por via mucosa.

En ciertos aspectos de la invencién, los sistemas de administracién especializados
de principios biolégicamente activos comprenden pequefias vesiculas lipidicas
denominadas liposomas. Es caracteristico que los liposomas sean producidos a partir de
moléculas lipidicas naturales, biodegradables, atdxicas y no inmunogénicas, y que puedan
atrapar las moléculas de la droga(sean péptidos o proteinas) o fijarse a ellas con eficacia
dentro de sus membranas o sobre ellas. Lo que aumenta el atractivo de los liposomas
como sistema para administrar proteinas y péptidos en la presente invencidn es que las
proteinas encapsuladas pueden permanecer en su medio acuoso predilecto dentro de las
vesiculas, en tanto que la membrana liposémica los protege contra la proteélisis y otros
factores desestabilizantes. Axin cuando no todos los métodos conocidos de preparacion de
liposomas sirven para encapsular péptidos y proteinas, debido a sus propiedades fisicas y
quimicas Gnicas, existen varios métodos que permiten encapsular estas macromolécuias

sin que se produzca una desactivacion sustancial.
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Se dispone de varios métodos para preparar los liposomas que pueden utilizarse en
la presente invencion, Patente de EE.UU. No' 4.235.871; 4.501.728 y 4.837.028. En la
administracién que emplea a un liposoma como excipiente, es comiin que el principio
biolégicamente activo esté atrapado en el liposoma o en la vesicula lipidica, o que esté

fijado a la parte externa de la vesicula.

Al igual que los liposomas, los acidos grasos insaturados de cadena larga, que
también mejoran la absorcién mucose, pueden formar vesiculas cerradas con estructuras
de dos capas (llamedas “ufasomas™). Estas se pueden formar, por ejemplo, utilizando
dcido oleico para atrapar las proteinas y los péptidos biolégicamente activos para la
administracién por via mucosa, por ejemplo, intranasal, en el marco de la presente

invencién.

Otros sistemas de administracién empleados en la presente invencién combinan el
uso de polimeros y liposomas para unir las propiedades favorables de ambos excipientes,
como ser el encapsulado dentro de la fibrina, que es un polimero natural. Ademiés,
mediante el entrecruzado covalente y el agregado de antifibrinoliticos al polimero fibrina,
se puede controlar la liberacion de los compuestos bioterapéuticos de este sistema de

administracion.

Esta invencion también contempla el uso de sistemas de administracién més
simplificados, por ejemplo, el uso de lipidos catiénicos como excipientes, que pueden
servir para generar una interaccién electroestética entre el excipiente lipidico y principios
bioldgicamente activos cargados, tales como protefnas y dcidos nucleicos polianidnicos.
Estos excipientes' permiten envasar los firmacos de una manera eficaz y adecuada para la

administracién por via mucosa y/o hacia los compartimientos sistémicos.

Otros excipientes que pueden ser utilizados en el marco de la presente invencién
son los dcidos grasos de cadenas media y larga, asf como las micelas surfactantes
mezcladas con dcidos grasos. El transporte de los lipidos neturales en forma de ésteres a
través de superficies mucosas tiene implicancias importantes. Se ha demostrado que los
dcidos grasos libres y sus monoglicéridos, que tienen grupos polares adheridos, actian en
forma de micelas mezcladas como promotores de la permeabilidad en la barrera intestinal.

El descubrimiento de que los dcidos grasos libres (dcidos carbolixicos con una longitud de
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cadena que oscila entre 12 y 20 itomos de carbono) y sus derivados polares pueden
maodificar la barrera intestinal ha fomentado la realizacién de investigaciones exhaustivas

acerca de la aplicacién de estos agentes para mejorar la absorcién mucosa.

En el marco de los métodos de la invencidn, los dcidos grasos de cadena larga,
especialmente los lipidos fusogénicos (dcidos grasos insaturados y monoglicéridos tales
como el 4cido oleico, el dcido linoleico, la monoleina, etc.) son portadores que mejoran la
administracién mucosa del péptido fijador al receptor de Y2, de sus andlogos y
miméticos, y de otros principios bioldgicamente activos descritos en la presente.
También se ha demostrado que los Acidos grasos de cadena media (Cs a Ci2) y los
monoglicéridos mejoran la absorcién intestinal de la droga, y que pueden adaptarse a los
métodos y las formulaciones para la administracién por via mucosa de la presente
invencién. Ademuis, las sales de sodio de los dcidos grasos de cadena media y larga son
excipientes y potenciadores eficaces de la absorcién para administrar los principios
biolégicamente activos por via mucosa. Por lo tanto, los dcidos grasos pueden emplearse
en formas solubles de sales de sodio o mediante el agregado de surfactantes atéxicos, por
ejemplo, aceite de castor hidrogenado polioxietilado, taurocolato sédico, etc. Otros dcidos
grasos y preparaciones de micelas mezcladas que pilcden emplearse en la invencidn son,
sin estar limitados a la enumeracion que sigue: caprilato sédico (C8), caprato sédico
(C10), laurato sddico (C12) o el oleato sédico (C18), que se pueden combinar con sales

biliares tales como el glucocolato y el taurocolato.

Pegilacién

Otros métodos y composiciones que se proponen en la presente invencién
implican la modificacién quimica de péptidos y proteinas biolégicamente activos
mediante adhesién covalente de materiales poliméricos, por ejemplo dextranos,
polivinilpirrolidonas, glicopéptidos, polietilenglicol y dcidos poliaminicos. Las proteinas
y los péptidos conjugados resultantes retienen la accién bioldgica y solubilidad para ser
administrados por via mucosa. En otras realizaciones, las proteinas del péptido fijador al
receptor de Y2, sus andlogos y miméticos, y otras proteinas y péptidos biolégicamente
activos. se conjugan con los polimeros oxidopolialquilénicos, particularmente los
polietilenglicoles (PEG). Patente de EE.UU. N° 4.179.337.

qf
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Los polimeros PEG aminorreactivos que pueden emplearse en la presente
invencién son los siguientes: SC-PEG con masas moleculares de 2.000, 5.000. 10.000,
12.000 y 20.000; U-PEG-10.000; NHS-PEG-3400-biotina; T-PEG-5.000; T-PEG-12.000;
y TPC-PEG-5.000. Los péptidos y las proteinas biolégicamente activos se pueden pegilar
modificando los sitios carboxflicos (por ejemplo, dcido aspartico o grupos de 4cido
glutdmico, ademéds de las terminales carboxilicas). Se ha descrito 1a utilidad de la PEG-
hidrazida en la modificacién selectiva de grupos carboxilicos de proteinas activadas por
carbodiimida en condiciones 4cidas. Otra posibilidad seria modificar el PEG bifuncional
de péptidos y protefnas biolégicamente activos. En algunos procedimientos, los sitios
aminodcidos cargados, entre ellos la lisina, el dcido aspdrtico y el dcido glutamico,
presentan una marcada tendencia a ser accesibles al solvente en superficies protefnicas.

Otras Modificaciones para Estabilizar Principios Activos

Ademids de la PEGilacidn, los principios biolégicamente activos, tales como los
péptidos y las proteinas que pueden ser utilizados en la presente invencién, pueden
modificarse para mejorar la vida media circulante protegiendo al principio activo
mediante la conjugacién de otros compuestos protectores y estabilizadores conocidos, por
ejemplo, creando protefnas de fusién con un péptido, proteina, andlogo o mimético activo
fijado a una o més proteinas transportadoras, tales como una o méis cadenas de

inmunoglobulina.

Formulacién y Administracién

Las formulaciones de administracion mucosa de la presente invencién se
componen del péptido fijador al receptor de Y2, sus andlogos y miméticos, que suelen
combinarse con uno o més excipientes farmacéuticos aceptables o con otros fdrmacos. El
o los portadores deben ser "farmacolégicamente aceptables” en el sentido de que deben
ser compatibles con los otros ingredientes de la formulacién y no provocar un efecto
nocivo inaceptable en el individuo. Dichos portadores ya fueron descritos en la presente,
o son bien conocidos para los expertos en farmacologia. Es aconsejable que la
formulacién no incluya sustancias tales como enzimas u oxidantes con los cuales el
principio bioldgicamente activo sea incompatible. Las formulaciones pueden prepararse

mediante cualquiera de los métodos ampliamente conocidos en farmacologia.
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En las composiciones y los métodos de la invencién, las proteinas del péptido
fijador al receptor de Y2, sus andlogos y miméticos, y otros principios biolégicamente
activos que se describen en la presente pueden ser administrados mediante varias vias
mucosas, por ejemplo oral, rectal, vaginal, intranasal, intrapulmonar, por administracién
transdérmica, o por administracién tdpica en los ojos, los ofdos, la piel u otras superficies
mucosas. También es posible administrar las proteinas del péptido fijador al receptor de
Y2, sus andlogos y miméticos, y otros principios biolégicamente activos descritos en la
presente de manera conjunta o adjunta por vias no mucosas, por ejemplo, vias
intramusculares, subcutineas, intravenosas, intrauriculares, intrarticulares,
intraperitonales o parenterales. En otras realizaciones, los principios biolégicamente
activos se pueden administrar ex vivo por exposicidn directa a las células, a los tejidos o a
los 6rganos de un mamifero, por ejemplo como compuesto de una formulacién para tratar
un tejido u érgano ex vivoe que contiene al principio biolégicamente activo en un portador
liquido o sélido adecuado.

A menudo, las composiciones acordes con la presente invencién se administran en
una solucién acuosa como un spray nasal o pulmonar, y se pueden aplicar en forma de
spray mediante varios métodos conocidos por los entendidos en la materia. Los sistemas
preferidos para aplicar liquidos mediante spray nasal estin publicados en la Patente de
EE.UU. No 4.511.069. Las formulaciones pueden presentarse en envases para dosis
miltiples, por ejemplo en el sistema sellado de aplicacién publicado en la Patente de
EE.UU. 4.511.069. Otras formas de administracién por aerosol pueden incluir, por
ejemplo, nebulizadores de aire comprimido, de jet, ultrasénicos y piezoeléctricos, que
liberan el principio biolégicamente activo disuelto o suspendido en un solvente

farmacéutico, por ejemplo, agua, etanol o0 una mezcla de agua y etanol.

Es caracteristico que las soluciones en spray nasal y pulmonar de la presente
invencién contengan el férmaco, que puede ser formulado con un principio activo
superficial como un surfactante no iénico (por ¢jemplo, polisorbato-80), y uno o més
buffers. En algunas realizaciones de la presente invencién, la solucién del spray nasal
también contiene un propelente. El pH de la solucién del spray nasal puede oscilar entre
pH 3,0 y 6,0, preferentemente 5,0+0,3. Los buffers apropiados que pueden utilizarse en
estas composiciones son los ya descritos o los que se conocen en farmacologia. Se pueden

agregar otros compuestos para aumentar o mantener la estabilidad quimica, como ser
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conservantes, surfactantes, dispersantes o gases. Los conservantes apropiados son el
fenol, el metilparabeno, el m-cresol, el timerosal, el clorobutanol, el cloruro de
benzalconio, y otros similares, aunque no se limitan a esta enumeracién. Los surfactantes
apropiados son el &cido oleico, el trioleato sorbitdn, los polisorbatos, la lecitina, las
fosfatidilcolinas y varios fosfolipidos y diglicéridos de cadena larga, aunque no se limitan
a esta enumeracion. Los dispersantes adecuados son, sin estar limitados a la siguiente
enumeracion, el icido etilenodiamintetraacético y otros similares. Los gases adecuados
son el nitrégeno, el helio, los cloroflucrocarbonos (CFC), los hidrofluorocarbonos (HFC),

el diéxido de carbono, el aire y otros similares, aunque no se limitan a esta enumeracion.

En otras realizaciones, las formulaciones de administracién mucosa se aplican
como polvo seco, el cual contiene al principio biolégicamente activo en forma seca,
generalmente liofilizada y de un tamafio de particula adecuada o dentro de un margen de
tamaiio de particula adecuado, para la administracion por via intranasal. El tamafio de
particula minima adecuada para que se deposite dentro del pasaje nasal o pulmonar a
menudo tiene un didmetro aerodindmico equivalente de masa media (MMEAD, por su
sigla en inglés) de alrededor de 0,5 p, cominmente un MMEAD de 1p, y mis
cominmente un MMEAD de 2u. El tamafio méximo adecuado de la particula para que se
deposite dentro de los pasajes nasales suele ser de alrededor de 10p de MMEAD,
cominmente de alrededor de 8u de MMEAD, y mas tipicamente de alrededor de 4y de
MMEAD. Los polvos inhalables por via intranasal que se encuentran dentro de estos
tamafios pueden fabricarse mediante varias técnicas convencionales, tales como triturado
a chorro, secado por spray, precipitacién por solvente, condensacién liquida supercritica,
y otros similares. Estos polvos secos de MMEAD adecuado pueden ser administrados al
paciente por medio de un inhalador convencional para polvo seco, que depende de la
respiracion del paciente en el momento de la inhalacién pulmonar o nasal, para dispersar
el polvo en una cantidad aerosolizada. Otra posibilidad seria administrar el polvo seco
mediante dispositivos asistidos con aire, que utilizan una fuente de energia externa para

dispersar el polvo en una cantidad aerosolizada, por ejemplo, una bomba a piston.

Los dispositivos de polvo seco cominmente requieren de una masa de polvo que
oscile entre 1 mg a 20 mg para producir una dosis aerosolizada \inica (*puff” o bocanada).
Si la dosis necesaria o deseada del principio bioldgicamente activo es menor que esta

cantidad, el principio activo pulverizado generalmente se combina con un engrosador en
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polvo seco para proporcionar la masa total de polvo que es necesaria. Los polvos secos
engrosadores que se prefieren son la sacarosa, la dextrosa, el manitol, la glicina, la
trehalosa, la seroalbimina humana (HSA) y el almidén. Otros polvos secos engrosadores
que son adecuados son la celobiosa, los dextranos, la maltotriosa, la pectina, el citrato de

sodio, el ascorbato de sodio, entre otros.

A fin de formular las composiciones para la administracién mucosa en el marco de
la presente invencién, el principio biolégicamente activo puede combinarse con varios
aditivos farmacéuticamente aceptables, asi como también con una base o portador para
dispersar al/a los principio(s) activo(s). Los aditivos preferidos son los controladores del
pH, como la arginina, el hidréxido de sodio, la glicina, el 4cido clorhidrico. el 4cido
citrico, etc., aungue no se limitan a esta enumeracién. Ademis, pueden incluirse
anestésicos locales (por ejemplo, alcohol bencilico), agentes isotdnicos (por ejemplo,
cloruro de sodio, manitol, sorbitol), inhibidores de la absorcién (por ejemplo, Tween 80),
agentes para aumentar la solubilidad (por ejemplo, ciclodextrinas y derivados),
estabilizadores (por ejemplo, seroalbimina) y reductores (por ejemplo, glutation).
Cuando la composicién para la administracién mucosa es liquida, la tonicidad de la
formulacién, medida en referencia a la tonicidad de la solucion salina fisiologica al 0,9%
(peso/volumen) tomada como unidad, suele ajustarse a un valor que no produzca ningtn
dafio sustancial e irreversible del tejido de la mucosa nasal en el sitio donde se administra
dicha formulacién. En general, la tonicidad de la solucidn se ajusta a un valor
aproximado de 1/3 a 3, més cominmente de 1/2 a 2, y més frecuentemente de 3/4 a 1,7.

El principio bioldgicamente activo puede dispersarse en una base o excipiente, que
puede contener un compuesto hidréfilo con la capacidad de dispersar el principio activo y
todos los aditivos que se deseen. La base puede elegirse de una amplia gama de
excipientes adecuados, que pueden ser, sin estar limitados a la siguiente enumeracién,
copolimeros de dcidos policarboxilicos o sales de dichos icidos, anhidridos carboxilicos
(por ejemplo, anhidrido maleico) con otros mondémeros (por ¢jemplo, metil (met)acrilato,
écido acrilico), polimeros vinilo hidréfilos como el acetato polivinilico, el alcohol
polivinilico, la polivinilpirrolidona, los derivados de la celulosa como
hidroximetilcelulosa, la hidroxipropilcelulosa, etc. y polimeros naturales como el
quitosan, el coldgeno, el alginato de sodio, la gelatina, el dcido hialurdnico y las sales

metilicas no téxicas derivadas de los polimeros naturales. A menudo, se elige un
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polimero biodegradable como base o portador, por ejemplo, un icido polildctico, un
copolimero poli (4cido-glicélico 4cido lictico), un écido polihidroxibutirico, un
copolimero poli(ficido-glicdlico dcido hidroxibutirico), y mezclas de los mencionados
copolimeros. Sea como alternativa o en conjunto, se pueden utilizar como excipientes los
ésteres de 4cidos grasos sintéticos como los de 4cidos grasos poliglicerinicos, los de
dcidos grasos sacarosos, etc. Los polimeros hidréfilos y otros excipientes pueden
utilizarse solos o combinados, y se puede mejorar la integridad estructural del excipiente
mediante la cristalizacién parcial, el enlace iénico, el entrecruzado, entre otros
procedimientos. El portador puede introducirse de varias maneras, por ejemplo, en
soluciones viscosas o fluidas , geles, pastas, polvos, microesferas y peliculas de aplicacién
directa en la mucosa nasal. El uso de un determinado excipiente en este contexto puede

promover la absorcion del principio bioldgicamente activo.

El principio biolégicamente activo puede combinarse con la base o el excipiente
mediante una variedad de métodos, y la liberacién de aquél puede realizarse por difusion,
por desintegracién del excipiente o por la formulacién asociada de los canales de agua.
En algunas circunstancias, el principio activo se dispersa en microcépsulas (microesferas)
o nanocidpsulas (nanoesferas) preparadas a partir de un polimero apropiado, por ejemplo,
isobutil 2-cianoacrilato, y dispersadas en un medio de dispersién biocompatible aplicado
en la mucosa nasal, que deriva en una administracién y una actividad biolégica continuas

a lo largo de un periodo prolongado.

Para mejorar atn mas la administracién mucosa de los farmacos en el marco de la
presente invencidn, las formulaciones que contienen el principio activo también tienen un
compuesto hidréfilo de bajo peso molecular como base o excipiente. Estos compuestos
hidréfilos de bajo peso molecular proporcionan un medio de paso mediante el cual el
principio activo hidrosoluble, como ser una proteina o un péptido fisiolégicamente activo,
puede esparcirse a través de la base hacia la superficie del cuerpo donde se absorbe el
principio activo. El compuesto hidréfilo de bajo peso molecular puede absorber la
humedad de la mucosa o la atmésfera en la que se produce la administracién y disolver el
péptido activo hidrosoluble. Generalmente, el peso molecular del compuesto hidréfilo de
bajo peso molecular no es superior a 10.000, y, preferentemente, no superior a 3.000. Son
ejemplos de estos compuestos los compuestos de poliol, como los oligosacéridos, los

disacdridos y los monosacéridos tales como sacarosa, manitol, sorbitol, lactosa, L-
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arabinosa, D-eritrosa, D-ribosa, D-xilosa, D-manosa, tretalosa, D-galactosa, lactulosa,
celobiosa, gentibiosa, glicerina y polietilenglicol. Otros ejemplos de compuestos
hidréfilos de bajo peso molecular que pueden utilizarse como portadores en la invencién
son la N-metilpirrolidona y los alcoholes (por ejemplo, el alcohol oligovinilico, etanol, el
etilenglicol, el propilenglicol, etc.). Estos compuestos pueden utilizarse solos o
combinados entre si 0 con otros compuestos activos o inactivos de la formulacién
intranasal.

Las composiciones de la invencién también pueden contener como excipientes
farmacéuticamente aceptables, sustancias que son necesarias para obtener condiciones
fisiolégicas, tales como buffers y controladores del pH, tonificantes, hidratantes y otros
similares, por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de
potasio, cloruro de calcio, monolaureato de sorbitdn, oleato de trietanolamina, etc. Para
composiciones sélidas, se pueden utilizar excipientes atdxicos convencionales
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina de sodio, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio de
grados farmacéuticos, entre otros.

Las composiciones terapéuticas para administrar el principio biol6gicamente
activo también pueden formularse como una solucién, una microemulsion u otra
estruclura que pueda contener una alta concentracién de ingredientes activos. El portador
puede ser un solvente o un medio de dispersién, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido y otros similares) y mezclas
apropiadas de los mencionados. La fluidez adecuada de las soluciones puede mantenerse,
por ejemplo, aplicando un revestimiento, como ser de lecitina, manteniendo un tamatio de
particula deseado en el caso de formulaciones dispersables y agregando surfactantes. En
muchos casos, es aconsejable incluir agentes isoténicos en la composicién, por ejemplo,
azicares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio. La absorcién
prolongada del principio biolégicamente activo puede obtenerse incluyendo en la
composicién un agente que retarde la absorcion, por ejemplo, gelatina y sales de
monoestearato.

En ciertas realizaciones de la invencidn, el principio bioldgicamente activo se

administra en una formulacién de liberacién controlada, por ejemplo, en una composicién



10

15

20

25

30

89

que incluye un polfmero de liberacién lenta. El principio activo puede prepararse con
excipientes que actuarin como protectores contra la liberacién ripida, por ejemplo, un
excipiente de liberacién controlada como un polimero, un sistema de administracién
microencapsulada o un gel bioadhesivo. La administracién prolongada del principio
activo en varias composiciones de la invencion puede obtenerse incluyendo en elia
agentes que retardan la absorcién, por ejemplo, gelatina e hidrogeles de monoesterato de
aluminio. Cuando se pretende obtener formulaciones de administracién controlada del
principio biolégicamente activo, los enlaces de administracién controlada que son
apropiados para ser utilizados en la invencion son todas las sustancias de liberacién
controlada biocompatibles que sean inertes al principio activo y que tengan la capacidad
de incorporar el principio biolégicamente activo. Varias de estas sustancias son
conocidas en farmacologfa. Los aglutinantes de liberacién controlada son sustancias que
se metabolizan lentamente en condiciones fisiol6gicas tras la administracién por via
intranasal (por ejemplo, en la superficie mucosa nasal, o en presencia de fluidos
corporales tras la administracién transmucosa). Los aglutinantes adecuados pueden ser,
aunque no exclusivamente, polimeros y copolimeros biocompatibles, utilizados
previamente en farmacologia en formulaciones de liberacion prolongada. Estos
compuestos biocompatibles son atéxicos e inertes a los tejidos circundantes, y no
desencadenan efectos adversos significativos tales como imritacién nasal, respuesta
inmune, inflamacidn, entre otros. Se metabolizan en productos metabélicos que también

son biocompatibles y son eliminados ficilmente del organismo.

Entre las sustancias poliméricas que pueden utilizarse en este contexto se
incluyen, sin estar limitadas a la siguiente enumeracién, las matrices poliméricas
derivadas de poliésteres copoliméricos y homopoliméricos que tienen uniones de éster
hidrolizables. En el arte, se sabe que varias de estas sustancias son biodegradables y que
derivan en productos de degradacién de escasa o ninguna toxicidad. Algunos ejemplos de
estos polimeros son los siguientes: dcidos poliglucdlicos (PGA) y écidos polilacticos
(PLA), poli(dcido DL-léctico-dcido-co-glucélico) (DL PLGA), poli(dcido D-lactico-
dcido-co-glucdlico) (D PLGA) y poli(dcido L-lictico-dcido-co-glicélico) (L PLGA).
Otros polimeros biodegradables o bioerosionables de utilidad son, entre otros, los
siguientes: poli (epsilon-caprolactona), poli (epsilon-aprolactona-CO-écido léctico), poli
(e-aprolactona-CO-dcido glicélico), poli (beta-hidroxi 4cido butirico), poli (alquil-2-
cianoacrilato), hidrogeles tales como el poli (hidroxietil metacrilato), poliamidas, poli

%8
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(amino4cidos) (por ejemplo, la L-leucina, el dcido glutdmico, el 4&cido L-aspértico, y otros
similares), poli (éster de urea), poli (2-hidroxietil DL-aspartamida), polimeros de
poliacetal, poliortoésteres, policarbonato, polimaleamidas, polisacdridos y copolimeros
derivados de los polimeros mencionados. En general, existen muchos métodos para
preparar estas formulaciones, que son conocidas por los expertos en la materia. Otras
formulaciones dtiles son las composiciones de administracién controlada, por ejemplo, ias
microcdpsulas, Patente de EE.UU. No' 4.652.441 y 4.917.893, los copolimeros écido-
glucdlico écido-lictico que son de utilidad para elaborar microcdpsulas y otras
formulaciones, Patente de EE.UU. No 4.677.191 y 4.728.721, y composiciones de
administracién prolongada para péptidos hidrosolubles, Patente de EE.UU. No 4.675.189.

Las soluciones estériles se pueden preparar incorporando la cantidad indicada del
compuesto activo a un solvente adecuado con uno de los ingredientes enumerados
anteriormente o una combinacion de ellos, seglin sea necesario, y luego esterilizando el
preparado mediante filtro. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo a un excipiente estéril que contenga un medio de dispersién bésico y los
otros ingredientes indicados, que se encuentran entre los ya mencionados. En el caso de
los polvos estériles, los métodos de preparacién incluyen secado al vacio y en frio,
procesos que producen un polvo del ingrediente activo més cualquier ingrediente
adicional a partir de una solucién previamente esterilizada con filtro. Se puede prevenir
la accién de microorganismos mediante varios agentes antibacterianos y antimicéticos,

por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, dcido sérbico, timerosal y similares.

La administracién por via mucosa propuesta por la presente invencién permite a
los pacientes realizar un tratamiento de autoadministracién, siempre que se tomen
suficientes precauciones para controlar la dosis y los efectos secundarios. La
administracidn mucosa también carece de las desventajas de otras formas de
administracidn, tales como las inyecciones, que son dolorosas, exponen al paciente a
posibles infecciones y pueden presentar problemas de biodisponibilidad de la droga. Para
la administracién por via nasal y pulmonar, son bien conocidos los sistemas de aplicacién
controlada por aerosol de liquidos terapéuticos mediante un pulverizador. En una
realizacién, se liberaron dosis fijas del principio activo a través de una valvula por bomba
mecdnica construida especialmente, Patente de EE.UU. No 4.511.069.
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Dosificacién

Con fines pireventivos y terapéuticos, el/los agente(s) biolégicamente activo(s)
descrito(s) en la presente puede(n) administrarse mediante un dGnico bolo continuo (por
ejemplo, por via transdérmica, mucosa o intravenosa) durante un periodo de tiempo
prolongado, o segiin un protocolo de administracién reiterada (por ejemplo, un protocolo
de administracién horaria, diaria o semanal). En este contexto, una dosis
terapéuticamente eficaz de los principios biolégicamente activos puede constar de dosis
reiteradas durante un régimen preventivo o terapéutico prolongado que tendrd resultados
significativos en cuanto al alivio de uno o mds sintomas o afecciones detectables
asociadas a una determinada enfermedad o afeccién, como ya se describi6. En este
contexto, la forma tipica de determinar las dosis terapéuticas eficaces se basa en los
estudios con modelos de animales seguidos de pruebas clinicas en humanos y se guia por
la determinacién de dosis eficaces y protocolos de administracién que reducen
significativamente la posibilidad de que se produzcan o se agraven en el sujeto los
sintomas de la enfermedad o las afecciones en estudio. A este respecto, son modelos
apropiados, por ejemplo, los murinos, ratas, porcinos, felinos, primates no humanos, y
otros modelos animales conocidos en farmacologia. Otra posibilidad seria determinar las
dosis eficaces utilizando modelos in vifro (por ejemplo, andlisis inmunolégicos ¢
histopatolégicos). Utilizando dichos modelos, en general sélo se requieren célculos y
ajustes comunes para determinar una dosis y una concentracién adecuadas a fin de
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del/de los agente(s) bioldgicamente
activo(s) (por ejemplo, cantidades que sean eficaces en dosis intranasales, transdérmicas,

intravenosas o intramusculares para provocar una respuesta determinada).

Desde luego, la dosis real de principios biolégicamente activos sufrird variaciones
de acuerdo con factores tales como la indicacién de la enfermedad y el estado particular
del individuo (por ejemplo, la edad, el tamaiio, el estado de salud, la gravedad de los
sintomas, los factores de sensibilidad, etc.), el momento y la via de administracién, otros
fdrmacos o tratamientos que se le estén administrando en forma simultinea, as{ como la
farmacologia especifica del/de los agente(s) biolégicamente activo(s) para provocar una
determinada actividad o respuesta biolégica en el individuo. Los regimenes de
dosificacién pueden ajustarse a fin de proporcionar una éptima respuesta preventiva o
terapéutica. Una cantidad terapéuticamente eficaz también es aquélla en la que, en

términos clinicos, los efectos beneficiosos compensan todos los efectos secundarios
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téxicos o perjudiciales que pueda provocar el principio biolégicamente activo. La
cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista del Y2, en el marco de los métodos y las
formulaciones de la presente invencién, se ubica entre 0,7ug/kg y alrededor de 25ug/kg
(este margen no es limitante). A fin de estimular el adelgazamiento, se administra el
péptido fijador al receptor de Y2 en una dosis intranasal lo suficientemente alta para
provocar saciedad, pero lo suficientemente baja para no causar efectos secundarios
indeseables, por ejemplo, nduseas. Una dosis aconsejable de PYY3 34 es de alrededor de 1
pg — 10 pg/ke de peso del paciente, mis preferentemente entre 1.5 pg/kg vy 3 pg/kg de
peso del paciente. La dosis convencional se ubica entre 50 pg y 1600pg, més
preferentemente entre 75 pg y 800 pg, y aun més preferentemente entre 100ug, 150 g,
200 pg y alrededor de 400 pg. Otra posibilidad, a fin de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un principio biolégicamente activo dentro de los métodos y las
formulaciones de la invencion, seria una dosis ubicada entre aproximadamente 0,001
pmol hasta aproximadamente 100 pmol por kg de peso, entre 0,01 pmol hasta 10 pmol
por kg de peso, entre 0,1 pmol hasta aproximadamente 5 pmol por kg de peso, © entre
aproximadamente 0,5 pmo! hasta 1,0 pmol por kg de peso. Las dosis ubicadas dentro de
esos mirgenes pueden obtenerse por medio de administraciones Gnicas o miltiples, por
ejemplo, varias administraciones diarias, o administraciones diarias o semanales. Cada
vez que se administra la dosis, es aconsejable proporcionar al menos un microgramo del
principio biolégicamente activo (por ejemplo, una o més proteinas del péptido fijador al
receptor de Y2, sus andlogos y miméticos y otros principios bioldgicamente activos), si
bien lo mis frecuente es administrar dosis de aproximadamente 10 pg a 5,0 mg, y en
ciertas realizaciones, de aproximadamente 100 pg a 1,0 0 2,0 mg a un individuo humano
promedio. Para ciertas aplicaciones orales, es posible que sean necesarias dosis de hasta
0,5 mg por kilogramo de peso corporal para obtener la concentracién plasmética
necesaria. También es importante destacar que es preciso definir y ajustar los regimenes
de dosificacién a cada sujeto en particular con el paso del tiempo. de acuerdo con las
necesidades individuales y con el criterio profesional de quien administra o supervisa la
dosis del/de los péptido(s) penetrabilizante(s) y de otro(s) principio(s) biolégicamente
activo(s). Una dosis intranasal de un PYY variaré desde 50 pg a 1600ug de PYY,
preferiblemente 75ug a 800ug, mds preferiblemente 100ug a 400ug; estando una dosis
més preferida se encuentra entre 100 pg y 200ug; estando considerada una dosis de
150pg como altamente efectiva. Un protocolo de administracién reiterada por via

intranasal con las formulaciones de la invencién, segliin un esquema que oscile entre
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aproximadamente 0,1 y 24 horas entre cada dosis, preferentemente entre 0.1 y 2 horas,
mantiene niveles terapéuticos normalizados y continuos del péptido fijador al receptor de
Y2 con el objeto de maximizar los beneficios clinicos, al tiempo que minimiza los riesgos
por exposicidén excesiva y los efectos secundarios. Esta dosis puede administrarse varias
veces al dfa, preferentemente media hora antes de las comidas o cuando se sienta hambre
para promover saciedad.

La posologia de agonistas de Y2 tales como el PYY puede ser variada por el
médico a cargo 0 el paciente siempre que se estuviera autoadministrando una presentacién

del fdrmaco sin prescripcion para mantener una concentracién adecuada en la zona

seleccionada, .

En otra realizacién, la invencién proporciona composiciones y métodos para la
administracion intranasal del péptido fijador al receptor de Y2, en los cuales el/los
compuesto(s) es/son administrados a repeticién mediante un protocolo de administracion
intranasal eficaz que comprende multiples administraciones de dicho péptido aplicadas al
sujeto con frecuencia diaria o semanal, a fin de mantener una concentracién pulsétil eficaz
tanto elevada como reducida del péptido fijador al receptor de Y2 durante un extenso
intervalo de dosificacion. Las composiciones y los métodos proporcionan compuestos del
péptido fijador al receptor de Y2 que el individuo puede autoadministrarse en una
formulacién para la via nasal entre dos y seis veces por dia a fin de mantener una
concentracién pulsétil eficaz tanto elevada como reducida de dicho péptido durante un
intervalo de administracion de 8 a 24 horas.

Kits

La presente invencién también incluye kits, envases y unidades de envases
miiltiples que contienen las composiciones farmacol6gicas ya descritas, ingredientes
activos y/o medios para administrar estas sustancias con el objeto de prevenir y tratar
enfermedades y otras afecciones en los mamiferos. En resumen, estos Kits incluyen un
envase o formulacién que contiene una o mas proteinas del péptido fijador al receptor de
Y2, andlogos y miméticos, y/u otros principios biolégicamente activos combinados con
promotores de la administracidén mucosa descritos en la presente formulados en una

preparacion farmacoldgica para la administracién por via mucosa.
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Las formulaciones de la presente invencién que se aplican por via intranasal
pueden administrarse utilizando un pulverizador o una jeringa. Un ejemplo de
pulverizador para la via nasal es “la Bomba de Spray Nasal con Precinto”, Pfeiffer SAP n°
60548, que administra una dosis de 0,1ml por chorro y cuyo aplicador tiene una longitud
de 36,05 mm. Puede adquirirse en Pfeiffer of America of Princeton, NJ. Las dosis por via
intranasal del péptido fijador al receptor de Y2, tal como el PYY, pueden oscilar entre 0,1
ug/ky y aproximadamente 1500 ug/kg. Cuando la dosis es por pulverizacidn intranasal, es
preferible que el tamafio de particula de la pulverizacién sea de 10-100 pm (micrones),
preferentemente de 20-100 pm.

A fin de estimular la pérdida de peso, se administra una dosis intranasal del
péptido PYY fijador al receptor de Y2 lo suficientemente alta para provocar saciedad pero
lo suficientemente baja para que no cause ningGn efecto secundario indeseable, por
ejemplo, nduseas. Una dosis intranasal aconsejable det péptido fijador al receptor de Y2,
por ejemplo, del PYY (3-36), es de aproximadamente 3-10 p/kg de peso del paciente, mds
preferentemente alrededor de 6 pg/kg. Una dosis convencional es de 50 pg a 800 pg, y
mds preferentemente de alrededor de 100 pg a 400 pg, mis preferentemente 150 pg hasta
aproximadamente 200 pg. Un péptido fijador al receptor de Y2 tal como el PYY(3-36) se
administra preferentemente al menos entre diez minutos y una hora antes de comer a fin
de prevenir las nduseas, pero no mis de aproximadamente 12 a 24 horas antes de las
comidas. La dosis se administra al menos una vez al dia, preferentemente antes de cada
comida, hasta que el paciente haya perdido el peso deseado. Luego se le administran
dosis de mantenimiento al menos una vez por semana, pero preferentemente una vez por
dia. a fin de mantener la pérdida del peso.

Como lo demuestra la informacién proporcionada por los siguientes ejemplos, se
descubrié que, cuando se administra la formulacién del péptido fijador al receptorde Y2 a
humanos por via intranasal, el PYY(3-36) reduce el apetito. Los ejemplos también
demuestran que, por primera vez, pudieron obtenerse niveles fisioldgicos posprandiales
de un péptido PYY tras la administracién intranasal de las formulaciones del péptido
fijador al receptor de Y2 de la presente invencién, en la cual dicho péptido fue PYY(3-
36).
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Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo ilustrativo, pero no son

limitantes:

EJEMPLO 1
5
Se eclabord y evalué un ejemplo de formulacién nasal para mejorar la
administracién por via mucosa del péptido YY segin el siguiente cuadro:
CUADRO 1
10 Composicién de la Formulacién del Péptido YY
Formulaciones Péptido YYy 3, por Agents que mejora la administracién por
muestra de 100 mi ___via mucosa -
A 80 ug Solucién salina regulada de fosfato (0,8%)
_ _ pH 7.4 (Control 1)
B 60 ug Solucion salina regulada de fosfato (0,8%)
. _ pH 5,0 (Control 2)
C 60 ug L-Arginina (10% peso/volumen)
D 60 pg _Poli-L-Arginina (0,5% peso/volumen)
E 60 pg Gama-Ciclodextrina (1% peso/volumen)
F 60 pg a-Ciclodextrina (5% peso/volumen)
G 60 pp Metil-3-Ciclodextrina (3% peso/volumen)
H 60 ug Sal sddica del acldo n-caproico (0,075%
_ ____pesa/volumen)
I 60 ug ____Quitosan (0,5% pesa/volumen)
J 60 ug Didecanollato de L-a-fosfalidilcolina (3,5%
_ _______pesoivolumen) _
K 60 ug S-Nitroso-N-acetilo-Penicilamina (0,5%
_ lumen)
L 60 g Paimitoil-DL-Camitina (0,02% pesa/volumen)
M 80 ug __Pluronic-127 (0,3% peso/volumen)
N 60 pg Nitroprusiato sodico (0,3% peso/volumen)
(] 60 pg Glucocolato sédico (1% peso/volumen)
P 60 ug __F1: Gelatina, DDPC, MBCD, EDTA
F1 Didecanoilato de L-a-fosfatidilcolina (0,5%
pesc/volumen) Metil B ciclodextrina (3%
peso/volumen) EDTA (0,1% peso/volumen,
Inf. Cone. 0,5 M) Gelatina (0,5%
peso/volumen)
EJEMPLO 2
15 Administracién por Via Mucosa Nasal: Citotoxicidad y Farmacocinética

1. Modelo organotipico
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Los siguientes métodos suelen ser de utilidad para evaluar los parimetros, la
farmacocinética y los efectos secundarios de la administracién en la mucosa nasal del
péptido YY en las formulaciones y los métodos de la invencidn, asi como para determinar
la eficacia y las caracteristicas de varios agentes que mejoran la administracién intranasal
descritos en la presente contenidos en formulaciones combinatorias o en administracién
conjunta con ¢l péptido YY.

La farmacocinética y la citotoxicidad también son de utilidad para determinar la
eficacia y las caracteristicas de varios agentes que mejoran la absorcién mucosa descritos
en la presente para las formulaciones combinadas y la administracién conjunta con
agentes que mejoran la absorcién mucosa. En un protocolo ejemplificador, se demuestran
tanto la farmacocinética como la ausencia de citotoxicidad inaceptable para un agenie que
mejora la absorcién intranasal, tal como ya se describi6, en combinacién con un farmaco
biolégicamente activo, ejemplificado por el péptido YY.

MatTek Corp (Ashland, MA) desarroll6 el sistema EpiAirway como un modelo
del epitelio seudoestratificado que recubre las vias respiratorias. Las células epiteliales se
cultivan en piezas de insercidn porosas de cultivos de células de base membranosa en una
interfase liquidoaérea, que deriva en la diferenciacién de las células de una morfologia
muy polarizada. La superficie apical estd ciliada con una ultraestructura microveilosa y el
epitelio produce mucosidad (la prueba de inmunotransferencia (immunoblotting) confirmé
la presencia de mucina). Las piezas de insercién tienen un didmetro de 0,875 cm, lo que
proporciona un érea de superficie de 0,6 cm®. Las células se colocan sobre las piezas de
insercion en la fabrica, aproximadamente tres semanas antes de ser enviadas. Un “kit”

contiene 24 unidades.

A. Al llegar a destino, las unidades se colocan sobre soportes estériles en
microplacas de 6 orificios. Cada orificio recibe 5 m! del medio de cultivo patentado. Este
medio con base DMEM carece de suero pero estd complementado con factores de
crecimiento epidérmico y otros. El medio siempre es sometido a pruebas para determinar
la concentracidn endégena de cualquier citosina o factor de crecimiento —que se considera
para la administracién intranasal- pero ha sido despojado de todas las citosinas y factores
estudiados hasta la fecha, a excepcién de la insulina. El volumen de 5 ml es suficiente

para obtener un contacto con la base de las unidades en sus ubicaciones, pero la superficie
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apical del epitelio puede permanecer en contacto directo con el aire. En esta etapa, y en
todas las etapas subsiguientes que impliquen la transferencia de unidades a orificios que
contengan liquido, se utilizan pinzas estériles a fin de que no quede aire atrapado entre el

fondo de las unidades y el medio.

B. Las unidades se mantienen en sus placas a 37 °C en una incubadora, con
una atmoésfera de 5% CO; en aire durante 24 horas. Al concluir este periodo, se
reemplaza el medio con uno nuevo y se regresan las unidades a la incubadora durante
otras 24 horas.

2. Protocolo Experimental: Cinética de la Penetracién

A. Siempre puede utilizarse un “kit” de 24 unidades EpiAirway para
evaluar cinco formulaciones diferentes, cada una de las cuales se aplica para cuadruplicar
los orificios. Cada orificio se utiliza para determinar la cinética de la penetracién (4
puntos temporales), la resistencia transepitelial, la actividad de la reductasa mitocondrial
medida mediante reduccién de MTT y la citdlisis medida mediante administracién de
LDH. Se utiliza otro grupo de orificios como control sometidos a simulacién (sham
treatment) en cuanto a la determinacién de la farmacocinética, pero tratados de manera
idéntica a las unidades que contienen muestras para pruebas a fin de determinar la
resistencia y la viabilidad transepiteliel. Las determinaciones de los controles también se
realizan rutinariamente en unidades cuadruplicadas, pero a veces se emplean unidades
triplicadas para dichos controles, y las cuatro restantes del kit quedan destinadas a medir
la resistencia y la viabilidad transepitelial en las unidades no tratadas o se congelan y
luego descongelan las unidades para determinar la concentracidn total de LDH, lo que

sirve de referencia para la citélisis de 100%.

B. En todos los experimentos, la formulacién de administracion mucosa
nasal en estudio se aplica sobre la superficie apical de cada unidad en un volumen de 100
pl, cantidad que es suficiente para cubrir toda la superficie apical. Se separa un volumen
adecuado de la formulacién de prueba en la concentracion aplicada sobre la superficie
apical (en general, no se necesitan mas de 100 pl) para luego determinar la concentracién
de la sustancia activa mediante el método ELISA u otro anilisis designado.



10

15

20

30

98

C. Para efectuar el experimento, las unidades se colocan en placas de 6
orificios sin soportes: cada orificio contiene 0,9 ml del medio, que es suficiente para hacer
contacto con la base de la membrana porosa de la unidad, pero que no genera en ésta
ningn tipo de presién hidroestética ascendente significativa.

D. A fin de minimizar posibles fuentes de error y de evitar la formacién de
gradientes de concentracion, las unidades se transfieren de un orificio con 0,9 ml hacia
otro, en cada punto temporal del estudio. Dichas transferencias se realizan en los
siguientes puntos temporales, a partir del momento de partida durante el cual se aplica un
volumen de 100 pl del material de prueba sobre la superficie apical: 15 minutos, 30

minutos, 60 minutos y 120 minutos.

E. Entre cada punto temporal, las unidades se mantienen en sus placas en
una incubadora a 37 °C. Las placas que contienen 0,9 ml del medio por orificio también
se mantienen en la incubadora, de manera que sea minimo el cambio de temperatura que
se produzca durante los breves periodos en que se cambian las placas, y las unidades se

transfieren de un orificio a otro utilizando pinzas estériles.

F. Al concluir cada punto temporal, se retira el medio del orificio del cual
se transfirié cada unidad y se separa en dos tubos (en uno se colocan 700 pl y en el otro
200ul) para determinar la concentracién del material de prueba penetrable, en el caso de
que dicho material sea citotéxico, para liberar del epitelio la enzima citosdlica, la
deshidrogenasa ldctica. Estas muestras se mantienen en la heladera si los andlisis se
llevan a cabo dentro de las 24 horas siguientes o, de lo contrario, se separan y se congelan
a -80 °C hasta que se descongelan una lnica vez para efectuar los andlisis. No es

aconsejable congelar y descongelar las muestras varias veces.

G. A fin de minimizar los errores, deben etiquetarse todos los tubos, placas

y orificios antes de comenzar con ¢l experimento.

H. Al concluir el punto temporal de 120 minutos, las unidades se
transfieren del Gltimo de los orificios que contiene 0,9 ml hacia las microplacas de 24
orificios, que contienen 0,3 ml del medio por orificio. Una vez mads, este volumen es
suficiente para hacer contacto con la base de las unidades, pero no para ejercer presion
hidroestitica ascendente sobre éstas. Las unidades se vuelven a colocar en la incubadora
antes de medir la resistencia transepitelial.

0%
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3. Protocolo Experimental: Resistencia Transepitelial

A. Tanto in vive como in vitro, las células epiteliales de las vias
respiratorias forman uniones estrechas, que restringen el flujo de solutos a través del
tejido. Estas uniones confieren una resistencia epitelial de varios cientos de ohmios por
cm? en tejidos extirpados de las vias respiratorias; en las unidades MatTek EpiAirway, la
resistencia transepitelial (TER) de rutina es. segiin su fabricante, de alrededor de 1.000
ohmios por cm?. Hemos descubierto que la TER de las unidades de control EpiAirway
sometidas a simulacién durante la secuencia de etapas del estudio de penetrabilidad es
algo menor (700-800 ohms por cm?), pero, dado que la penetrabilidad de pequefias
moléculas es inversamente proporcional a la TER, este valor sigue siendo suficientemente
alto para proporcionar una barrera importante a la penetraciéon. Sin embargo, las unidades
de base membranose porosa sin células sélo proporcionan una resistencia

transmembranosa minima (5-20 ohmios por cm?),

B. Para determinar la TER con precisidn es preciso que los electrodos del
6hmetro estén colocudos sobre un 4rea significativa de la superficie, encima y debajo de
la membrana, y que la distancia entre los electrodos y Ia membrana esté controlada de
manera reproducible. El método recomendado por MatTek para determinar la TER, y
empleado en todos los experimentos descritos en la presente, utiliza un voltéhmetro
epitelial “EVOM™™ y una cémara de medicién de resistencia tisular “ENDOHM”™,
fabricados por World Precision Instruments Inc., Sarasota, Florida.

C. Inicialmente, la cdmara se llena con solucién salina regulada con
fosfato (PBS) Dulbecco durante al menos 20 minutos antes de determinar la TER a fin de

equilibrar los electrodos.

D. La determinacion de la TER se realiza con 1,5 ml de PBS en la cdmara
y 350 pl de PBS en la unidad de base membranosa que se estd midiendo. El electrodo
superior se coloca justo encima de la membrana de una unidad carente de células (que
contiene 350 ul de PBS) y luego se fija para asegurar una posicién reproducible. La
resistencia de una unidad sin células es, por lo general, de 5-20 ohmios por cm’
(“resistencia de fondo™).

p¥
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E. Una vez que la cdmara estd preparada y que se registré la resistencia de
fondo, se sacan de la incubadora las unidades que estin colocadas en una placa de 24
orificios y que se han utilizado para determinar la penetracidn, y se colocan por separado
en la cAmara para determinar la TER.

F. Primero se transfiere cada unidad a una placa de Petri que contiene PBS
a fin de que esté humedecida la base membranosa. Se agrega una porcién de 350 pl de
PBS a la unidad, y luego se la aspira cuidadosamente con un tubo rotulado para enjuagar
la superficie apical. Luego se realiza un segundo lavado de 350 pl de PBS y se aspira con

el mismo tubo recolector.

G. Se seca suavemente la unidad para quitarle el exceso de PBS de la
superficie exterior poco antes de colocarla dentro de la cdmara (que contiene una nueva
porcion de PBS de 1,5 ml). Se agrega una porcién de 350 ul de PBS a la unidad antes de
colocar el electrodo superior en la cimara, y se lee la TER en el voltéhmetro EVOM.

H. Después de leer la TER de la unidad en la cimara ENDOHM_. se saca la
unidad, se aspira y se guarda el PBS, y se vuelve a colocar la unidad con una interfase
aérea sobre la superficie apical, en una placa de 24 orificios que contiene 0,3 ml del
medio por orificio.

I. Las unidades se leen de acuerdo con la siguiente secuencia: todos los
controles sometidos a simulacién, seguidos de todas las muestras tratadas con las
formulaciones, seguidas de una segunda lectura de la TER de cada uno de los controles
sometidos a simulacién. Después de haber concluido con todas las determinaciones de la
TER, las unidades colocadas en la microplaca de 24 orificios se vuelven a poner en la

incubadora para determinar la viabilidad mediante reduccién de MTT.
4. Protocolo Experimental: Viabilidad por Reduccién de MTT

El MTT es una sal de tetrazolio penetrable en las células que se reduce a un tinte
formazin insoluble por actividad de la deshidrogenasa mitocondrial mediante células
viables con funcién mitocondrial intacta, o mediante actividad de la deshidrogenasa
NAD(P)H no mitocondrial a partir de células capaces de generar un estallido respiratorio.
La formacién de formazdn es un buen indicador de la viabilidad de las células epiteliales,

dado que dichas células no generan un estallido respiratorio significativo. Hemos

109
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utilizado un kit de reactivos MTT preparado por MatTek Corp para sus unidades, a fin de

evaluar la viabilidad.

A. El reactivo MTT se fabrica como un concentrado y se diluye en un diluyente
con base de DMEM (Dulbecco 's Modified Eagle Medium) el dia en que se va a realizar el
andlisis de viabilidad (por lo .general, la tarde del dia en el que, durante la mafiana, se
determinaron la TER y la farmacocinética). El reactivo insoluble se elimina antes de
utilizar el preparado mediante centrifugado breve. La concentracién final de MTT es de |
mg/ml.

B. Se agrega la solucién final de MTT en los orificios de una microplaca de 24
orificios, con un volumen de 300 pl por orificio. Tal como se seflal6é anteriormente, este
volumen es suficiente para hacer contacto con las membranas de las unidades EpiAirway,

pero no ejerce ninguna clase de presién hidroestitica significativa sobre las células.

C. Las unidades se quitan de la placa de 24 orificios en la que se habfan colocado
después de realizar las mediciones de la TER, y, luego de eliminar todo exceso de liquido
de la superficie exterior, se las transfiere a la placa que contiene el reactivo MTT. Las
unidades de la placa se colocan luego en una incubadora a 37 °C con una atmésfera de 5%

CO; en aire durante 3 horas.

D. Al concluir la incubacién de 3 horas, se observard que las unidades que
contienen células viables han adquirido un color notoriamente morado. El formazin
insoluble debe extraerse de las células en sus unidades, a fin de cuantificar el grado de
reduccion de MTT. La extraccién de formaz:in se realiza transfiriendo las unidades a una
microplaca de 24 orificios que contiene 2 ml de solucién para extraccién por orificio,
después de eliminar el exceso de liquido de la superficie exterior de las unidades, tal
como se procedié previamente. Este volumen es suficiente para cubrir por completo tanto
la membrana como la superficie apical de las unidades. El proceso de extraccién avanza
durante la noche a temperatura ambiente, y dentro de una cidmara que no deje pasar la luz.
Las soluciones de MTT tradicionalmente contienen altas concentraciones de detergente, y

destruyen las células.

E. Al concluir el proceso de extraccion, el fluido contenido dentro de cada unidad

y el que se encuentra en el orificio circundante se combinan y se transfieren a un tubo

Hno
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para luego separarlas por alicuotas en una microplaca de 96 orificios (son dptimas las
porciones de 200 pl) y determinar su absorbancia a 570 nm en un espectrofotdmetro con
microplaca multihueca VMéx. Para garantizar que le turbidez provocada por los
desechos de las unidades no aumente la absorbancia, también se determina la absorbancia
de 650 nm de cada orificio en VM4éx y se resta automaticamente de la absorbancia a 570
nm. El “blanco™ para determinar la absorbancia de formazin es una porcién de 200 pi de
solucion de extraccién, al cual no se ha expuesto a ninguna de las unidades. Se presume

que este valor de absorbancia representa una viabilidad cero.

F. De cada kit de 24 unidades EpiAirway, dos se dejan sin tratar durante la
determinacién de la TER y de la farmacocinética. Estas unidades se utilizan como control
positivo para el 100% de viabilidad de las células. En ninguno de los estudios realizados
se ha encontrado una diferencia estadisticamente significativa en la viabilidad de las
células de estas unidades no tratadas, en comparacién con las células de control que han
sido tratadas con simulacién para determinar la farmacocinética y en los cuales se han
realizado las determinaciones de la TER. Se presume que la absorbancia de todas las
unidades tratadas con formulaciones de prueba son linealmente proporcionales a la
viabilidad porcentual de las células de las unidades registrada en el momento de la
incubacién con MTT. Es importante destacar que este andlisis no suele efectuarse antes
de transcurridas cuatro horas de haber colocado el material de prueba sobre la superficie
apical y de haber enjuagado la superficie apical de las unidades durante la determinacién
de la TER.

5. Determinacién de la Viabilidad Mediante la Liberacién de LDH

En tanto que la medicién de la actividad de la reductasa mitocondrial por
reduccién de MTT es una investigacién que mide con exactitud la viabilidad celular, el
analisis necesariamente destruye las células y, por lo tanto, sélo puede realizarse al final
de cada estudio. Cuando las células se necrotizan, el contenido citosélico se derrama en
el medio circundante, en el cual pueden detectarse las enzimas citosélicas, como la
deshidrogenasa lactica (LDH, sigla en inglés). Puede efectuarse un anilisis para detectar
la LDH en muestras del medio extraidas en cada punto temporal que tiene la
determinacién de la farmacocinética, que dura 2 horas. Por lo tanto, también es posible
detectar los efectos citotoxicos de las formulaciones, que no aparecen hasta que no ha

N
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pasado un lapso significativo, asi como los efectos de las formulaciones que provocan

citdlisis en los primeros escasos minutos de exposicion al epitelio de las vias respiratorias.

A. El andlisis recomendado para detectar la LDH a fin de evaluar la citélisis de las
unidades EpiAirway se basa en la conversién del lactato en piruvato con generacién de
NADH a partir de NAD. Luego se reoxida el NADH junto con la reduccién simultanea
del INT de sal de tetrazolio, catalizado mediante una preparacién cruda de “diaforasa™. El
formazin obtenido por la reduccion de INT es soluble, de manera que el andlisis completo
para determinar la actividad de la LDH puede realizarse en un medio acuoso homogéneo
que conienga lactato, NAD, diaforasa e INT.

B. El andlisis para determinar la actividad de la LDH se realiza en porciones de 50
ul a partir de muestras del medio “sobrenadante™ que rodean a una unidad EpiAirway y
recolectadas en cada punto temporal. Se almacenaron estas muestras en la heladera
durante no més de 24 horas, o se las descongeld después de ser congeladas al cabo de
escasas horas después de la recoleccién. Cada unidad EpiAirway genera muestras del
medio sobrenadante recolectadas a los 15 minutos, 30 minutos, 1 hora y 2 horas tras
aplicar el material de prueba. Se transfieren todas las porciones a una microplaca de 96

orificios.

C. Una porcion de 50 pl del medio que no ha sido expuesta a una unidad sirve
como control negativo o “blanco™ del 0% de citotoxicidad. Hemos descubierto que el
nivel aparente de LDH “endégena™ que se encuentra después de provocar la reaccidn de
la mezcla del reactivo del andlisis con el medio no expuesto es el mismo dentro del error
experimental que el nivel de LDH aparente liberado por todas las unidades de control
sometidas a simulacién durante las 2 horas necesarias para evaluar la farmacocinética.
Por lo tanto, dentro del error experimental, estas unidades sometidas a simulacién no
muestran citdlisis de las células epiteliales durante el lapso en que se realizaron las

pruebas farmacocinéticas.

D. Para preparar una muestra de un medio sobrenadante que refleje el nivel de
LDH liberado después de que se hayan destruido el 100% de las células de una unidad, se
agrega una unidad que no haya sido manipulada previamente en un orificio de una
microplaca de 6 orificios que contenga 0,9 ml del medio de cultivo como en el protocolo
para determinar la farmacocinética, la placa que contiene la unidad se congelaa-80°C y

el contenido del orificio se deja descongelar. Este ciclo de congelamiento y

15
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descongelamiento destruye con eficacia las células y libera el contenido citosdlico celular,
incluida la LDH, en el medio sobrenadante. Se agrega una porcién de 50 ul del medio de
las células congeladas y descongeladas a una placa de 96 orificios como control positivo
que refleje el 100% de citotoxicidad.

E. Se agrega una porcién de 50 pl del reactivo LDH del anilisis a cada orificio
que contenga una porcién del medio sobrenadante. Luego, la placa se deja incubar

durante 30 mimutos en la oscuridad.

F. Se concluye con las reacciones agregando una solucién de 1 m de dcido acético,

y una hora después se determina la absorbancia de la placa a 490 nm.

G. El cdiculo del porcentaje de citélisis se basa en el supuesto de que hay una
relacion lineal entre la absorbancia y la cit6lisis: la absorbancia obtenida del medio es la
tinica referencia del 0% de citolisis y la obtenida del medio que circunda a una unidad
congelada y descongelada es la referencia del 100% de citélisis.

6. Determinaciones con el Método ELISA

Los procedimientos para determinar la concentraciébn de los principios
biolégicamente activos como materiales de prueba empleados para evaluar la mejora de la
penetracién de principios activos junto con la administracién conjunta de los agentes que
mejoran la administracién mucosa o la formulacién combinatoria de la invencién
generalmente son los ya descriptos y concuerdan con los métodos conocidos y con las
instrucciones especificas del fabricante del ELISA utilizado para cada anélisis en
particular. La farmacocinética del principio biolégicamente activo generalmente se
determina tomando medidas en varios puntos temporales (por ejemplo, 15 minutos, 30
minutos, 60 minutos y 120 minutos) después de que el principio biolégicamente activo
toma contacto con la superficie celular del epitelio apical (que puede ser simultinea o
posterior a la exposicidn de la superficie celular apical al/a los agente(s) que mejoran la

administracién mucosa).

Los procedimientos que determinan la concentracion del péptido YY, del
neuropéptido Y, y del péptido pancreético en el suero sanguineo, en los tejidos o fluidos
del SNC, en el liquido cefalorraquideo, o en otros tejidos o fluidos de un mamifero,
pueden utilizar un inmunoandlisis del péptido YY, del neuropéptido Y y del péptido
pancredtico. Los procedimientos que determinan la concentracién del péptido YY, del
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neuropéptido Y y del péptido pancredtico como materiales de prueba para evaluar la
mejora de la penetrabilidad de los principios activos junto con la administracién conjunta
de los agentes que potencian la absorcién mucosa o con formulaciones combinatorias
propuestas por la presente invencién generalmente son los ya descritos, que son acordes a
los métodos conocidos y las instrucciones del fabricante para los radioinmunoanalisis
(RIA), los inmunoandlisis enzimdticos (EIA) y los reactivos anticuerpos para
inmunchistoquimica © inmunofluorescencia a fin de detectar el péptido YY, el
neuropéptido Y y el péptido pancredtico. Bachem AG (King of Prussia, PA).

Las membranas tisulares EpiAirway™™ se cultivan en rojo de fenol y un medio sin
hidrocortisona (MatTek Corp, Ashland, MA). Las membranas tisulares se cultivan a 37
°C durante 48 horas, para permitir que se equilibren los tejidos. Cada membrana tisular se
coloca en un orificio de una placa de 6 orificios que contenga 0,9 mi del medio de cultivo
sin suero. Se aplican 100 pl de la formulacién (muestra de prueba o control) sobre la
superficie apical de la membrana. En cada anilisis, se evaliian muestras triplicadas o
cuadruplicadas de cada muestra de prueba (el agente que potencia la absorcién mucosa en
combinacién con un principio biolégicamente activo, el péptido YY) y de control (sélo el
principio biol6gicamente activo, péptido YY). En cada punto temporal (15, 30, 60 y 120
minutos) las membranas tisulares se trasladan a nuevos orificios que contienen un medio
de cultivo nuevo. Se recogen las muestras subyacentes de 0,9 ml del medio en cada punto
temporal y se almacenan & 4°C para ser utilizadas en pruebas ELISA y de lactato
deshidrogenasa (LDH).

Los kits ELISA constan de dos etapas: primero se “captura” la forma
inmunorreactiva del agente en estudio mediante un anticuerpo inmovilizado en una
microplaca de 96 orificios y, después de extraer el material no fijado de las células, se
hace reaccionar un anticuerpo de “deteccion” con el agente inmunorreactivo fijado. Este
anticuerpo de deteccién comiinmente se conjuga con una enzima (lo més frecuente es
emplear la peroxidasa del rdbano), y luego la cantidad enzimética ligada a la placa en
complejos inmunes se mide analizando la actividad que presenta ante el reactivo
cromogénico. Ademés de las muestras del medio sobrenadante recogidas en cada punto
temporal durante los estudios de farmacocinética, el anilisis de las muestras de la
formulacién adecuadamente diluidas (es decir, que contengan al principio biolégicamente
activo de prueba que es sujeto del estudio) que fueron aplicadas sobre la superficie apical

NEN I
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de las unidades al comienzo del estudio farmacocinético también se realiza en la placa
ELISA junto con una serie de estindares establecidos por el fabricante. Generalmente, el
anilisis de cada muestra del medio sobrenadante se realiza mediante ELISA en orificios
duplicados (cabe recordar que se emplean unidades cuadruplicadas en cada formulacién
para determinar la farmacocinética, por lo que as{ se genera un total de dieciséis muestras
del medio sobrenadante recogidas durante los cuatro puntos temporales).

A. Es frecuente que la concentracién aparente del principio activo de prueba que
contienen las muestras del medio sobrenadante o las muestras de material diluvido que fue
aplicado sobre la superficie apical de las unidades se encuentren fuera del margen de las
concentraciones de los pardmetros después de efectuar un ELISA. No se determina
mediante extrapolacién la concentracién del material presente en las muestras
experimentales, fuera de las concentraciones de los pardmetros; en cambio, las muestras
se rediluyen adecuadamente para generar concentraciones del material de prueba que se
puedan determinar con mayor precisién mediante interpolacién entre pardémetros en un
nuevo ELISA.

B. El ELISA empleado para un principio biolégicamente activo, por ejemplo, el
péptido YY, es inico en cuanto a disefio y protocolo recomendado. A diferencia de la
mayorfa de los kits, el ELISA utiliza dos anticuerpos monoclonales, uno que captura y
otro que se dirige hacia un determinante no superpuesto para el agente de prueba
biolégicamente activo, por ejemplo, el péptido YY como anticuerpo de deteccion (dicho
anticuerpo se conjuga con une peroxidasa de ribano). Siempre que las concentraciones
del péptido YY que se encuentren debajo del limite superior del andlisis en las muestras
experimentales, el protocolo del andlisis puede utilizarse segiin las instrucciones del
fabricante, lo que permite incubar las muesiras en la placa del ELISA con ambos
anticuerpos presentes en simultineo. Cuando los niveles del péptido YY de una muestra
son significativamente més elevados que este limite superior, los niveles del péptido YY
inmunorreactivo pueden exceder la cantidad de los anticuerpos en la mezcla de
incubacion; algunos péptidos YY que no tengan anticuerpo de deteccién fijado quedardn
capturados en la placa, en tanto que algunos péptidos YY que s{ tengan anticuerpo de
deteccién fijado probablemente no queden capturados. Esta circunstancia conduce a
subestimar seriamente los niveles del péptido YY de la muestra (parecerd que dichos
niveles estin muy por debajo del limite superior del andlisis). A fin de eliminar esta
posibilidad, se ha modificado el protocolo de anélisis:

IS
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B.1. Primero se incuban las muestras diluidas en la placa ELISA que contiene el
anticuerpo capturado inmovilizado durante una hora, pero no contiene ningin anticuerpo
de deteccion. Después de una hora de incubacién, los orificios se lavan para eliminar el

material no fijado.

B.2. Se incuba el anticuerpo de deteccién con la placa durante una hora para
permitir que se formen complejos inmunes con todos los antigenos capturados. La
concentracién del anticuerpo de deteccién es suficiente para generar la reaccién con el
nivel méximo del péptido YY que se ha fijado mediante el anticuerpo de captura. La

placa se lava nuevamente para eliminar todos los anticuerpos de deteccién no fijados.

B.J3. El sustrato peroxidasa se agrega a la placa y se incuba durante quince minutos
a fin de que tome color.

B.4. La solucion de detenci6n se agrega a la placa y se observa la absorbancia que
marca el espectrofotdmetro microplaca VMix, que es de 450 nm asi como de 490 nm. La
absorbancia del producto coloreado es mucho menor en 490 nm que en 450 nm, pero la
absorbancia en cada longitud de onda sigue siendo proporcional a la concentracién del
producto. Las dos lecturas aseguran que la absorbancia tenga una relacion lineal con la
cantidad del péptido YY fijado en el margen de funcionamiento del instrumento VMéx
(por lo general, restringimos ¢l margen de 0 a 2,5 OD, aunque se ha informado que el
instrumento posee una precisién que oscila entre 0 y 3,0 OD). La cantidad del péptido
YY que contienen las muestras se determina mediante interpolacién entre los valores OD
obtenidos a través de diferentes pardmetros incluidos en el ELISA. Las muestras cuyas
medidas OD se encuentren fuera del margen obtenido de los pardmetros se rediluyen y se

prueban en un nuevo ELISA.

RESULTADOS

Medicidn de la resistencia transepitelial mediante el andlisis TER: de los iiltimos puntos
temporales del andlisis, se ubicaron las membranas en los orificios individuales de una
placa de cultivo de 24 orificios en 0,3 ml de medio limpio y se midi6 la resistencia
eléctrica transepitelial utilizando el Voltéhmetro Epitelial EVOM y una cdmara Endohm
(World Precision Instruments, Sarasota, FL). El electrodo superior se ajustd de modo que
quedara préximo a la superficie superior de la membrana, pero no en contacto con ésta.

Los tejidos se quitaron, de a uno por vez, de sus respectivos orificios y las superficies
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basales se enjuagaron sumergiéndolas en PBS limpia. Las superficies apicales se
enjuagaron suavemnente dos veces con PBS. La unidad de tejido se colocd en la cdmara
Endohm, se agregaron 250 ul de PBS, se volvidé a acomodar el electrodo superior y se
midié y registré la resistencia. Tras la medicion, se decant6é la PBS y la insercién de
tejido volvié a colocarse en la placa de cultivo. Todos los valores del TER se expresan en
funcién del drea de superficie del tejido.

Los niimeros finales se calcularon como:

TER de la membrana celular = (Resistencia (R) de la insercién con

membrana — R de la insercién vacio) X Area de superficie de la membrana (0,6 cm?).

El efecto de las formulaciones farmacéuticas que comprenden el péptido
YY y agentes potenciadores de la administracion intranasal sobre las medidas de TER a
través de la membrana celular EpiAirway  (capa celular de la mucosa epitelial) se

muestra en la Figura 1. Una reduccién en los valores de TER relativo al valor control

_ (control= 1000 ohms-cm? aproximadamente; normalizado hasta 100) indica una reduccién

en la resistencia de la membrana celular y un incremento en la permeabilidad de la célula

de la mucosa epitelial.

La formulacién del péptido YY del ejemplo, Formulacién P, mostré la mayor
disminucién en la resistencia de la membrana celular (Cuadro 2). Los resultados indican
que, a las concentraciones analizadas, la formulacién de ejemplo (por ejemplo, la
Formulacién P) reduce la resistencia de la membrana a menos del 1% comparada con la
de control. Los valores exhibidos son el promedio de tres muestras de cada formulacion.
Las formulaciones A y B son controles preparados mediante la reconstitucién del péptido
YY (Bachem AG, King of Prussia, PA), que contienen 60 ug de péptido Yi.35en 100 ml
de PBS con un pH de 7,4 0 5,0. El péptido YY sin potenciadores de la administracién

mucosa no redujo la resistencia.

Los resultados indican que una formulacién ejemplificadora para mejorar la
absorcién intranasal del péptido YY (por ejemplo, la Formulacién P) reduce la resistencia
de la membrana celular y aumenta de manera significativa la permeabilidad de las células
epiteliales mucosas. Las formulaciones ejemplificadoras aumentarén la administracién
intranasal del péptido YY en el suero sanguineo o en el tejido o fluido del sistema

nervioso central. Los resultados indican que, al entrar en contacto con un epitelio

"
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permeabilidad al péptido YY de las células epiteliales mucosas.

Influencia de las Formulaciones Farmacéuticas con Péptido YY y Agentes

Potenciadores de la Administracién Intranasal sobre la Resistencia Transepitelial

CUADRO 2

(TER) de la Membrana Celular EpiAirway

[ Formulacidén | Potenclador de la administracién por % TER
_____viamucosa

A PBS de pH 7,4 (Control 1) 100

B PBS de pH 5,0 (Control 2) 100

C L-Arginina (10% peso/volumen) 47,88

D Poll-L-Arginina (0,5% peso/volumen) 3,

E Gamma-ciclodextrina (1% 91,67

_ peso/volumen) -

F Alfa-ciclodextrina (5% peso/volumen) 88,91

G Metii-p-ciclodaxtrina (3% 87,51

_ ____peso/volumen)

H Sal sédica de acido n-caprico {0,075% 47,72
_____pesa/volumen) _

| Quitosan (0,5% peso/volumen) 4,77

J Didecanoilato de L-a -fosfatidilcolina 0,49

_ (3,5% peso/volumen) _
K S-nitroso-N-acetiipenicllamina (0,5% 44 35
__pesoivolumen) _
L PalmitoiF-DL-Camitina {0,02% 1,76
_ peso/volumen)

M Pluronic-127 (0,3% pesa/volumen) 97,57

N Nitroprusiato de sodio (0,3% 92,41

_ ____pesoivolumen) _

(o] Glicocolato de sodio (1% 14,25

_ pesa/volumen) _

P F1: Gelatina, DDPC, MBCD, EDTA 0,65

Farmacocinédtica de acuerdo con el andlisis ELISA:

El efecto provocado por las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién
que contienen el péptido YY y potenciadores de la administracién intranasal sobre la
penetracién del péptido YY a través de la membrana celular EpiAirway” (capa celular
epitelial mucosa) se mide segiin se describi6 atrds. Los resultados figuran en el Cuadro 3.
La penetracién del péptido YY a través de la membrana celular EpiAirway  se mide
mediante el analisis ELISA.
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Para las formulaciones intranasales ejemplificadoras (por ejemplo, la Formulacién
P) de la presente invencién, el mayor aumento en la penetracién del péptido YY se
registré en la Formulacién P, como se muestra en el Cuadro 3. Se realiza un andlisis
ELISA para determinar la concentracién del péptido YY biolégicamente activo que
penetrd a través de las células epiteliales al medio circundante en varios puntos
temporales. Los resultados demuestran un aumento de la penetracién del péptido YY en
la Formulacién P comparado con las Formulaciones A o B (formulacién de control del
péptido YY; 60 pg de péptido YY3.35 en 100 ml de PBS con un pH de 7.4 o 5,0; Bachem
AG, King of Prussia, PA). En promedio, el aumento acumulado de la penetracién en 120
minutos con la Formulacién P intranasal ejemplificada es aproximadamente 1195 veces

mayor que con las Formulaciones de control A o B.



CUADRO 3

")
126

Influencia de Ias formulaciones farmacéuticas con péptido YY y agentes potenciadores de la admmistracién intranasal sobre Ia
penetracién del péptido YY a través de la membrana celular EpiAirwsy mediante el andhisis ELISA

Cant de veces
% total | que aumenta Ia
Formulacién del péptido YY3-36 (60 ug/100 ml) | % de penetracién en los puntos temporales (min ) | penetracién | penetracién
0 15 30 60 120
A | PBS de pH 7 4 (Control 1) 0 000171 0 00096 0 00451 000327 Qo1 1
B [ PBS de pH 5 0 (Control 2) 0 000083 000048 0 00042 0 00367 001 1
C | L-Arginina (10% peso/volumen) 0 000118 0 00277 0 00685 0 00568 002 2
D | Poll-L-Arginina (0 5% pesa/volumen) 0 000324 001587 010385 0 40858 062 62
E | Gamma-ciclodextnna (1% peso/volumen) 0 000017 0 00042 0 00028 0 0035 0 1
F | a-ciclodextnna (5% peso/volumen) 0 000031 0000745 0 00147 00031 001 1
G | Meti--ciclodextrina (3% peso/ ) 0 000028 000038 0 00058 001028 001 1
H | n-Sal sédica de dcido caprico (0 075% peso/volumen) 0 0 0004 000131 000448 0 00821 1] 1
1| Quitosan (0 5% peso/volumen) 0 0 00088 001088 009748 0 82128 083 93
J [Didecanoilato de L-u -fosfabdicoina (3 5%
pesc/volumen) 0 000834 002 0 08507 19642 208 208

02-04PCT PCT/US03/40538
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K | S-nitroso-N-acetiipenicilamina (0 5% peso/volumen) 0 000074 00032 00688 0 90432 088 98
L | Paimitoll-DL-Camitina (0 02% peso/volumen) 0 000378 003422 015141 131011 15 150
M | Pluronic-127 (0 3% peso/volumen) 0 0 00025 000027 0 00066 000395 001 1
N | Nitroprusiato de sodto (0 3% pesa/volumen) 0 000171 000114 000079 0 05492 005 5
O | Glucocolato de sodlo (1% pesaivolumen) 0 0 00325 000313 008023 070214 08 80
P | F1 Gelatna DDPC MBCD EDTA 0 0 05864 13872 29799 7519 1195 1186

02-04PCT PCT/US03/40838
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Andlisls de MTT: Los andlisis de MTT se realizaron usando los kits MatTek MTT-100. En
cada orificio se agregaron 300 ml de la solucién de MTT. Las inserciones de tejido se
enjuagaron suavemente con PBS limpia y se colocaron dentro de la solucién de MTT. Las
muestras se incubaron a 37°C durante 3 horas. Tras la incubacién, las inserciones de cultivo
celular se sumergieron en 2,0 ml-de la solucién de extraccién por orificio hasta cubrir
completamente cada inserto, Lz placa de extraccién se cubrié y se sell6 para reducir la
evaporacion. La extraccidn continia durante la noche a temperatura ambiente en la
oscuridad. Una vez finalizado el periodo de extraccion, la solucion de extraccién se mezclé y
transfirié por pipeta a una placa de microtitulacién de 96 orificios. Se cargaron triplicados de
cada muestra, asi como blancos de la solucion de extraccion. La densidad 6ptica de las

muestras se midié lueg-o en 550 nm en un lector de placa (dispositivos moleculares).

En el Cuadro 4 se exhibe ¢l anélisis de MTT de una formulacién ejemplificadora que
mejora la absorcion de la mucosa nasal del péptido YY siguiendo las instrucciones de esta
descripcién (por ejemplo, la Formulacién P) y su comespondiente comparacién con la
formulacién de control (Formulaciones A o B). Los resultados de las formulaciones que
contienen el péptido YY y uno o mis potenciadores de la administracion intranasal, por
ejemplo, la Formulacién P (experimento realizado en tres muestras) demuestran un efecto
téxico minimo de ssta resalizacién ejemplificadora sobre la viabilidad del tejido epitelial

Mucoso.

CUADRO 4

Influencia de las formulaciones farmacéuticas que contienen el péptido YY y agentes
potenciadores de la administracién intranasal sobre la viabilidad de la membrana
celular EplAirway, indicada en % MTT

P02-04PCT - PCT/US03/40538
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[ Formulaciones Tratamiento % MTT
A _PBS de pH.4 (Contral 1 100
B PBS de pH 5,0 (Conlrol%) “100
[*] L-Arginina (10% pesa/volumen) 91,54
D Poli-L-Arginina (0,5% peso/volumen) 78,39
_E Gamma-ciclodextrina (1% peso/volumen) 100
_F _a-ciclodextrina (5% peso/volumen) 96,63
G Metil- & ciclodextrina (3% peso/volumen) 100
H Sal sddica de dcido n-caprico (0,075% 100
pesc/volumen)
[ _ Quitosan (0,5% pesa/volumen) 100
J Didecanollato de L-a -fosfatidlicolina (3,5% 64,25
_ pesoivolumen)
K S-nitroso-N-acetilpenicllamina (0,5% 97,64
_ lumen) _
L Paimitoil-DL-Camitina (0,02% pesa/volumen) 91,77
M Pluronic-127 (0.3% pesa/volumen) 100
N Nitroprusiato de sodio (0,3% pesa/volumen) 100
[¢] Glicocalato de sodio (1% peso/volumen) 100
P F1: Gelatina, DDPC, MBCD, EDTA 88,75

Andlisis del LDH: En el Cuadro 5 se exhibe el andlisis del LDH de una formulacién
ejemplificadora para mejorar la administracién mucosa nasal del péptido YY siguiendo las
5 instrucciones de la presente descripcién (por ejemplo, la Formulacién P). Los resultados de
tres muestras de la Formulacién P demuestran un efecto téxico minimo de esta realizacién

ejemplificadora sobre la viabilidad del tejido epitelial mucoso.

Influencia de las Formulaciones Farmacéuticas que Contienen el Péptido YY y Agentes
10 Potenciadores de la Administracién Intranasal sobre la Viabilidad de la Membrana
Celular Epiairway, indicada en % de Células Muertas (Andlisis Del LDH)

CUADRO S

[ Formulaciones " Tratamiento % de células
- _ muertas
A PBS de pH,4 (Control 1) 1,0

PO2-04PCT - PCT/USU3/40338
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B PBS de pH 5,0 (Control 2) _ 1.1
[+] L-Arginina (10% peso/volumen) 0.8
D olFL-Arginina (0,5% pesc/volumen) 14
E Gamma-ciclodextrina (1% 0.8

~ pasa/volumen) _

F a-ciclodextrina (5% peso/volumen) 0,7

G Metl- § -ciclodextrina (3% 0.8
umen)

H Sal sddica de acido n-céprico (0,075% 13

pesco/volumen) _

] Quitosan (0,5% pasa/volumen) 0.7

Jd Didecanoliato de L-o-foafatidlicolina 1.2

(3.5% peso/volumen)

K S-nitroso-N-acatilpenicilamina (0,5% 0,7

pesa/volumen _

L Palmitoll-DL-Camitina (0,02% 0.8

peao/volumen) _

M ?Iu@lc—ﬂ? {0.3% peso/volumen) 1.0

N Nitroprusiato de sodio (0,3% 0,6
_ ____peso/volumen)

(o] Glicocolato de sodio (1% 08

_ so/volumen _

P F1: Gelatine, DDPC, MBCD, EDTA 2,0

EJEMPLO 3

La Formulacién P (péptido YY) de la presente invencién en combinacién con el
corticoesteroide triamcinolona acetonida mejora la viabilidad celular

El presente ejemplo comprende un estudio in vitro para determinar la permeabilidad

de un péptido YY y la reduccién de la inflamacién mucosa epitelial que provoca administrado

por via intranasal, por ejemplo, el péptido humano YY, en combinacién con un compuesto

corticoesteroide, por ejemplo, la triamcinolona acetonida, y también en combinacién con uno

I0 o mis potenciadores de la administracién intranasal. El estudio incluye la determinacién de la

permesbilidad de las células epiteliales mediante el andlisis de la TER y la reduccion de la

PO2-04PCT - PCT/US03/40538
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inflamacién mucosa epitelial medidas por la viabilidad celular en un andlisis de MTT

aplicando una realizacidn que contiene el péptido YY y triemcinolona acetonida.

La Formulacién P (véase el Cuadro 1 anterior) se combina en una formulacién con
triamcinolona acetonida en una dosis de 0,5, 2,0, 5,0 o 50 pg. La dosis normal de la
triamcinolona acetonida (Nasacort®, Aventis Pharmaceuticals) para la rinitis alérgica
estacional es de 55 pg por pulverizacién. La Formulacién P en combinacién con el
corticoesteroide triamcinolona acetonida aumenta la viabilidad celular segiin el andlisis de
MTT, al tiempo que mantiene la permeabilidad de las células epiteliales segin los andlisis
TER y ELISA.

De acuerdo con los métodos y formulaciones de la invencién, la permeabilidad de 12
Formulacién P en presencia o ausencia de la triamcinolona acetonida se mide mediante
analisis de resistencia eléctrica transepitelial (TER) en una membrana celular EpiAirway™.
Los andlisis TER de la Formulacién P con triamcinolona acetonida en una concentracién de
0.5, 2,0, 5,0 o 50 pg por pulverizacién indican que la permeabilidad del péptido YY no
disminuy6, sino que fue igual a la de la Formulacién P sola. La permeabilidad de la
Formulacién P con triamcinolona acetonida en una concentracién de entre 0 y 50 pg por
pulverizacion suele superar entre 10 y 100 veces la de las Formulaciones A o B (control del
péptido YY).

De acuerdo con los métodos y formulaciones de la invencion, la permeabilidad de la
Formulacién P en presencia o ausencia de triamcinolona acetonida s¢ mide mediante el
andlisis ELISA en una membrana celular EpiAirway™. De manera similar al anélisis TER ya
mencionado, el andlisis ELISA de la Formulacién P que contiene triamcinolona acetonida en

una concentracion de 0,5, 2,0, 5,0 o 50 pg por pulverizacién indica que la permeabilidad del

PO2-04PCT - PCT/US03/40538
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péptido YY no disminuyé, sino que fue igual a la de la Formulacién P sola. La permeabilidad
de la Formulacidén P con triamcinolona acetonida en una concentracién de entre 0 y 50 g por

pulverizacion suele superar la de las Formulaciones A o B (control del péptido YY).

5 De acuerdo con los métodos y formulaciones de la invencién, el andlisis de MTT
midi6 le viabilidad celular de la Formulacién P en presencia o ausencia de triamcinolona
acetonida. Es caracteristico que, al agregar triamcinolona acetonida (en una concentracién de
0,5, 2,0, 5,0 o 50 ug por pulverizacién) a la Formulacidn P, aumente la viabilidad celular con

respecto a la Formulacién P sin triamcinolona acetonida.

10
Segilin el andlisis TER, al agregar triamcinolona acetonida a la Formulacién P, la
viabilidad celular aumenta con respecto a la Formulacién P sin triamcinolona acetonida y la
permeabilidad epitelial se mantiene igual.
15 Es posible reducir la inflamacién mucosa epitelial de un péptido YY administrado por

via intranasal mediante una formulacién intranasal de péptido YY en combinacién con uno o
mas compuesto(s) corticoesteroides o esteroides, compuestos o formulaciones tipicamente de
alta potencia, pero también, en ciertos casos, de media 0 baja potencia. Se proporciona la
potencia global (dosis equivalentes) de corticoesteroides de potencia alta, media y baja.
20  Usualmente, una formulacidn intranasal del péptido YY en combinacidén con un compuesto
corticoesteroide de alta potencia incluye, pero no de manera exclusiva, betametasona (dosis
de 0,6 a 0,75 mg) o dexametasona (dosis de 0,75 mg).En otra formulacién posible, una
formulacién intranasal del péptido YY en combinacién con un compuesto corticoesteroide de
potencia media incluye, pero no de manera exclusiva, metilprednisolona (dosis de 4 mg),
25 triamcinolona (dosis de 4 mg) o prednisolona (dosis de 5 mg). En otra formulacién, una
formulacién intranasal del péptido YY en combinacién con un compuesto corticoesteroide de

P02-04PCT - PCT/US03/40538
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baja potencia incluye, pero no de manera exclusiva, hidrocortisona (dosis de 20 mg) o

cortisona (dosis de 25 mg).

5 EJEMPLO 4

Preparacién de una formulacién del PYY libre de estabilizador protefnica

Se prepard una formulacién del PY'Y sustancialmente libre de estabilizador proteinico,
10 adecuada para la administracion intranasal de PYY, siguiendo el procedimiento que se
describe a continuacion.

!. Se incorpora aproximadamente % de agua a un vaso de precipitado y sc agita con
una varilla sobre una placa; se afade citrato de sodio hasta disolverio por
15 completo.
2. Luego se agrega EDTA y se agita hasta disolverlo por completo.
3. Scaflade dcido cltrico y se agita hasta disolverlo por completo.

>

A continuacién, se agrege metil-B-ciclodextrina, que se agita hasta disolverla por
completo.

20 Luego se sigue el mismo procedimiento con el DDPC.

El mismo procedimiento se sigue con la lactosa.

Luego se agrega y agita el sorbitol hasta disolverlo por completo.

Se aflade el clorobutanol, que se agita hasta disolverio por completo.

P NAW

Se agrega el PYY 3-36 y sc agita suavemente hasta disolverlo.
25 10. Se mide el pH para verificar que sea de 5,0 + 0,25. Se agrega HCI diluido 0 NaOH
diluido para ajustar el pH.
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11, Se agregn agua hasta alcanzar ¢l volumen final.

CUADRO 6
Reactivo Grado Proveedor mg/ml %

Clorobutanol, anhidro NF Spectrum 50 0,50

—MetiF-2-ciclodaxtrina Sigma 45 45

Didecanailato de L-a-fosfatidilcolina _ Sigma 1 0,1

Edetato disédico USP_ | Dow Chemicals 1 0.1
Citrato de sodlo, dihkirato USP Spectrum 182 _| 0,182
Acido clirico, anhidro uspP Sigma 0,86 0,088

Monohidrato de g-iactosa Sigma 9 09
Sorbiol Sigma 18,2 1,82

PYY 3-38 GMP Bachem 1 01

Agua purificada
Formulacion de pH § +/- 0,25
Osmolaridad ~250
10
EJEMPLO §
Se prepard una segunda formulacién segiin lo indicado anteriormente, con la salvedad
15 de que ia concentracion del PYY 3-36 fue de |5 mg/ml, como se¢ muestra cn el Cuadro 7.
CUADRO 7
Reactivo Grado| Proveedor mgimi %
Clorobutanol, anhidro NF Spactrum 50 0,50

PO2-04PCT - PCT/USD3/40538
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Meti-6-ciclodextriina Sigma 45 45
| Didecanoiiato de La-fosfatidiicolina | |  Sigma i 0,1
—_Edetato disdico USP_|Dow Chemicals | 1 0,1
Citraio da sodlo, dihidrato USP | Spectrum 182 | 0182
Acido cltrico, anhidro USP _Sigma 0.88 0,088
Monohidrato de a-lactosa Sigma 9 0.9
Sorbliol — |__Sgma 18,2 182
PYY 3-38 GMP Bacham 1 0.1
Agua purificada
Formulacién de pH 5 +/- 0,25
5
EJEMPLO 6
Determinacién del pH 6ptimo del PYY
Determinacion de la estabilidad del PYY ;.3 frente al pH a 40° C durante 5 dfas
10

A Protocolo para formular las muestras para el estudio de Ia estabilidad del PYY
(3-36) / pH

Osmolaridad: objetivo, 250mM

15 Usando un buffer de citrato / citrato de sodio tribdsico, 10mM

Osmolaridad = cantidad de particulas x molaridad
=(1+4)x 10mM =50mM
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En consecuencia, se lleva la osmolaridad a 250mm con 100mm NaCl (2 particulas)

B. Preparacién de muestras de estabilidad segiin se indica a continuacién (3500)

5 Concentracién final

Buffer de citrato 1400 pl 25mM (del pH final de referencia) 10mM

PYY 700 pl 1,5mg/ml 300ug/m!

Clorobutanol 350ul 2,5%, 0,25%
10 NaCl, 350ul 1.0M, 100mm

Verifique el pH y ajuste si es necesario
Cantidad suficiente hasta 3500 pl con agua

15 Procedimiento:
Muestra de 120pl en inserciones silanizadas de 200 pl en ampollas de automuestreo
3 extracciones / punto temporal
Muestras incubadas a 40° C durante 5 dias

20 C. Comparacidn entre el pH objetivo y el final real de las mexzclas de estabilidad

pH objstivo R resl
3.0 2,90
35 347
4,0 3,90
4,5 442
50 4,90
7.0 7,38

PO2-04PCT - I'CT/USA3/40538
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D. Procedimiento de HPLC
Columna: Waters C18 Bondapak 10pm 4,6 x 300mm
Sistema de HPLC:  Waters Alliance 2690
Detector: Waters 2487 Longitud de onda dual a 220nm
Caudal: Iml/min
Volumen de inyeccién: 30pi

Temperatura de la columna 30°C

Fases mdviles:
Buffer A: 0,1% TFA, 1% acetonitrilo en agua
Buffer B: 0,11% TFA en acetonitrilo

Gradiente:
Tlempo (minutos) %A %B
0 75 25
17 42 58
19 75 25
28 75 25

E. Resultados y Conclusiones:

Los resultados indican que, en las condiciones particulares de este estudio, el pH dptimo para
conseguir estabilidad es de 4,90. Se observa un aumento de la estabilidad del 76 al 87%
conforme aumente el pH de 2,99 a 4,90. Con un pH més elevado, por ejemplo 7.38. se
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produce una marcada caida de la estabilidad del PYY3.3 y s6lo queda el 15% de la registrada
en el punto de partida (0).

EJEMPLO 7

Elaboracién de la Formulacién Intranasal

Los péptidos y las proteinas son moléculas relativamente frégiles en comparacion con
los férmacos de bajo peso molecular. La fase de la elaboracin de la formulacidn tiene como
objeto encontrar una formulacién candidata adecuada para la administracién intranasal, para
lo cual se sometieron a prueba numerosas formulaciones candidatas a fin de identificar alguna
que demostrara un nivel aceptable de estabilidad de la droga, de administracion a través de la

mucosa nasal, de toxicidad y de eficacia del conservante.

Se comenzd por examinar el efecto del pH. La figura | muestra la estabilidad del
PYY33 a alta temperatura (40° C) con diversos pH, de entre 3,0 y 7,4. En el pH fisiolégico,
se produce una pérdida sustancial de la droga a alta temperature. La mayor estabilidad se

alcanzé con un pH de 5,0, que fue el elegido para optimizar la formulacién afin mas.

Con el fin de optimizar la estabilidad ain mds, se examiné la capacidad de diversos
estabilizadores para facilitar ¢l pasaje del firmaco a través de la mucosa nasal. Los agentes
examinados se eligieron por su capacidad para abrir uniones muy cerradas con escasa
toxicidad celular. Para lograrlo se empled un modelo primario de célula epitelial humana
(EpiAirway, MatTek, Inc., Ashland MA). Esta estirpe celular forma una capa

seudoestratificada de células epiteliales cilindricas con uniones cerradas, similar al epitelio
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respiratorio que se halla en la nariz. Se colocaron las formulaciones farmacoldgicas en la
parte apical de la capa tisular y se realizd la cuantificacién del firmaco para los medios
basales. Se midié el grado de apertura de las uniones estrechas disminuyendo la resistencia
eléctrica transepitelial (TEER). La viabilidad celular y la citotoxicidad se controlaron
mediante andlisis de MTT y LDH, respectivamente. En las Figuras 2-5, se muestran los datos
obtenidos a partir de un experimento representativo de exploracién.

En la Figura 2 se muestran los datos de la TEER. En algunos casos hubo escasa o
ninguna disminucién en la TEER en comparacién a la del control, lo cual indica que hay
uniones estrechas que no se abrieron. En otros casos, se advirtié una disminucién importante
en la TEER, lo cual significa que se abrieron uniones estrechas. Los resultados demuestran
que el modelo celular in vitro sirve para determinar la capacidad de distintas formulaciones

para abrir las uniones estrechas.

En las formulaciones candidatas analizadas, la viabilidad celular fire adecuada (Figura
3, MTT) v, la citotoxicidad fue baja (Figura 4, LDH).

En total se analizaron mds de 200 formulaciones diferentes, lo cual refleja el alto
rendimiento del modelo de exploracién in vitro. Con todos los datos disponibles, se llevé a
cabo un andlisis multifactorial de la variancia para elucidar el efecto que ejercié cada
componente de la formuiacién sobre cada una de las 7 variables de rendimiento
(permeabilidad del férmaco, osmolalidad, estabilidad en condiciones de refrigeracién y
aceleracién, TEER y andlisis de MTT y LDH). El andlisis multifactorial de la variancia
consisti6 en un andlisis inicial de cada componente de la formulacién en busca de algiin nivel
de correlacién con los parimetros del rendimiento (p<0,1). Una vez identificado el
subconjunto, se utilizé un modelo de seleccién logistica escalonada o de regresion lineal. Los
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resultados indican que un excipiente estd vinculado a la osmolalidad y 1a toxicidad (*=091y
0,27, respectivamente), dos estén vinculados z la penetracion del PYY6 (©* = 0,44), tres
influyeron en Ia estabilidad ( = 0,24) y cinco influyeron en la resistencia paracelular (* =
0,55). Las mejores formulaciones, segiin lo determiné este proceso, aumentaron al menos
entre 30 y 75 veces el transporte del PYY 335 en comparacidn con las soluciones de buffer

simples.

A partir de estos andlisis, se seleccioné una formulacién de PYY 33, optimizada a fin
de continuar desarrollindola. Esa formulacién optimizada contenia dos estabilizadores, dos
potenciadores de la penetracién, un quelante y un conservante en un buffer de acetato de
sodio, con un pH de 5,0. La formulacién aprobé la Prueba de Eficacia de los Conservantes de
la Farmacopea Estadounidense. En la Figura 5 se observa cémo contribuyen los diversos
componenies de manera sinérgica en la penetracidn de la droga. Comparada con las
formulaciones de buffer simples de idéntica osmolalidad, la formulacién optimizada muestra
una penetracién del firmaco 100 veces superior.

Finalmente, se prepararon grupos preclinicos y clfnicos de la formulacién optimizada,
que se colocaron a estzbilidades de 5°C y 25°C en el envase final del producto. Segiin datos
preliminares, descriptos en el Cuadro 8 se muestra esencialmente ninguna pérdida de la droga
en un mes a 5°C 0 a 25°C.

PO2-04PCT - PCT/US03/40538
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Punto temporal % PYY % PYY
0 100,0 100,0
3 dias 80,8 100.1
7 dias 102,86 98.4
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2 semanas 101,4 g97.8
3 semanas 100,3 85,4
1 mes 100.5 86,3
1 % mea 100,1
2 maass 99,8

En sintesis, este proceso de desarrollo produjo una formulacién de PYY3 36 con un
nivel adecuado de estabilidad del fdrmaco, de administracién a través de la mucosa nasal, de
toxicidad y de eficacia del conservante, que permite la administracién de un péptido de 4 kD.

Estudios Preclinicos

Hasta la fecha, se ha realizado una serie de seis estudios preclinicos en ratas, conejos y

-perros. Se determiné la concentracién plasmética del PYY .35 en todas las especies mediante

un método patentado y validado de radioininunoandlisis.

En las ratas, la biodisponibilidad (la fracciéon molar de firmaco identificada en el
plasma dividida por la cantidad administrada por via nasal) se calculd en airededor de un 6%
y, en conejos, en alrededor de un 8%. Tales valores pueden subestimar la verdadera
biodisponibilidad, pues la degradacién de un péptido en el plasma antes del muestreo, o la
degradacién tras el muestreo a pesar dc la presencia de un inhibidor de la proteinasa,
disminuyen la biodisponibilidad medida.

La toxicidad nasal sc ha evaluado en ratas y conejos durante un término de hasta 14
dias consecutivos en dosis 50 veces superiores a la dosis clinica que se prevé para los

humanos, calculada en mg/kg. No se encontraron hallazgos anatomopatolégicos
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microscdpicos ni macroscépicos relacionados con el objeto del andlisis, ni hubo signos

clinicos.

La toxicided sistémica que sigue a la administracién intravenosa se evalué en ratas y
conejos. Con dosis intravenosas de hasta aproximadamente 160 veces la dosis prevista para
seres humanos (400 pg/kg en ratas y 205 pg/kg en conejos) no s¢ observaron hallazgos
anatomopatol6gicos microscopicos ni macroscopicos en relacién con el objeto del andlisis.

La toxicidad cardiovascular se evalué en un perro anestesiado con una dosis que se
encontraba en el rango de la del estudio. La dosis més alta, una infusién de PYY3 3 de hasta
24ug/kg durante 60 minutos, correspondié a 33 veces la dosis prevista para seres humanos,
calculada segtn el drea de superficie corporal. La concentracién plasmaética resultante, 30
ng/ml, equivale a alrededor de 380 veces la concentracién plasmética basal canina. A esa
concentracién plasmética, no se vieron afectados la tensién arterial, el flujo sanguineo de la
arteria femoral ni el QTc, y sdlo se observaron cambios leves en el ritmo cardfaco (aumento
de 123 a 148 latidos por minuto (lpm) en promedio) y en el ritmo respiratorio (disminucién de
54 a 36).

En estos estudios preclinicos se recogieron datos farmacocinéticos. En las Figuras 6, 7
y 8 se muestra la concentracién plasmética registrada tras la administracién intranasal de
diversas dosis aplicadas en un estudio con ratas. Como se aprecia en la Figura 6, el PYY3.3
se advierte en el plasma al cabo de 5 minutos, las concentraciones plasméticas méximas
(Tméx) se alcanzan en 10-15 minutos y la vida media de eliminacién terminal ronda los 15
minutos. Tanto la Cp como el AUC,, se mantienen lineales con respecto a la dosis

intranasal.

P02-04PCT - PCT/US03/40538



10

15

20

25

128

Estudios Clinicos

Se inicié un estudio clinico para establecer el rango de dosificacién con el objetivo de
determinar la inocuidad, el PK y la biodisponibilidsd de la formulacién intranasal del PY'Y.
5. Hasta Ia fecha, los pacientes se ubicaron en las primeros dos de cinco cohortes de dosis.
Uno de los pacientes informé que sintié un sabor en la zona posterior de la garganta, pero
hasta el momento no se ha registrado ningfin otro acontecimiento adverso.

Conclusién

Se ha comenzado a trabajer en la realizacion, el estudio preclinico y clfnico inicial de
una formulacién de PYY3.as intranasal. El método de la formulacién provocd un aumento
superior a cien veces en la permeabilidad a través de la membrana de este péptido 4 kD sin
que aumentara la toxicidad celular. Los estudios preclinicos han revelado un margen de
inocuidad considerable para el PYY33 en lo que respecta a toxicidad nasal, cardiovascular:y
general. Sobre la base de los estudios clinicos que se estén llevando a cabo para establecer el
margen posolégicos, se proyecta estudiar el grado de adelgazamiento conseguido con Ia

administracién prolongada.
EJEMPLO 8A
PROTOCOLO CLINICO
ABSORCION NASAL DEL PEPTIDO YY3 3 (PYY335) INTRANASAL EN SUJETOS
HUMANOS SANOS
Objeto del estudio:
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El presente estudio tuvo como objeto evaluar 1a absorcién del PYY3-36 administrado
por via intranasal hacia el torrente sanguineo desde la nariz. Se traté de un estudio de fase |
que evalué el rendimiento de dosis clinicas Gnicas, escalonadas, del que participaron
voluntarios normales sanos (varones y mujeres) ¢n ayunas. Se evaluaron dosis ascendentes de
PYY3-36 intranasal de entre 20 pg v 200 ug a fin de comprobar la inocuidad, la tolerancia
nasal y la absorcién del PYY3-36. Asimismo, se evalud la sensacién de apetito de cada

individuo.

Se administrd6 PYY33 a 15 seres humanos sanos divididos en 5 grupos de 3

individuos cada uno.

Grupo I

Al primer grupa se le administraron 20 ug de PY Y334 en una solucién de 0,1 ml mediante un
pulverizador intranasal.

Grupo I1

El segundo grupo recibié por via intranasal 50 ug de PYYy .34 en una solucidn de 0,1 ml.
Grupo 111

El tercer grupo recibid por via intranasal 100 pg de PY Y335 en una solucién de 0,1 ml.
Grupo IV

El cuarto grupo recibid por via intranasal 150 ug de PYY}; 35 en una solucién de 0,1 ml.
Grupo V

Al quinto grupo se le administraron por via intranasal 200 pg de PY Y33 en una solucién de
0,1 mi.

Se tomaron muestras de sangre y se determiné la concentracién plasmética de PYY a
los 0 minutos (es decir, antes de la dosis) y a los §, 7,5, 10, |5, 20, 30, 45 y 60 minutos de
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administrada la dosis. Luego se dio de comer & los sujetos y se les tomd una muesira de
sangre. La concentracién de PYY se midid 30 minutos después de la ingesta. Las
concentraciones plasmiticas del PYY33 se determinaron mediante un procedimiento

analitico validado.

Para cada sujeto se calcularon los siguientes pardmetros de PK, cuando fue posibie,
sobre la base de las concentraciones plasmiticas del PYY 35, segiin el método independiente
del modelo:

Crnix Concentracién méxima observada.
Trdx Tiempo para alcanzar la concentracién méxima.
AUCq, Area bajo la curva de concentracién/tiempo desde el punto 0

hasta ¢l momento de la dltime concentracién mensurable,
calculada mediante la regla trapecial lineal.
Cuando los datos permitieron la estimacidn precisa, se calcularon los siguientes pardmetros:

AUC» Area bajo Ia curva de concentracidn/tiempo extrapolada al
infinito, calculada mediante la férmula:
Ci
AUCpq=AUCy, +
Ke
donde C; es la iltima concentracion mensurable y K. es la
constante de velocidad de fase terminal aparente.
K. Constante de velocidad de fase terminal aparente, donde K, es
la magnitud de la inclinacién de la regresién lineal de la
concentracién logaritmica comparada con el perfil temporal

durante la fase terminal.
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tiz Vida media de la fase terminal aparcnte (cuando sea posible),
donde t; 7= {In2)/K..

Los célculos de PK se realizaron utilizando software comercial tal como WinNonlin
(Pharsight Corporation, versién 3.3 o superior). Los resultados pueden apreciarse en los

grificos que aparecen mas adelante.

Discusidn y conclusién

Informacion general:

Cada grupo posolégico incluyé tres sujetos a quienes se les administré una vez, por
via intranasal, la formulacién de esta invencién con una dosis determinada de PYY 3134
humano sintético libre de pirfgeno. Se organizaron cinco grupos posolégicos que recibieron
dosis escalonadas de PYY 33 en la formulacidn. Se extrajeron muestras de sangre a
intervalos especificos, con tubos de recoleccién que contenian heparina de litio (para inhibir
la coagulacién) y aprotinina (para conservar el PYYjss). Se extrajo el plasma de cada
muestra de sangre por centrifugado y se lo almacené en elicuotas congeladas. Una alicuota
congelada de cada muestra se envié a Nastech Analytical Services, adonde llegé congelada.
Cada muestra se almacené congelada hasta el momento de estudiar la concentracién del PYY
mediante radioinmunoanélisis (RIA).

Observaciones:

Grupo 1: Los sujetos de este grupo recibiecron 20 microgramos de PYY33. La
concentracién plasmética de] PYY en los sujetos oscilé desde un minimo de “menos de 20
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pg/ml” (por debajo del limite inferior de la cuantificacién del radioinmunoandlisis) hasta un
maéximo de 159 pg/ml. Las tendencias observadas en las concentraciones no concuerdan con
una absorcién significativa del firmaco en {a sangre de los sujetos estudiados.

Grupo 2: Los sujetos de este grupo recibieron 50 microgramos de PYY;.3. La concentracién
plasmética del PYY en los sujetos oscilé desde un minimo de 50 pg/ml hasta un méximo de
255 pg/m). Las tendencias observadas en las concentraciones concuerdan con una absorcién
significativa de la droga en la sangre de los sujetos estudiados.

Grupo 3: Los sujetos de este grupo recibieron 100 microgramos de PYY3y. La
concentracién plasmética del PYY en los sujetos oscilé desde un minimo de 87 pg/ml hasta
un méaximo de 785 pg/ml. Las tendencias observadas en las concentraciones concuerdan con
una absorcion significativa del firmaco en la sangre de los sujetos estudiados.

Grupo 4: Los sujetos de este grupo recibieron 150 microgramos de PYYj3. La
concentracién plasmética del PYY de los sujetos oscilé desde un minimo de 45 pg/ml hasta
un méximo de 2.022 pg/ml. Las tendencias observadas en las concentraciones concuerdan
con una absorcién significativa del firmaco en la sangre de los sujetos estudiados.

Grupo 5: Los sujetos de este grupo recibiecron 200 microgramos de PYYiy. La
concentracién plasmética del PYY de los sujetos oscilé desde un minimo de 48 pg/ml hasta
un méximo de 1.279 pg/ml. Las tendencias observadas en las concentraciones concuerdan
con una absorcidn significativa del fdrmaco en la sangre de los sujetos estudiados.

Estos resultados concuerdan con una absorcién del PYY3.3¢ dependiente de la dosis.

Observaciones y datos adicionales:

Sintesis de los resultados:
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Con dosis intranasales de 50 pg — 200 pg se produce una absorcidn plasmética
del PYY dependiente de la dosis.

La duracién de las concentraciones plasméticas elevadas es mucho mayor de la
prevista y la vida media de la eliminacidn se calcula en 55 minutos.

5 ¢ LaCmixy el AUC 0-t demuestran una buena linearidad con la dosis.

Se observa gran variabilidad entre los sujetos con dosis idénticas.

Sorprendentemente, este estudio no logré detectar el aumento posprandial de
PYY, aunque no se
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microscépicos ni macroscépicos relacionados con el objeto del andlisis. ni hubo signos

clinicos.

La toxicidad sistémica que sigue a la administracién intravenosa se evalud en ratas y

5 conejos. Con dosis intravenosas de hasta aproximadamente 160 veces la dosis prevista para

seres humanos (400 pg/kg en ratas y 205 pg/kg en conejos) no se observaron hallazgos
anatomopatolégicos microscdpicos ni macroscdpicos en relacidn con el objeto del andlisis.

La toxicidad cardiovascular se evalué en un perro anestesiado con una dosis que se
10 encontraba en el rango de la del estudio. La dosis més alta, una infusién de PYY3.3 de hasta
24ug/kg durante 60 minutos, correspondi6 a 33 veces la dosis prevista para seres humanos,
calculada segln el drea de superficie corporal. La concentracion plasmética resuitante, 30
ng/ml, equivale a alrededor de 380 veces la concentracion plasmética basal canina. A esa
concentracién plasmética, no se vieron afectados la tensién arterial, el flujo sanguineo de la
15 arteria femoral ni el QTc, y sélo se observaron cambios leves en el ritmo cardiaco (aumento
de 123 a 148 latidos por minuto (Ipm) en promedio) y en el ritmo respiratorio (disminucién de

54 a 36).

En estos estudios preclinicos se recogieron datos farmacocinéticos. En las Figuras 6, 7

20 y 8 se muestra la concentracién plasmética registrada tras la administraciéon intranasal de
diversas dosis aplicadas en un estudio con ratas. Como se aprecia en la Figura 6. el PYY334

se advierte en el plasma al cabo de 5 minutos, las concentraciones plasmdticas méximas
(Tméx) se alcanzan en 10-15 minutos y la vida media de eliminacién terminal ronda los 15
minutos. Tanto la Cpy como el AUC,; se mantienen lineales con respecto a la dosis

25 intranasal.
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Estudios Clinicos

Se inicié un estudio clinico para establecer el rango de dosificacion con el objetivo de
determinar la inocuidad, el PK y la biodisponibilidad de la formulacion intranasal del PYYs.
3. Hasta la fecha, los pacientes se ubicaron en las primeros dos de cinco cohortes de dosis.
Uno de los pacientes informé que sintié un sabor en la zona posterior de la garganta, pero
hasta el momento no se ha registrado ningiin otro acontecimiento adverso.

Conclusion

Se ha comenzado a trabajar en la realizacion, el estudio preclinico y clfnico inicial de
una formulacién de PYY13s intranasal. El método de la formulacién provoct un aumento
superior a cien veces en la permesabilidad a través de la membrana de este péptido 4 kD sin
que aumentara la toxicidad celular. Los estudios preclinicos han revelado un margen de
inocuidad considerable pama el PYY3.3 en lo que respecta a toxicidad nasal, cardiovascular y
general. Sobre la base de los estudios clinicos que se estdn llevando a cabo para establecer el
margen posoldgicos, se proyecta estudiar el grado de adelgazamiento conseguido con la

administracién prolongada.
EJEMPLO 8A
PROTOCOLO CLINICO
ABSORCION NASAL DEL PEPTIDO YY) (PYY3 ) INTRANASAL EN SUJETOS
HUMANOS SANOS
Objeto del estudio:
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El presente estudio tuvo como objeto evaluar la absorcién del PYY3-36 administrado
por via intranasal hacia el torrente sangitineo desde la nariz. Se tratd de un estudio de fase |
que evalud el rendimiento de dosis clinicas dnicas, escalonadas, del que participaron
voluntarios normales sanos (varones y mujeres) en ayunas. Se evaluaron dosis ascendentes de

5 PYY3-36 intranasal de entre 20 pug y 200 pg a fin de comprobar la inocuidad, la tolerancia
nasal y la absorcion del PYY3-36. Asimismo, se evalud la sensacidn de apetito de cada

individuo.

Se administrd PYY3;3 a 15 seres humanos sanos divididos en 5 grupos de 3

10 individuos cada uno.

Grupo ]
Al primer grupo se le administraron 20 pug de PYY 3.3 en una solucién de 0,1 ml mediante un
pulverizador intranasal.

15 Grupoll
El segundo grupo recibié por via intranasal 50 ug de PYY;.3, en una solucién de 0,1 ml.
Grupo 111
El tercer grupo recibié por via intranasal 100 ug de PY'Y3.3 ¢n una solucién de 0,1 ml.
Grupo IV

20  El cuarto grupo recibi6 por via intranasal 150 pg de PY Y33 en una solucién de 0,1 ml.
Grupo V
Al quinto grupo se le administraron por via intranasal 200 pg de PY Y33 en una solucién de
0,1 ml.

25 Sec tomaron muestras de sangre y se determind la concentracién plasmética de PYY a

los 0 minutos (es decir, antes de la dosis) y a los §, 7,5, 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos de
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administrada la dosis. Luego se dio de comer a los sujetos y s¢ les tom6 una muestra de
sangre. La concentracién de PYY se midi6 30 minutos después de la ingesta. Las
concentraciones plasméticas del PYY33s s¢ determinaron mediante un procedimiento
analitico validado.

Para cada sujeto se calcularon Jos siguientes parimetros de PK, cuando fue posibie,
sobre 1a base de las concentraciones plasmiticas del PY Y13, seglin el método independiente
del modelo:

Conix Concentracién méxima observada,
trmtx Tiempo pera alcanzar I8 concentracion méxima.
AUCo, Area bajo la curva de concentracién/tiempo desde el punto 0

hasta el momento de la Gltima concentracién mensurable,
calculada mediante |a regla trapecial lineal.
Cuando los datos permitieron la estimacién precisa, se calcularon los siguientes pardmetros:

AUCo Area bajo la curva de concentracién/tiempo extrapolada al
infinito, calculada mediante la fbrmula:
G
AUCgo=AUCq, +
Ke
donde C; es la Gltima concentracién mensurable y K. ¢s la
constante de velocidad de fase terminal aparente.
K. Constante de velocidad de fase terminal aparente, donde K. es
la magnitud de la inclinacidén de la regresion lineal de la
concentracién logaritmica comparada con el perfil temporal

durante Ia fase terminal.
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iz Vida media de la fase terminal aparente (cuando sea posible),
donde t;2 = (In2)/K..

Los célculos de PK se realizaron utilizando software comercial tal como WinNonlin
5 (Pharsight Corporation, versién 3.3 o superior). Los resultados pueden apreciarse en los
grificos que aparecen mds adclante.

Discusién y conclusién

10 Informacién general:

Cada grupo posoldgico incluyd tres sujetos a quienes se les administrd una vez, por

via intranasal, la formulacidén de esta invencién con una dosis determinada de PYY 314

humano sintético libre de pirégeno. Se organizaron cinco grupos posoldgicos que recibieron

15 dosis escalonadas de PYY 33, en la formulacién. Se extrajeron muesiras de sangre a

intervalos especificos, con tubos de recoleccién que contenlan heparina de litio (para inhibir

la coagulacién) y aprotinina (para conservar el PYY33,). Se extrajo el plasma de cada

muestra de sangre por centrifugado y se lo almacend en alfcuotas congeladas. Una alicuota

congelada de cada muestra se envié a Nastech Analytical Services, adonde llegd congelada.

20 Cada muestra se almacend congelada hasta el momento de estudiar la concentracién del PYY
mediante radioinmunoandlisis (RIA).

Observaciones:

25 Grupo 1: Los sujetos de este grupo recibieron 20 microgramos de PYY3s. La
concentracién plasmética del PYY en los sujetos oscilé desde un minimo de “menos de 20
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pg/ml” (por debajo del limite inferior de la cuantificacién del radioinmunoanélisis) hasta un
méximo de 159 pg/ml. Las tendencias observadas cn las concentraciones no concuerdan con
una absorcion significativa del firmaco en la sangre de los sujetos estudiados.
Grupo 2: Los sujetos de este grupo recibieron 50 microgramos de PYY3.36. La concentracion
5 plasmética del PYY en los sujetos oscilé desde un minimo de 50 pg/ml hasta un méximo de
255 pg/ml. Las tendencias observadas en las concentraciones concuerdan con una absorcién
significativa de la droga en la sangre de los sujetos estudiados.
Grupo 3: Los sujetos de este grupo recibieron 100 microgramos de PYYs33. La
concentracién plasmética del PYY en los sujetos oscilé desde un minimo de 87 pg/m! hasta
10 un miximo de 785 pg/ml. Las tendencias observadas en las concentraciones concuerdan con
una absorci6n significativa del farmaco en la sangre de los sujetos estudiados.
Grupo 4: Los sujetos de estc grupo recibieron 150 microgramos de PYY33s. La
concentracion plasmdtica del PYY de los sujetos oscild desde un minimo de 45 pg/ml hasta
un méximo de 2.022 pg/ml. Las tendencias observadas en las concentraciones concuerdan
15 con una absorcion significativa del fdrmaco en la sangre de los sujetos estudiados.
Grupo 5: Los sujetos de este grupo recibieron 200 microgramos de PYYiss. La
concentracién plasmética de] PYY de los sujetos oscilé desde un minimo de 48 pg/mi hasta
un méximo de 1.279 pg/ml. Las tendencias observadas en las concentraciones concucrdan
con una absorcion significativa del fairmaco en la sangre de los sujetos estudiados.
20

Estos resultados concuerdan con una absorcién del PY Y3 3 dependiente de la dosis.
Observaciones y datos adicionales:

25  Sintesis de los resultados:
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Con dosis intranasales de 50 pg — 200 pg se produce una absorcion plasmética
del PYY dependiente de la dosis.

La duracién de las concentraciones plasmiticas elevadas es mucho mayor de la
prevista y la vida media de la eliminacién se calcula en 55 minutos.

La Cméx y el AUC 0-t demuestran una buena linearidad con la dosis.

Se observa gran variabilidad entre los sujetos con dosis idénticas.

Sorprendentemente, este estudio no logré detectar el aumento posprandial de
PYY, aunque no se midié la cantidad de comida ingerida y, si la ingesta fue
demasiado escasa, ello explicaria las observaciones.

Segtin las respuestas a un cuestionario de escala visual andloga sobre apetito, éste
disminuyé al aumentar las dosis de PYY.

Con concentraciones plasmiticas de PYY muy elevadas aparecen nduseas y
mareos.

Los valores basados en el ensayo descripto en esta memoria descriptiva parecen

ser 2-3 veces mis elevados que los que previamente informa la literatura.

En algunos casos, se utiliza pmol/l como unidad de medida del PYY, mientras
que en otros andlisis se usa pg/ml. El factor de conversién es pmol/l * 4,05 =
pg/ml.

En algunos casos, el punto temporal de 150 minutos se muestra en diagramas.
En rigor, se trata de un punto de referencia posprandial, por lo cual puede
confundir la evaluacién del PK. No obstante, un hallazgo inesperado, descrito con
mayor detalle mds adelante, es que la concentracién registrada a los 30 minutos
posprandiales no difiere del valor basal.

Concentracién plasmitica de PYY:
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El anédlisis de PYY detallado en la presente descripcién ha sido validado para
determinar la concentracién plasmética del PYY. Con este anélisis, se analizaron muestras
tomadas en cada uno de los puntos temporales por triplicado. Cabe destacar que de los 180
puntos de referencia, 3 (1,6%) parecen “valores atipicos” bioldgicamente improbables. A lo

5 largo de este andlisis preliminar, se utiliza un conjunto de datos del cual se quitaron estos tres

puntos de referencia.

CUADRO 9
10 Pardmetros descriptivos de PK:

Los pardmetros de PK calculados incluyen:

Trds Coma AUCq.caima AUCo T2 gminy
{min) {pg/ml}) {min“pg/mi) {min*pg/mil)
20 60 47 3850
50 18 [ ]!] 4860 12379 112
100 32 342 28535 41102 {4
150 23 530 31659 36476 39
200 23 883 34823 48618 42
15 El examen de los diagramas de} PK promedio indica que hay respuesta a las dosis de
entre 50 y 200 ug, pero también que la dosis de 20 pg queda en la nariz. Por lo tanto, muchos
de los andlisis sucesivos se basardn en datos obtenidos (inicamente a partir de dosis de entre
50 y 200 pg. Asimismo, se sugiere que, dado que el PYY es una molécula endbgena, el
AUCy, es mds importante que el AUCy.inr
20

T ¥ Tiz (vida media de eliminacién):
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_ - Tméx (min) [ Tip(min) |
Valores promedio para grupoe que reciban 24 55
dosls de entre 50 y 200 yg

El Tméx de 24 minutos es el caracteristico de los productos de administracién nasal.

La vida media de eliminacién de 55 minutos es considerablemente mayor de lo que se hubicra
esperado. Los articulos bibliogrdficos indicaban una t,, tipica de entre 5 y 10 minutps. La

5 vida media de eliminacién también puede verse afectada por cierta absorcion continua de la
mucosa nasal ocurrida después del Tméx, y por los componentes de la formulacién que
afectan al metabolismo de los péptidos. Por otro Iado, dado que el andlisis detallado en Ia
presente descripeion utiliza un procedimiento de extraccion, se podrd capturar PYY tanto libre
como fijado a una proteina, mientras que un andlisis que no utilice extraccién podra analizar

10 fundamentalmente la fraccién libre.

A partir de este anélisis del cambio promedio de la VAS en comparacién con la
informacion basal (media de valores de 10, 30 y 60 minutos menos basal) frente a la dosis, se
observa que:

15

Ante la pregunta | de la VAS, “;Cuénta hambre siente?”, los sujetos manifestaron
tener menos apetito tras recibir dosis més altas de PYY. Ante la pregunta 3, *“;Cuénto cree
que podria comer?”, los sujetos creyeron que podrian comer menos tras recibir dosis més
altas de PYY. No obstante, ante la pregunta 2, “;Cuén satisfecho se siente?”, los sujetos

20  declararon sentirse menos satisfechas tras recibir dosis més altas de PYY. Lo anterior indica
que la sensacién posterior a la administracién de PYY no incluye saciedad, hinchazén ni
hipercontractilidad géstrica.

EJEMPLO 8B
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Administracién de PYY en humanos y pérdida de peso

Se prepard 1a siguiente formulacién nasal de PYY.

IS¢

5
Reactivo Grado | Proveedor |Cat. N°| Lote N° FW. | mgiml %
Clorobutanol, anhidro NF | Spectrum |CH123| RI1848 [177.46] 25 | 025
Metii-G-ciciodextrina Sigma (C-4555] BIK1179 45 45
Didecanoilato de L-a- ~ Sigma |P-7081] 55HB377 | 585,7 1 0,1
fosfatidiicolina ___
Edetato dis6dico UsSP Dow 1034N- | 372.2 1 0,1
| ___| Chemicals 00289-2 .
Chirato de sodio, dihidrato | USP | Spectrum |50165| RH1056 | 264,1 1.8 0.6 |
Acido cltrico, anhidro USP_| GSigma [C-1857| 062K003 [192,13| 0,8 0,09
[ PYYpge, lbre de Phoenx [058-02| 420338 [4049,71] 2 0,
sndotoxinas
Agua purificada

Formulacién pH 5 +/- 0,25

Se administraron una o dos pulverizaciones diariasa un sujeto humano durante 10

10 dizs y se registrd pérdida de peso de 2,5 libras. Durante perlodos que oscilan entre los 10

minutos y las 12 horas tras la administracion, el sujeto sintié menos apetito.

15

EJEMPLOY

Formulacién Bucal de PYY3-36
(Profético)

Se preparan tabletas en bicapas de la siguiente manera. Se prepara una capa adhesiva
pesando 70 partes por peso de 6xido de polietileno (Poliox 301N; Union Carbide). 20 partes
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por peso de écido poliacrilico (Carbopol 934P; B.F. Goodrich), y 10 partes por peso de un
relleno compresible de xilitol/carboximetil celulosa (Xilitab 200; Xirofin). Estos ingredientes
se mezclan en una vasija por rotacién por 3 minutos. La mezcla se transfierc luego a una plato
de evaporacién y ripidamente es granulada en forma himeda con etanol absoluto hasta
obtener una consistencia de! tipo semi masa. Inmediata y ripidamente se fuerza esta masa a
través de un tamiz de acero inoxidable de 14 mesh (1.4 mm de abertura), en donde se adhieren
los grénulos himedos. E! tamiz se cubre con papel metilico de aluminio perforado, y los
grénulos se secan durante la noche a 30°C. Los grdnulos secados se remueven del tamiz y
luego se pasan a través de un tamiz de 20 mesh (0.85mm de abertura) para reducir més el
tamafio de los grinulos. Las particulas que no pasan a través del tamiz de 20mesh se muelen
brevemente con un mortero y la mano de un mortero para minimizar la cantidad particulas
finas y luego se pasan a través de un tamiz de 20mesh. Los grinulos resultantes se pasan
luego a una vasija, y se adiciona 0,25 partes por peso de dcido estedrico y 0,06 partes por peso
de saborizante de menta (Universal Flavors) y se mezcla con los grdnulos. De esta forma los
porcentajes finales por peso de los ingredientes son 69,78% de 6xido de polietileno, 9,97% de
relleno de xilitol/carboximetil celulosa compresible, 19,94% de 4cido poliacrilico, 0,25% de
cido estedrico, y 0,06% de saborizante de menta. Una cantidad de 50mg de esta mezcla se
coloca en una matriz de 0,375 inch de didmetro y se pre-<comprime sobre una Prensa Carver
Modelo C con una presién de 0,25 toneladas métricas durante un tiempo residente de 3

segundos para formar una capa adhesiva.

La capa activa s¢ prepara pesando 49,39 partes por peso de manitol, 34,33 partes por
peso de hidroxipropil celulosa (Klucel L F Aqualon, Wilmington, Del.) y 15,00 partes por
peso de taurocolato de sodio (Aldrich, Milwaukee, Wis.) y mezclando por rotacién en una
vasija durante 3 minutos. La mezcla es luego transferida a un plato de evaporacién y

ripidamente granulada en forma himeda con ctanol absoluto hasta una consistencia del tipo
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semi-masa. Esta masa es inmediata y ripidamente forzada a través de un tamiz de acero
inoxidable de 14 mesh, en donde se adhieren los grénulos himedos. La matriz se cubre con
papel metélico de aluminio perforado, y los grdnulos se secan durante [a noche a 30°C. Los
grinulos secos se pasan luego secuencialmente a través de tamices de 20, 40 mesh (0.425mm
de abertura), y 60 mesh (0,25mm de abertura) para reducir méas el tamaflo de particula. Las
particulas que no pasan a través del tamiz se muelen brevemente con un mortero y la mano de
un mortero para minimizar las particulas finas y luego se pasa a través de un tamiz.

Se pesan las particulas tamizadas, y luego se mezclan 0,91 partes por peso de PYY3
3% y 0,06 parte por peso de colorante del tipo amarillo FD&C aluminio N° 6HT
secuencialmente con el granulado seco por dilucién geométrica. El granulado seco se coloca
luego en una vasija de mezclado y se mezcla con 0,25 partes por peso de estearato de
magnesio (lubricante) y 0,06 partes por peso de saborizante de menta por rotacién durante 3
minutos. Una muestra de 50mg de este material se coloca en la parte superior de una capa
adhesiva parcialmente comprimida y ambas capas se comprimen luego a una presién de 1,0
toneladas por un tiempo residente de 3 segundos para producir una tableta bicapa adecuada
para la administracién bucal.

Con este proceso se obtiene en una tableta gingival en donde la capa activa contiene
0,91% por peso de PYY3-36, 15% por peso de NaTC, y 84,09% por peso de relleno,
lubricante, colorante, ayudante de formulacién y agentes saborizantes.

EJEMPLO 10

Se llevé a cabo un estudio para comparar la capacidad del PYY3 libre de
endotoxina frente & la del PYY3.35 con endotoxina para penetrar el epitelio bronquial, segiin el
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procedimiento del Ejemplo 1. Se hallé que aproximadamente el doble de PYY3 3, libre de
endotoxinas penetrd el epitelio bronquial en comparacién con la formulacién de PYY3.3 que

contenfa endotoxina.

Ambas formulaciones contenlan clorobutanol 2,5mg/ml, 2 mg/ml de DDPC, 10
mg/ml de alblimina, img/m! de EDTA y 45 mg/ml de M-B-CD. Una de las formulaciones
contenfa PY Y3 35 sin endotoxina y 1a otra contenla 70 o més UE (unidades de endotoxina).

El MTT promedio de la formulacién de PYYi.3s con endotoxina fue de 91,72%,
mientras que ¢l PYY ;.35 de la formulacion libre de endotoxinas alcanzé un MTT promedio de
100,16%.

La penetracién promedio de la formulacién del PYY;.3 con endotoxina fue de 5,36%,
mientras que [a de ia formulacidn sin endotoxinas alcanzd el 10,75%.

Algunos excipientes conocidos que aumentan la administracién mucosa pueden
combinarse (con buenos resultados) con los péptidos fijadores al receptor de Y2 libre de
endotoxina, en especial el PYY3-36 libre de endotoxinas, y pueden utilizarse para mejorar las
formulaciones no infusivas, sobre todo de administracién por via oral. Dichos excipientes se
encuentran en las siguientes solicitudes de patente, incorporadas al presente por referencia:
Solicitudes de patentes estadounidenses 20030225300, 20030198658. 20030133953,
20030078302, 20030045579, 20030012817, 20030012817, 20030008900, 20020155993,
20020127202, 20020120009, 20020119910, 20020065255, 20020052422, 20020040061,
20020028250, 20020013497, 20020001591, 20010039258, 20010003001.

Formulacién Oral de un Péptido fijador al Receptor Y2
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Una formulacién oral de un péptido fijador al receptor Y2 puede ser preparado de
acuerdo con el siguiente procedimiento. Una formulacién preferida para la administracion
oral contiene aproximadamente 0,5mg/kg de PYY libre de endotoxina y entre 100 y
aproximadamente 200mg/kg de uno o més excipientes mejoradores de la administracién por

via mucosa

(Profético)
EJEMPLO 11

Preparacion del aldehido N-ciclohexanoilfenilalanina

Se disuelve fenilalanina metil éster (1g., 0,0046 moles) en 5m! de piridina. Se
adiciona cloruro de ciclohexanoilo (0,62ml) y la mezcla se agita por 2 horas. La mezcia de
reaccidn se vierte sobre dcido clorhidrico (IN) y hielo triturado. La mezcla acuosa se extrae
dos veces con tolueno. Se concentran los extractos de tolueno combinados en vaclo para

obtener 1,1g de N-ciclohexanoilfenilalanina metil éster crudo.

Se disuelve N-ciclohexanoilfenilalanina metil éster (0,5g) en etilén glicol dimetil
éter (20ml). La solucién se enfria a 70°C y se adiciona hidruro de diisobutilaluminio (2,04 ml
de una solucién 1,5M en tolueno). La mezcla de reaccién resultante se agita a -70°C durante 2
horas. La reaccién se termina agregando por goteo édcido clorhldrico 2N. La mezcla se extrae
con acetato de etilo frfo. La solucion de acetato de etilo se lava con sal y se seca sobre sulfato
dc sodio. La concentracién en vacfo provee un sélido blanco, el cual se purifica por

cromatrografia en sflica gel.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-d6): 9.5 (s, 1H), 8.2 (d, 1H), 7.2 (m, 5H), 4.2 (m, 1H), 3.2 (d,
IH), 2.7 (d. 1H), 2.1 (m, 1H), 1.6 (br.m, 4H), 1.2 (br.m, 6H). R (KBr): 3300, 3050, 2900,
2850, 2800, 1700, 1600, 1500 cm-'. Masa Epecifica: M+1 m/e 261. 'H NMR (300 MHz,
DMSO-d6): 9.5 (s, 1H), 8.2 (d, 1H), 7.2 (m, 5H), 4.2 (m, 1H), 3.2 (d, 1H), 2.7 (d, LH), 2.1 (m,
1H), 1.6 (br.m, 4H), 1.2 (br.m, 6H). R (KBr): 3300, 3050, 2900, 2850, 2800, 1700, 1600,
1500 cm-'. Masa Especifica: M+1 m/e 261.

EJEMPLO 12
Preparacién de N-acetilfenilalanina aldehido

Se disuclve N-acetilfenilalanina metil éster (4,2g, 19mmol) en etilén glicol dimetil
éter. La solucidn se enfifa a -70°C y se adiciona hidruro de diisobutilaluminio (25,3 ml de una
solucién 1,5M en tolueno, 39mmol). La mezcla de reaccién resultante se agita a -70°C
durante 2 horas. La reaccidn se termina por adicién de dcido clorhidrico 2N. La mezcla se
extrae 4 veces con acetato de etilo frio y 4 veces con tolueno. Los extractos se combinan, se
lavan con sal y se secan sobre sulfato de sodio. La concentracién en vacio seguida de
cromatrografia en silica gel provee 2,7 g de un sélido blanco. E! espectro d RMN &5 como el
informado en la literatura, Biochemistry, 18: 921-926 (1979).

EJEMPLO 13
Preparacién de 3-acetamido-4-(p-hidroxi)fenil-2-butanona (N-acetiltirosinona)

Una mezcla de tirosina (28,9g, 16mmol), anhidrido acético (97,9g, 96mmol) y

piridina (35g, 16mmol) se calientan a 100°C durante una hora. La mezcla de reaccién se
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concentra en vacio para proveer un aceite amarillo. El aceite se destila a presién reducida para

obtener 29,9 g de un aceite.

'H NMR (DMS0-d6): NMR (d6-DMSQ); 8.2 (d, 1H), 7.3 (d, 2H), 7.0 (d, 2H), 4.4
(m, LH), 3.1 (dd, 1H), 2.7 (dd, 1H), 2.3 (s, 3H), 1.8 (5, 3H)

EJEMPLO 14
Preparacién de 3-acetamido-7-amino-2-butanona (N-acetillisinona)
Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 3, se convierte lisina a N-acetillisinona.

'H NMR (DMSO-d6): 8.1 (d, 1H), 7.8 (br.m. 1H), 4.1 (m, 1H), 3.0 (m, 2H), 2.0 (s,
3H), 1.9 (s, 3H) and 1.3 (br.m, 6H).

EJEMPLO 15
Preparacién de 3-acetamido-5-metil-2-butanona (N-acetillencinona)

Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 2, se convierte leucina a N-acetilleucinona.
'H NMR (DMSO-d6): 8.1 (d, 1H), 4.2 (m, 1H), 2.0 (s, 3H), 1.8 (s, 3H). 0.8 (d, 6H).

EJEMPLO 16

Modificacién de Acido 4-(4-aminofenil)butirico utilizando Cloruro de Bencensalfonil
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Se disuelve 4-(4-aminofenil)butirico (20g. 0,11 moles) en 110 ml de solucién acuosa
de hidrdxido de sodic 2N. Después de agitar durante aproximadamente 5 minutos a
temperatura ambiente, se agrega por goteo cloruro de bencensulfonilo (14,2ml, 0,1 | moles) en
una solucién de aminoédcido durante un perfodo de 15 minutos. Después de agitar durante
5 aproximadamente 3 horas a temperatura ambiente la mezcla se acidifica a pH 2 por adicién de
écido clorhidrico. Este proceso provee un precipitado marrén claro que se aisla por filtracién.

El precipitado se lava con agua caliente y se seca. El punto de fusién es 123-125°C.

Si fuers necesario, los aminoicidos modificados pueden ser purificados por
10  recristalizacién y/o cromatografia.

EJEMPLO 17

Maodificacién de Acido 4-aminabenzoico utilizando Cloruro de Bencensulfonilo

15
Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 6, se convierte dcido 4-aminobenzoico a
dcido 4-{fenilsulfonamido)benzoico.

EJEMPLO 18
20
Modificaci6n del Acido 4-Aminofenilacético, Acido 4-Aminohipdrico, y Acido 4-
Aminometilbenzoico utilizando Cloruro de Bencensulfonilo

Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 6, se convierten dcido 4-aminofenilacético,

25  4-aminohipiirico, y 4-amino-metilbenzoico a 4cido 4-{fenilsulfonamido)fenilacético, écido 4-
(fenilsulfonamido)hipiirico, y &cido 4-(fenilsulfonamidometil)benzoico, respectivamente.
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EJEMPLO 19

5 Modificacién de Aminodcidos con cloruro de Bencensulfonilo.

Se prepara una mezcla de dieciséis aminodcidos previo a la modificacién quimica.

Los constituyentes de la mezcla se resumen en el Cuadro siguiente, se disuelven 65 gramos de

la mezcla de aminoécido (concentracién total de grupos [-NH;] = 0.61 moles) en 760 ml de

10 una solucién de hidréxido de sodio IN (0,7625 equivalentes) a temperatura ambiente.
Después de agitar durante 20 minutos se adiciona cloruro de bencensulfonilo (78ml, leq)
durante un perfodo de 20 minutos. La mezcla de reaccién se agita entonces durante 2,5 horas,

sin calentamiento. Como puede ocurrir alguna precipitacién, se puede agregar solucion de
NaOH (2N) adicional a la solucién hasta que se alcance un pH 9,3. La mezcla de reaccién, se

15 agita durante la noche a temperatura ambiente. Luego, la mezcla se acidifica utilizando icido
clorhidrico (38%. 1:4) y precipita un material de color crema. El precipitado resultante se

afsla por decantacién y se disuelve en hidréxido de sodio (2N). Esta solucién se reduce luego

en vacio para dar un s6lido amarillo, que se seca sobre el liofilizador
20 CUADRO 10

Composicién de Aminodcldos

Aminodcido Peso (g) % del peso N*de moles de | N°® de moles de
total cada Amln‘oicldo [-NH2]
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Tr 2.47 as 2.07 2.07
Ser 2.25 3.48 2.1 2.1
Ala 4.61 7.1 5.17 5.17
val 4.39 8.78 375 3.75
Met 0.53 0.82 0.35 0.35
lle 247 3.8 0.36 0.36
Leu 3.08 5.94 2.95 2.85
Tir 1.03 1.58 0.56 0.56
Fe 4.30 6.76 0.27 0.27
Hie 2.47 38 1.8 3.2
Lle 4.04 7.8 34 8.8
Arg 5.13 7.9 2.95 5.90
Glutamina 9.87 15.18 8.70 13.42
Acldo Glutamico 9.67 15.18 6.70 8.70
Asparagina 3.32 5.11 2.51 5.02
Acido Aspartico 3.32 5.11 2.50 2.50
EJEMPLO 20

Modificacién de una Mezcla de Cinco Aminodcidos utilizando Cloruro de

5 Bencensulfonilo

Se disuelve 86,1g (0,85 moles de NH;) de una mezcla de aminodcidos (ver Cuadro
siguiente) en 643 ml (1.5¢q) de una solucién acuosa de hidréxido de sodio 2N. Después de
agitar durante 30 minutos a temperatura ambiente se adiciona cloruro bencensulfonilo (108

10 ml, 0,86 moles) en porciones dentro de la solucién de aminoédcido durante un periodo de 15
minutos. Después de agitar durante 2,5 horas a temperatura ambiente, el pH de la mezcla de
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reaccion (pH 5) se ajusta a pH 9 con solucién de hidréxido de sodio 2N adicional. La mezcla
de reaccion se agita durante la noche a temperatura ambiente. Después de esto, ¢t pH de la
mezcla de reaccién se ajusta a pH 2,5 por adicién de solucion acuosa de &cido clorhidrico
diluido (4:1, H;O:HCI) y se forma un precipitado de aminodcidos modificados. La capa
5  superior se descarta y el precipitado amarillo resultante se aisla por decantacién, se lava con
agua y se disuelve en hidréxido de sodio 2N (2N). La solucién se concentra en vacio para dar

un s6lido amarillo, el cual se liofiliza durante la noche.

CUADRO 11
0
Aminocécidos |Moles de Aminodcl ‘Moles de
(x10%) [-NH,] x10™
Valina 75 75
Leucina 10.7 10.5
Fenilalanina 134 134
Lisina 21.0 42.0
Arginina 6.0 12.0
EJEMPLO 21
Modificacién de una Mezcla de Cinco Aminodcidos utilizando Cloruro de Benxoilo
15 Sc disuelve 86g (0,85 moles de NH;) de una mezcla de aminoécidos (ver Cuadro en

Ejemplo 20) en 637 ml (1,5eq) de una solucién acuosa de hidréxido de sodio 2N. Después de
agitar durante 10 minutos a temperatura ambiente se adiciona cloruro benzoilo (99 ml, 0,85
moles) en porciones dentro de la solucién de aminodcido durante un periodo de 10 minutos.
Después de agitar durante 2,5 horas a temperatura ambiente, €l pH de la mezcla de reaccién
20 (pH 12) se ajusta a pH 2,5 con solucién de icido clorhidrico diluido (4:1. H;O:HCI) y se
forma un precipitado de aminodcidos modificados. Después de sedimentar durante | hors, el
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precipitado resultante se aisla por decantacion, se lava con agua y se disuelve en hidréxido de
sodio 2N. La solucién se reduce luego en vacio para dar un producto de aminoécidos
modificados crudo como un sélido blanco (produccién esperada 220,5g).

5 EJEMPLO 22

Modificacién de L-Valina afilizando Cloruro de Bencensulfonilo

Se disuelve L-Valina (50g, 0,43mol) en 376 ml (0.75eq) de hidréxido de sodio 2N

acuoso con agitacién a temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego se adiciona cloruro

10 de bencensulfonilo (68,7ml, 0,38 mol, 1,25 eq) a una solucién de aminodcidos durante un

periodo de 20 minutos a temperatura ambiente. Después de agitar durante 2 horas a

temperatura ambiente aparece un precipitado. Se disuelve el precipitado por adiccién de

200ml de solucién de hidréxido de sodio 2N. Después de agitar adicionalmente durante 30

minutos, se adiciona una solucién de dcido clorhfdrico acuoso diluido (4:1, H;O:HCI) hasta

I5 que el pH de la mezcla de reaccién alcanza 2,6. Se forma un precipitado de aminodcidos

modificados y se recupera por decantacion. Este material se disuelve en hidréxido de sodio

2N y se seca en vacio para dar un sélido blanco. La produccién esperada de aminodcidos
modificados crudo es 84,6g (77%).

20

EJEMPLO 23

Modificacién de fenilalanina Metil Ester utilizando Cloruro de Hipurilo
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Se disuelve hidrocloruro de L-fenilalanina metil éster (15g, 0,084 moles) en
dimetilformamida (DMF) (100ml) y se adiciona piridina (30mi). Inmediatamente se adiciona
una solucién de cloruro de hipurilo (16,6g, 0084 moles en 100ml DMF) a una solucién del
éster de aminodcido en dos porciones. La mezcla de reaccidn se agita a temperatura ambiente

5 durante toda la noche. La mezcla se reduce luego en vacio y se disuelve en hidréxido de sodio
acuoso IN. La solucidn se calienta a 70°C durante 3 horas para hidrolizar el metil éster a un
grupo carboxilo libre. Después de esto, la solucién se acidifica a pH 2,25 utilizando una
solucién de écido clorhidrico acuoso diluido (1:3 HCI/H20). Se forma un precipitado del tipo
goma que se recupera y disuelve en hidréxido de sodio IN. La solucién se reduce en vaclo

10 para dar 18,6 g de un producto crudo de aminodcidos modificados. Después de la
recristalizacién con acetonitrilo, se recupera fenilalanine modificada pura (produccién
esperada 12g) como un polvo blanco, PF 223-225°C.

EJEMPLO 24

15 Preparacién de Soluciones de PYY(3-36) en dosis

En un tubo de ensayo se adiciona 568mg de acetil fenilalanina aldehido, 132mg de
carbometoxifenilalanilleucina y 100 mg de acetil-Fe-Leu-Arg aldehido a 2,9 ml de 15% de
etanol. La solucién se agita y se adiciona HONa (1,0N) para elevar el pH a 7.2. Se agrega

20  agua para llevar el volumen total a 4,0ml. La muestra tuvo una concentracion de portadores de
200 mg/ml. Se adiciona PYY(3-36) a la solucién. La concentracién de PYY(3-36) total es 200

pg/mi.
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Siguiendo un proceso similar, se prepara una segunda solucidn que tiene 668 mg de
acetil fenilalanina aldehido y 132 mg de carbometoxifenilalanilleucina como composicion de
portador y una tercera solucién que tienc acetil fenilalanina aldehido como portador. Cada
solucién tuvo una concentracién de PYY(3-36) libre de endotoxina de 200 ug/ml.

EJEMPLO 25
Preparacién de Composiciones de PYY(3-36)/Aminodcido modificado.

Preparacién de Microesferas de Aminodcido modificado que contienen PYY(3-36)
10 libre de endotoxina encapsulado.

La mezcla de aminodcido modificada preparada segin el Ejemplo 9 se disuelve a
40° C en agua destilada (pH 7,2) a una concentracién de 100mg/ml. La solucion es luego
filtrada con un filtro de 0,2 micrones y la temperatura se mantiene a 40°C. Se disuelve

15 PYY(3-36)(Bachem) en una solucién acuosa de dcido cltrico (1,7N) y gelatina (5% a una
concentracién de 150 mg/ml. Esta solucién luego se calienta a 40°C. Las dos soluciones
calentadas son luego mezcladas 1:1 (v/v). La suspensién de microesfera resultante se filira
luego en lana de vidrio y se centrifuga durante 50 minutos a 1000g. El pellet se resuspende
con fcido clitrico 0,85 N a un volumen de 5 a 7 veces menos que el volumen original. La

20 concentracién de PYY(3-36) del pellet resuspendido se determina por HPLC. Se preparan
microesferas adicionales segin el procedimiento descripto arriba sin PYY(3-36). Si es
necesario estas "microesferas vacfas" se utilizan para diluir la preparacién de microesferas de

PYY(3-36) encapsuladas salmdn a una suspensién de dosis final.
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b)Preparacién de un Sistema de PYY(3-36)/Portadores de aminodcidos Modificados Solubles

Una preparacién para dosis de aminodcido soluble que contiene PYY(3-36) se
prepara disolviendo el material de aminodcido modificado en agua destilada (pH 8) a una
concentracion apropiada. La solucién se calienta a 40°C y luego se filtra con un filiro de 0.2
micrones. Luego se adiciona PYY(3-36) también disuelto en agua destilada a una solucién de
aminodcido modificado previo a la administracion oral

Administracién Pulmonar de PYY3 3

{Profético)

Los compuestos portadores preparados como se describe abajo puede ser utilizado
directamente como un portador de suministro mezclando simplemente uno o més compuestos
o una sal, un poliaminodcido o péptido con un péptido fijador del receptor Y2 libre de

endotoxina para la administracién pulmonar.

La mezclas de administracién son preparadas mezclando una solucién acuosa del
portador con una solucién acuosa del ingrediente activo, justo previo a la administracion.
Alternativamente, el portador y el ingrediente quimica o biol6gicamente activo pueden se
mezclados durante el proceso de manufactura. Las soluciones pueden contener
adicionalmente aditivos tales como sales de fosfato buffers, icido citrico, dcido acético,

gelatina y goma acacia.
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Un niimero de métodos de administracién por via pulmonar puede usar péptidos
fijadores al receptor Y2 libre de endotoxina, especialmente PYY3-36 para mejorar la
administracion de PYY a los pulmones. Las siguientes solicitudes de patentes sin limitar son
incorporadas como referencia para la administracién pulmonar: solicitud de patente

S US20030223939; 20030215514; 20030215512; 20030309243; 20030203036; 20030198601
2003183228; 200301885765; 20030150454; 20030124193; 20030094173.

EJEMPLO 26
Preparacién de Portadores

10

Preparacién de dcido 2 {4-(N-saliciloil)aminofenil) propiénico (Portador B)

Una lechada de 58,6 g (0,355 mol) de écido 2-(4-aminofenil)propiénico y 500 ml de

cloruro de metileno se trata con 90,11 ml (77.13g, 0-710mol) de cloruro de trimetilsililo y se

15 calienta a reflujo durante 120 minutos. La mezcla de reaccion se enfria a 0°C y sc trata con

184,44 mi (107,77g, 1,065 mol) de trietilamina. Después de agitar durante 5 minutos, esta

mezcla se trata con una solucién de 70,45 g (0,355 mol) de cloruro de O-acetilsaliciloilo y

150 ml de cloruro de metileno. L.a mezcla de reaccidn se calienta a 25°C y se agita durante 64

horas. Se remueven los componentes voldtiles en vacio. El residuo se agita en hidréxido de

20 sodio acuoso 2N durante una hora y se acidifica con dcido sulfiirico 2M. El sdlido se

recristaliza dos veces a partir de etanol/agua para dar un sélido canela. Se aisla por filtracién

resultando en una produccién esperada de 53,05 g (52% de produccién) de &cido 2-{(4-(N-

saliciloil)aminofenil)propiénico. Propiedades: solubilidad: 200mg/m: 200mg+350.u1 2N
NaOH+650 .ul H20-pH-7.67. Analisis: C, 67.36; H, 5.3; N, 491,
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Preparacién de 2-{4-(N-saliciloilaminofenil)propionato de Sedio (Sal de Sodio de
Portador B

5 Se trata una solucion de 53,05g (0,186 mol) de d4cido 2-(4-(N-
saliciloil)aminofenil)propiénico y 300 ml de etanol con 7,59g (0,190 mol) de HONa disuelto
en 22 ml de agua. La mezcla de reaccién se agita durante 30 minutos a 25°C y durante 30
minutos a 0°C. El s6lido amarillo pélido resultante se afsla por filtracién para dar 52.61g de 2-
(4-{N-saliciloil)aminofenil)propionato de sodio Propiedades: solubilidad 200 mg/ml solucién

10 clara, pH=6.85. Andlisis C, 60.45; H, 5.45; N, 3.92; Na, 6.43. Punto de Fusi6n 236-238° C.

Preparacidn de la Sal de Sodio del Portador C

Un matraz de fondo redondo de 2| equipado con agitador magnético y un

15 condensador de reflujo se carga con una suspensiéon de dcido 3-(4-aminofenil)propidnico
(15,0g, 0,084 moles, 1,0 equivalentes) en diclorometano (250ml). Se adiciona
clorometilsilano (18,19g, 0,856 moles, 2.0 equivalentes) en una vez, y la mezcla se calienta a
reflujo durante 1,5 horas bajo argén. La reaccion se deja enfriar a temperatura ambiente y se
coloca en un bafio de hicio (temperatura intema <10°C). El condensador de reflujo se

20 reemplaza con un embudo que contiene trietilamina (25,41, 0,251 moles, 3,0 equivalentes).
La trietilamina se adiciona por goteo durante 15 minutos, forméndose un sélido amarillo. El
embudo se reemplaza con otro embudo adicional que contiene una solucién de cloruro de 2,3-
dimetoxibenzoilo (18,31g, 0,091 moles, 1,09 equivalentes) en diclorometano (100 ml). Se
adiciona la solucién por goteo durante 30nm. La reaccién se agita en una bafio de hielo por
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otros 30 minutos y a temperatura ambiente durante 3 horas. El diclorometano se evapora en
vacio para dar un aceite marrén. El aceite marrén se enfria en un bafio de hielo. y se agrega
una solucién enfriada en hielo de bicarbonato de sodio saturado (250 ml). El bafio de hielo se
remueve, y la reaci6n se agita durane | hora para dar una solucién marrdn clara. La solucién

5 seacidifica con HCL concentrado y se almacena a SC durante 1 hora. La mezcla se extrae con
diclorometano (3 veces, 100 ml), se seca sobre sulfato de sodio, las sales se filtran y el
diclorometano se remueve en vacio. El sélido resultante se recristaliza a partir de 50% de
acetato de etilo/agua (v/v) para dar el Portador C dcido como agujas blancas (25.92 g, 90%).
Andlisis: CigH:1NOs: C, 66.46; H, 6.16; N, 4.08. Punto de Fusién=99-102°C.

10

Se disuclve 12g de Portador C dcido en ctanol, 75 ml, con calentamiento. A esta

solucion se adiciona una solucién de hidréxido de sodio 8,5M (1,02 equivalentes molares,
1,426 gramos en 4,5 ml de agua) la mezcla se agita durante 15 minutos. Aproximadamente
tres cuartos del etanol se remueven en vacfo y se adiciona 100 ml de n-heptano al aceite

15 resultante formando un precipitado. Los sélidos se secan en vaclo a 50°C. Andlisis:
CisH2oNOsNa0.067H,0: C, 62.25; H, 5.54; N, 3.82; Na, 6.27.

Preparacion de dcido N-{4-metilsaliciloxil)-8-aminocaprilico (Portador D)

20 8) Preparacion de Oligo{(4-metilsalicilato)

Se adiciona anhidrido acético (32ml, 34,5g, 0,338 mol, 1,03eq.). dcido 4-

metilsalicflico (50g, 0,329 mmol, 1,00eq.) y xileno (100ml) a un matraz de cuatro cuellos de

1. equipado con una varilla de agitacién magnética, un termémetro y un condensador. El

25 matraz se coloca en un bafio de arena y se calienta hasta que comienza una mezcla blanca

nubosa. La mezcla de reaccién se clarifica a una solucién amarilla alrededor de los 90°C. La

PO2-04PCT - PCT/US03/40538



10

15

20

25

154

mayoria de los orgénicos volétiles (xilenos y &cido acético) se destilan en una trampa de
Dean-Stark durante tres horas (135-146°C). Se continGa la destilacién por otra hora (un total
de 110 ml destilado) durante el cual |a temperatura de !a caldera lentamente se eleva a 204°C
y ¢l destilado disminuye a un flujo lento. El residuo se vierte mientras todavia esti caliente,
dentro de una bandeja de aluminio. Bajo enfriamiento se forma un sélido vitreo amarillo
quebradizo. El sélido se muele a un polvo fino. El oligo(4-metilsalicilato) obtenido se utiliza

sin purificacion adicional.

b) Preparacién de dcido N{4-metilsaliciloil)-8-aminocaprilico

Se agrega una solucién de carbonato de potasio 7M (45ml, 46,2g, 0,313 mol, 0,95
eq.), 4cido 8-aminocaprilico (41,8g, 262 mol, 798 eq.), y agua (20ml) a un matraz de fondo
redondo equipado con una varilla de agitacién magnética, un condensador y un abastecedor
de combustible adicional. L.a mezcla nubosa blanca se trata con una solucién de oligo(4-
metiisalicilato) (44,7g, 0,329 mmol, 1,0 eq.) y se adiciona dioxano (250 ml) durante 30
minutos. La mezcla de reaccion se calienta a 90°C durante 3 horas (tiempo en que se
determina si tiene que finalizar la reaccién por HPLC). La mezcla de reaccién anaranjada
clara se enfrla a 30°C y se acidifica a pH=2 con 50% de dcido sulfiirico acuoso (64g). El
sélido resuitante se afsla por filtracion. El sélido blanco se recristaliza de 1170 ml de 50% de
etanol-agua. El sélido se recupera por filtracion y se seca durante 18 horas en un horno a 50°C
y vacjo. El 4cido N{4-metilsaliciloil)-8-aminocaprilico se aisla como un sélido blanco (30.88
g. 52%); PF=113-114°. Andlisis: C¢H23NQ,4: C, 65.51; H, 7.90; N, 4.77.

Se prepara luego una solucién acuosa de PYY(3-36) y se mezcla con uno o més de
los portadores para producir una composicién de PYY(3-36), la cual puede ser rociada dentro
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de los pulmones. Una concentracién adecuada de PYY(3-36) para la composicién resultante
debe ser aproximadamente 400ug/ml. Ver solicitud de patente US 20030072740.

1.0

2.0

EJEMPLO 27

Radioinmunoanélisis de extraccion total para determinar la concentracion plasmética
del PYY

Entroduccién:

Se desarrollé un radioinmunoanélisis para medir la concentracién del
péptido humano YY(3-36) (PYYh) en el plasma humano. Las muestras se recogen con
anticoagulante (EDTA) e inhibidor de la proteasa (aprotinina) y se congelan. E! proceso
lleva cuatro dias. El Dia | se extraen las muestras, los controles y los estindares en
alcohol y se secan. El Dia 2 se reconstituyen y mezclan todas las muestras con un
antisuero policlonal de conejo dirigido contra el PYYh. El Dia 3 se agrega PY Yh yodado.
El Dia 4 se afladen precipitantes especificos (suero de cabma anti-lgG de conejo y suero
normal de conejo). Se separa ¢l marcador fijado del libre mediante centrifugado, y el
marcador unido se cuantifica con el cuantificador gamma. La concentracién se calcula
interpolando una curva convencional y el resuitado del andlisis se controla con muestras
de Control de Calidad.

Materiales:

2.1 Kit de PYY Peninsula (Peninsula Laboratories, Cat. No. $-2043-0001)
22  Alcohol reactivo (Fisher Inc., Cat. No. A995-4) (o equivalente)
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2.3  Plasma humano aislado (con heparina de litio, en ayunas, mezclado de varias
muestras) Golden West Biologics Inc. (Cat. No. SD1020-H) (Analytical SOP #
A-003)

24  Baiios de hielo (Fisher, Cat No. 11-676-36) (o equivalente)

2.5  Pipetas descartables de 10 ml (Fisher Cat. No. 13-678-11E) (o equivalentes)

2.6 PYY humano sintético convencional del Control de Calidad de Nastech (3-36)
(Bachem Cat. No. H8585)

2.7  Apgua destilada (Milli-Q Millipore, Cat. No. ZMQS56VFT]1) (o equivalente)

2.8  Tritdn X-100 (Sigma, Cat. No. T-9284) (o0 equivalente)

29  Hoja de aluminio (Fisher, Cat. No. 01-213-3) (o equivalente)

2.10 Aprotinina (ICN Biomedicals Inc. Cat. No. 190779) (o equivalente)

2.11 Tubos de 12x75 mm (Evergreen Scientific, Cat. No. 214-2023-010) (o
equivalente)

2.12 Tapas para tubos de 12x75 mm (Evergreen Scientific, Cat. No. 300-2912-010)
(o equivalente)

2.13  Tubos de microfuga de 1,5 ml (Fisher, Cat. No. 05-402-25) (o equivalente)

Instrumentos:

3.1 Wallac WIZARD 1470 Automatic Gamma Counter (Perkin Elmer, Modelo
No. 1470-002) (o equivalente)

3.2 Isotemp Basic Freezer, -70°C (Kendro Laboratory Products, Modelo No.
C90-3A31) (o equivalente)

3.3  CentriVap Concentrator (Labconco, Cat. No. 7810000) (o equivalente)

34 VX-2500 Multi-tube Vortexer (VWR, Cat. No. 58816-115) (o

equivalente)
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3.5 Marathon 21000R Centrifuge (Fisher, Cat. No. 04-977-21000R) (o
equivalenie)
3.6 Rotor de cubeta oscilante (Fisher, Cat. No. 04-976-006) (o equivalente)
3.7 Instrumento motorizado para pipeta (Fisher Cat. No. 13-681-15E) (o
5 equivalente)
3.8 Micropipeta Eppendorf
3.8.1 2 pl-20 pl (Fisher, Cat. No. 21-371-6) (o equivalente)
3.8.2 20 pl -200 pl (Fisher, Cat. No. 21-371-10) (o equivalente)
3.8.3 100 pul -1000 pl (Fisher, Cat. No. 21-371-13) (o equivalente)
10 3.9  Eppendorf Repeating Pipettor (Fisher, Cat. No. 21-380-9) (o equivalente)
3.10 Eppendorf Repeating Pipettor Combi-tips
3.10.1 2,5 mi (Fisher, Cat. No. 21-381-331) (o equivalente)
3.10.2 25 ml (Fisher, Cat. No. 21-381-115) (o0 equivalente)
3.11 Pipeta de desplazamiento positivo (Fisher, Cat. No. 2[-169-10A) (o
15 equivalente).

4.0 Procedimiento

DIA 1
20 4.1  Descongele los reactivos y las muestras necesarios para ¢l andlisis. Prepare el
buffer del RIA a una concentracién de 1X (RIAB) si no se dispone de la cantidad

suficiente.
4.2 Prepare muestras de curva estdndar en muestras mezcladas de plasma humano

25 aislado. Proceda como se describe a continuacién si se usa una concentracion
inicial de 12,8 pg/ml.
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4.2.1 Agregue 990 ul de RIAB al tubo O.

4.2.2 Agregue 950 ul de plasma al tubo A.

42.3 Incorpore 500 pl de plasma en los tubos B-H.

424 Incorpore 10 pl 12,8 pg/ml Standard al tubo O. Someter a agitacién
vorticial.

42.5 Agregue 10 pl de la solucién del tubo O al tubo A. Someta a agitacion
vorticial.

426 Agregue 500 p! de la solucion del tubo A al tubo B. Someta a agitacién
vorticial.

4.2.7 Agregue 500 ul de la solucidn del tubo B al tubo C. Someta a agitacién
vorticial.

42.8 Repita las diluciones tal como se indica en 4.2.7 hasta el tubo H (véase
el Diagrama 1)

4.3 De ser necesario, diluya muestras desconocidas de plasma humano para someterlas
a andlisis. Las muestras deberin diluirse en muestras mezcladas de plasma
humano aislado.

4.4 Agregue 1,2 ml de alcohol frio a tubos vacios para someter a andlisis las muestras
NSB, TB, todos los estindares, las de control de calidad y las de plasma humano.

4.5 Incorpore 400 pl de muestras mezcladas de plasma humano aislado en los tubos de
NSB y TB. Tape, someta a agitacién vorticial.

4.6 Agregue 400 pl de cada muestra estindar preparada en 4.2.5 a 4.2.8 a los
respectivos tubos de curva estindar H-A (véase el Diagrama 1). Tape, someta a
agitacion vorticial.

4.7 Agregue 400 ul de las muestras de control de calidad a los tubos respectivas. Tape,
someta a agitacion vorticial.
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4.8 Agregue 400 pl de cada muestra que se someterd a anélisis en su tubo respectivo.
Tape, someta a agitacidn vorticial.

4.9 Incube todas las muestras en hielo de 30 a 60 minutos.

4.10 Encienda la llave de “frfo™ del Concentrador.

4.11 Centrifugue todos los tubos a 3000 rpm, 4 °C, durante 15 minutos.

4.12 Transfiera 1,3 ml del sobrenadante de cada muestra a un nuevo conjunto de
tubos vaclos. Almacene en un bafio de hielo o a 2-8° C si no las agita de
inmediato.

4.13 Coloque las muestras en el Concentrador.

4.14 Las muestras deben agitarse durante dos horas a 40° C y luego a temperatura
ambiente durante un total de 5 horas o hasta secarse.

4.15 Quite las muestras secas, cubra y guarde hasta el dfa siguiente a 2-8°C.

4.16 Quite los tubos secos del refrigerador a 2-8° C.

4.17 Incorpore 100 ul del concentrado buffer 4x del RIA en cada tubo.

4.18 Agregue 100 pl de TX100 al 0,6% a cada tubo. (Anexo 1) Someta a agitacion
vorticial durante un minimo de 30 segundos para que todos los extractos queden
reconstituidos por completo.

4.19 Incube todas las muestras en hiclo de 30 a 60 minutos.

420 Apgregue 200 pul de agua destilada a cada tubo. Someta a agitacién vorticial.

421 Transfiera 100 pl del extracto de cada muestra al tubo respectivo.

Nota: Las muestras NSB, TB, TC, curva estdndar y control de calidad
suelen efectuarse por triplicado, con lo cual se necesitan tres
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tubos por muestra. Las muestras de plasma humano pueden
analizarse en cualquier variacion (hasta tres muestras) segin la
disponibilidad de la muestra.

422 Prepare anti-PYY de conejo conforme se describe en el kit de Peninsula
Laboratories.

423 Agregue 100 ul de RIAB a cada tubo de NSB.

424 Agregue 200 ul de RIAB a cada tubo de TC.

425 Agregue 100 ul de anti-PYY de conejo a todos los tubos restantes. Someta a
agitacién vorticial.

426 Cubracon la hoja de aluminio y guarde hasta el dfa siguiente a 2-8° C.

DiA 3

4.27 Quite los tubos secos del refrigerador a 2-8° C.

428 Prepare el marcador ' del péptido YY (Anexo 2).

4.29 Apgregue 100 ul del marcador preparado a todos los tubos. Tape y someta a
agitacién vorticial.

430 Guarde hasta el dia siguiente a 2-8° C.

DiA 4

4.31 Quite los tubos secos del refrigerador a 2-8° C.
432 Prepare suero de cabra anti-IgG de conejo (GARGG) y suero normal de conejo
(NRS, por su sigla en inglés) conforme se describe en el prospecto del kit de
Peninsula Laboratories.
433 Agregue 100 ul de GARGG a cada tubo (salvo los tubos de TC).
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4.34 Agregue 100 ul de NRS a cada tubo (salvo los tubos de TC). Someta a
agitacion vorticial.

4.35 Incube de 90 a 120 minutos a temperatura ambiente.

436 Agregue 500 pl de RIAB a los tubos que serén centrifugados de inmediato
(salvo los tubos de TC). Someta a agitacion vorticial.

Nota: Deben agregarse 500 pl de RIAB a los tubos que serdn
centrifugados, inmediatamente antes de la centrifugacién. Sdlo
se agregan 500 ul de RIAB a los otros tubos cuando ya estén
listos para centrifugar.

437 Centrifugue los tubos (con 500 ul de RIAB) a 3000 rpm a 4 °C durante 15
minutos. No centrifugue los tubos de TC.

438 Aspire el sobrenadante de los tubos centrifugados.

4,39 Coloque los tubos en las rejillas negras designadas para su conteo en el
contador gamma. La primera rejilla debe llevar incorporado el nimero de
programa correspondiente. Las rejillas siguientes no llevan ningiin nimero de
programa. Las muestras se agregan en el orden siguiente:

4.39.1 Tubos de NSB

4.39.2 Tubos de TB

4.39.3 Tubos de TC

4.39.4 Tubos estindar (concentracion en aumento)

4.39.5 Muestras de control de calidad (3 concentraciones)
4.39.6 Muestras humanas desconocidas

4.39.7 Muestras de control de calidad (3 concentraciones)
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4,40 Adhiera la etiqueta “Parar” a una rejilla negra vacfa a continuacién de las
muesiras que se contardn.
441 Presione ‘Start’ en la botonera del contador gamma para dar comienzo al
conteo.
5 442 Presione ‘E'(enter) para visualizar los resultados de las CPM.

5.0 Evaluacion de los resultados

5.1 A continuacién, se enumeran las pautas que se aplican para identificar y
10 rechazar los valores atipicos hallados en el andlisis. Para que un resultado sea
considerado atlpico y no se lo incluya en el célculo final de los resultados, deben
cumplirse las siguientes condiciones.
5.1.1 Muestras desconocidas y de control de calidad (CC):
5.1.1.1 El %CYV de todas las muestras debe superar el 20%.
15 5.1.1.2 Debe haber por lo menos tres resultados para evaluar.
5.1.1.3 La diferencia entre el supuesto valor atipico y el resultado de
valor més préximo debe superar el 20%.
5.1.1.4 La diferencia entre el extremo superior y el inferior de los
resultados restantes debe ser menor al 20%.
20 5.1.2 Mouestras de curva esténdar:

5.1.2.1 E1 %CV de todas las muestras debe superar el 15%.

5.1.2.2 Debe haber por lo menos tres resultados para evaluar.

5.1.2.3 La diferencia entre la supuesta aberracion y el resultado de
25 valor més préximo debe superar el 15%.
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5.1.2.4 La diferencia entre el extremo superior y el inferior de los
resultados restantes debe ser menor al 15%.

6.0  Especificaciones del andlisis

6.1

6.2

Las muestras de control de calidad (CC) se preparan con las concentraciones
siguientes. Se someten a andlisis dos muestras de CC a cada concentraci6n.
Custro de las seis muestras de CC sometidas a anélisis deben encontrarse dentro de
las siguientes escalas (130% de concentracién nominal). Para que los datos
resulten aceptables, por lo menos una de las dos muestras de CC analizadas con
cualquier concentracién debe encontrarse dentro de la escala del andlisis.

6.1.1 CCI (100 pg/ml) 70-130 pg/ml

6.1.2 CC2 (200 pg/ml) 140-260 pg/ml

6.1.3 CC3 (500 pg/ml) 350-650 pg/ml

Los requisitos de pardmetros de curva estindar TBD.

Diagrama N° |

Estidndar del RIA del PYY:

Nombre del tubo Concentracién del esténdar
1280 pg/mi
840 ]
320 pgimi
160 pgimi
[-]+] |
40 pomi
20 pgimi
10 pg/mi

I & M m| O] O] m| >
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Reactivo:

Maieriales:

Preparacion:

Anexo 2

Reactivo:

Maiteriales:

Preparacién:

164 1®

0,6 % TX-100
0,6% TX-100

Agua destilada Milli-Q
TX-100

1) Mida 50 ml de agua destilada Milli-Q

2) Agregue 300 pl de TX-100 usando una pipeta de desplazamiento
positivo

3) Mezcle bien.

Marcador '] del péptido PYY

Marcador '*[ del péptido PYY

Buffer 1x RIA
1} del Péptido PYY
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1) Disuelva ei marcador con 1 ml de Buffer 1x para RIA.

2) Mida la cantidad del marcador en el contador gamma. Transfiera a un
tubo 10 pl del marcador reconstituido. Coloque el tubo en una rejilla
negra para €l contador gamma con ¢l nlimero de programa 30.

3) Coloque la rejilla en el contador gamma con 1a rejilla que dice “Parar”
detrds.

4) Presione ‘Start’ para comenzar el conteo y luego ‘E’ para visualizar los
resultados de CPM.

5) Determine la cantidad de marcador (X ul) que se preparard y el RIAB

(Y ml) necesario como se indica a continuacidn:

X pl= (5 pl)(valor cpm}N* tubos + 10)

(cpm de la solucién de reserva)

Y mi=(0,1) (N° tubos + 10)

6) Combine X pl del marcador '¥I del Péptido YY con Y ml de RIAB.

Mezcle bien.

EJEMPLO 28
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Preparacidén de una formulacién de NPY libre de estabilizador proteinico

Se prepard una formulacién de PYY adecuada para la administracién intranasal de
NPY que esencialmente carece de estabilizador proteinico, de acuerdo con el siguiente

procedimiento.

12. Se incorpora aproximadamente % de agua en un vaso de precipitado y se agita con
una varilla sobre una placa; se aflade citrato de sodio hasta que quede
completamente disuelto.

13. Luego se agrega EDTA y se agita hasta disolverlo por completo.

14. Luego se agrega el 4cido citrico y se agita hasta disolverlo por completo.

15. A continuacién, sc agrega metil- B -ciclodextrina, que se agita hasta disolverla por
completo.

16. Luego se agrega DDPC y se agita hasta disolverlo por completo.

17. Luego se agrega la lactosa y se agita hasta disolverla por completo.

18. Luego se agrega el sorbitol y se agita hasta disolverlo por completo.

19. Luego se agrega el clorobutanol y se agita hasta disolverlo por completo.

20. Se agrega el NPY(3-36) y se agita suavemente hasta disolverlo por completo.

21. 11Se mide el pH para verificar que sea de 5,0 = 0,25. Se agrega HCI diluido o
NaOH diluido para ajustar el pH.

22. Se agrega agua hasta alcanzar el volumen final.

CUADRO 12
—___Reactivo Grado| Proveedor | mg/mi %
Clorobutanol, anhidro NF “Spectrum 5.0 0,50
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Metl-B-ciclodextrina Sigma 45 45 |
Didecanoilato de L-u-fosfatidlicolina Sigma 1 0.1
Edetato disédico USP | Dow Chamicale 1 0.1
Clrato de sodio, dihidrato USP | Spectrum 1,62 0,182
Acido cltrico, anhidro USP Sigma 0,68 0,068
Monohidrato de a-lactosa Sigma 9 09
Sorbitol Sigma 18,2 182 |
NPY(3-38) GMP | Bachem 1 0.1
Agua purificada

Formulacién pH § +/- 0,25
Osmolaridad ~250

5
EJEMPLO 29
Se prepara una segunda formulacion como se indicéd antes, con Ja excepcion de que la
concentracién del NPY(3-36) es de 15 mg/ml, como se ve en el Cuadro 13,
10
CUADRO 13
—___ Reaclivo Grado|  Proveedor mg/mi %
Clorobutanol, anhidro NF Spectrum ~5,0 0,50
Mefi-3-ciciodextrina _Sigma 45 45
Didecanollato de L-a-fosfatidlicolina Sigma 1 0,1
Edetato disédico USP_| Dow Chemicala 1 0.1
Chrato de  sadio, dihidrato uUsP Spectrum 1.62 0,162
Acido ctrico, anhidro USP _Sigma 0,88 | 0,086
Monohldrato de a-lactosa Sigma 9 0,8
Sorbitol _Sigma 18,2 1,82
NPY(3-36) GMP Bachem ~ 15 0,1
Agua purificada

Formulacién pH 5 +/- 0,25
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EJEMPLO 30

5 Preparacién de una formulacién del Péptido Pancredtico (PP) libre de estabilizador

proteinico

Se prepard una formulacién de PYY adecuada para la administracién intranasal de PP
que esencialmente carece de estabilizador proteinico, de acuerdo con el siguiente
10  procedimicento:

23. Se incorpora aproximadamente % de agua en un vaso de precipitado y se agita con
una varilla sobre una placa; se aflade citrato de sodio hasta que quede
completamente disuelto.

15 24. Luego se agrega EDTA y se agita hasta disolverlo por completo.

25. Luego se agrega el dcido citrico y se agita hasta disolverlo por completo.

26. A continuacién se agrega metil-B-ciclodextrina, que se agita hasta disolverla por
completo.

27. Luego se agrega DDPC y se agita hasta disolverlo por completo.

20 28. Luego se aprega Ia lactosa y se agita hasta disolverla por completo.

29. Luego se agrega el sorbitol y se agita hasta disolverlo por completo.

30. Luego se agrega ¢l clorobutanol y se agita hasta disolverlo por completo.

31. Se agrega el PP(3-36) y se agita suavemente hasta disolverlo por completo.

32. 11 Se mide el pH para verificar que sea de 5,0  0,25. Se agrega HCI diluido o

25 NaOH diluido para ajustar el pH.
33. Se agrega agua hasta alcanzar el volumen final.
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CUADRO 14
Peactivo Grado | Proveedor | mgiml %
Clorobutancl, anhidro NF Spectrum 5,0 0,50
Meti-G-ciclodextrina Sigma 4 45
| Didecancllato de L-a-foafatidlicolina | Sigma 1 0,1
Edetato disddico USP [DowChemicais| 1 | 0,1
Cirato de sodio, dihidrato USP | Spectrum 1,82 | 0.162
Acido citrico, anhidro USP Sigma 0,86 0,086
Monohidrato de a-lactosa Sigma ] 0,9
Sorbitol —|__Sigma 182 1,82
PP(3-38) GMP Bacham 1 (1} ]
Agua purificada
5 Formulacién pH § +/- 0,25
Osmolaridad ~250
EJEMPLO 31
10
Se prepara una segunda formulacién como se indicd atrés, con la excepcién de que la
concentracién del PP(3-36) es de 15 mg/ml, como se ve en el Cuadro 15.
CUADRO 15
15
—__ Reactivo Grado| Proveedor | mg/mi %
Clorobutanol, anhidro NF Spectrum 5,0 0,50
Moetil-B-ciclodexirina _ S_Igma 45 4.5
Didecanoliato de L-a-fosfatidlicolina Sigma 1 0,1
Edetato disodico USP | Dow Chemicals 1 0.1
Clirato de sodio, dihidrato USP | Spectrum 162 | 0,162 |
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Acido cltrico, anhidro USP Sigma 0,86 | 0088

Monchidrato de a-lactoea ggma 9 0,9

Sorbitol Sigma 18,2 1,82

PP(3-36) GMP Bachem 15 0.1

Agua purificada
Formulacién pH 5 +/- 0,25
5 Si bien la invencién que antecede se describié en detalle mediante ejemplos a los

efectos de facilitar la comprensién, el especialista advertird que la divulgacién implica ciertas
modificaciones, que podrin practicarse sin incurrir en experimentacidn indebida dentro de los
limites de las solicitudes que se anexan, las cuales se presentan a modo ilustrative y no

taxativo.
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LO QUE SE SOLICITA ES:

1. Una formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 para la administracién transmucosa
capaz de aumentar-la concentracion del péptido fijador al receptor de Y2 en el plasma de

un mamifero en al menos 5 pmol 0 més por litro cuando se administra una dosis que

contiene 50 pg del agonista del péptido fijador al receptor de Y2 por via transmucosa al

mamifero.

2. La formulacién de la solicitud !, en donde el péptido fijador al receptor de Y2 se
selecciona del grupo que consiste de péptido YY (PYY), neuropéptido Y (NPY) y péptido
pancredtico (PP).

3. La formulacién de las reivindicaciones | y 2 comprendida ademds de al menos un agente

mejorador de la administracién por via mucosa seleccionado del grupo que consiste de:

(a)
(b)
©
(d)
()
®
(&)

un agente solubilizante;

un agente modificador de carga;

un agente controlador del pH;

un agente inhibidor de enzimas degradantes;
un mucolitico o agente liberador de mucus;
un agente cilioestético,

un agente que aumenta [a penetracién de [a membrana seleccionado entre (i)

un agente surfactante, (ii) una sal biliar, (ii) un aditivo fosfoliquido, micelo mezclado,

liposoma o transportador, (jiii) un alcohol, (iv) una enamina, (v) un compuesto donante de NO,

(vi) una molécula anfipédtica de cadena larga, (vii) un mejorador de la penetracién hidrofébico

pequefio, (viii) sodio o un derivado del 4cido salicllico, (ix) un glicerol éster del icido

acetoacético, (x) un derivado de la ciclodextrina o beta-ciclodextrina, (xi) un dcido graso de
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cadena media, (xii) un agente quelante, (xiii) un aminodcido o sal del mismo, (xiv) un dcido
N-acetilamino o sal del mismo, (xv) una enzima degradante de un determinado componente
de membrana, (ix) un inhibidor de la sintesis de dcidos grasos, (x) un inhibidor de la sintesis
del colesterol, o (xi) cualquier combineacién de los agentes que mejoran la penetracién de la
membrana enumerados en (i) a (x);

(h)  un agente modulador de la fisiclogia de uni6n del epitelio;

(i) un agente vasodilatador;

()] un agente mejorador de transporte selectivo; y

(k) un excipiente estabilizante, transportador, soporte o especies que forman

complejos.

4. La formulacién de la reivindicacién | en donde la formulaci6n es una formulacidn

intranasal.

5. La formulacion de la reivindicacién 4, en donde la formulacién es una formulacién acuosa
comprendida de agua y un péptido fijador al receptor de Y2.

6. La formulacién de la reivindicacion 5 en donde el péptido fijador al receptor de Y2 se
selecciona del grupo que consiste de un péptido PYY, un péptido NPY, y un péptido PP.

7. La formulacién de la reivindicacién 6 en donde ¢l péptido fijador al receptor de Y2 es un
péptido PYY, en donde el péptido PYY estd comprendido de una secuencia de
aminodcidos seleccionadas del grupo que consiste de las SEQ ID nimeros: 1 a 21.

8. La formulacion de las reivindicaciones 4, 5, 6 y 7 en donde la formulacién estd

comprendida ademds de al menos un agente de administracion transmucosa.

P02-04PCT - PCTAIS03/40538

88



20

25

173 1‘3‘7

9. La formulacién de la reivindicacion 8 en donde el agente de administracién transmucosa
se selecciona del grupo que consiste de:

(a) un agente solubilizante;

(b)  un agente modificador de carga;

(c)  un controlador del pH;

(d)  un agente inhibidor de enzimas degradantes;

(e) un mucolftico o agente liberador de mucus;

) un agente cilioestitico; .

(g)  un agente que aumenta la penetracién de la membrana que se selecciona de (i)
un agente surfactante, (ii) una sal biliar, (ii) un aditivo fosfoliquide, micelo mezclado,
liposoma o transportador, (iii) un alcohol, (iv) una enamina, (v) un compuesto donante de NO,
(vi) una molécula anfipitica de cadena larga, (vii) un mejorador de la penetracién hidrofébico
pequefto, (viii) sodio o un derivado del dcido salicflico, (ix) un glicerol éster del &cido
acetoacético, (x) un derivado de la ciclodextrina o beta-ciclodextrina, (xi) un &cido graso de
cadena media, (xii) un agente quelante, (xiii) un aminodcido o sal del mismo. (xiv) un écido
N-acetilamino o sal del mismo, (xv) una enzima degradante de un determinado componente
de membrana, (ix) un inhibidor de la sintesis de écidos grasos, o (x) un inhibidor de la sintesis
del colesterol, o (xi) cualquier combinacién de los agentes que mejoran la penetracién de la
membrana enumerados en (i) a (x);

(h)  un agente modulador de la fisiologla de unién del epitelio;

(i) un agente vasodilatador;

()] un agente mejorador de transporte selectivo; y

(k) un excipiente estabilizante, transportador, soporte o especies que forman

complejos.
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10. La formulacién de las reivindicaciones | a 9 en donde ia formulacién estd comprendida

ademds de al menos dos polioles.
11. La formulacidn de la reivindicacién 10 en donde los polioles son lactosa y sorbitol.
12. La formulacién de las reivindicaciones 1 a | | comprendida ademés de un agente quelante.

13.La formulacién de la reivindicacién 12 en donde el agente quelante es #cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA).

14. La formulacién de las reivindicaciones | a 13 comprendida ademis de un agente

solubilizante.

15.La formulacién de la reivindicacién 14 en donde el agente solubilizante es una
ciclodextrina.

16. La formulacién de las reivindicaciones | a 15 comprendida ademéds de un agente
surfactante.

17. La formulacién de la reivindicacién 16 en donde el agente surfactante es didecanoilato de
L-a-fosfatidilcolina (DDPC).

18. La formulacién de las reivindicaciones 1 a 17 en donde el agonista del receptor de Y2 es
un péptido PYY.
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19. La formulacién de la reivindicacién 18 en donde el péptido PYY estd comprendido de una
secuencia de aminodcidos que se selecciona del grupo que consiste de las SEQ ID NOs: |
a2l.

20. La formulacion de la reivindicacién 18 en donde el péptido PYY es un péptido PYY(3-
36).

21, La formulacién de la reivindicacién 20 comprendida ademés de un agente solubilizante.

22.La formulacién de la reivindicacién 2! en donde el agente solubilizante es una

ciclodextrina.

23. La formulacién de la reivindicacién 22 en donde la ciclodextrina es metil-B-ciclodextrina.

24.La formulacién de las reivindicaciones 20 a 23 en donde la formulacién estd
comprendidad ademés de agua.

25.La formulacién de la reivindicaciébn 24 en donde la formulacién tiene un pH de
aproximadamente 3 hasta 6.

26. La formulacién de la reivindicacidn 25 en donde ¢l pH es 5,0+ 0,3.

27. Una formulacién intranasal que comprende un péptido PYY capaz de aumentar la
concentracion de PYY en el plasma de un individuo en al menos 5 pmol o mé4s por litro de
plasma cuando se administra por via intranasal una dosis de al menos 50 ug de PYY a

dicho individuo.

P2-04PCT - "CT/US03/40538
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28. La formulacién intranasal de la reivindicacién 27 comprendida ademés de un agente

mejorador de la administracidn por via mucosa.

29. La formulacion intranasal de la reivindicacién 28 en donde el agente mejorador mucoso se

selecciona del grupo que consiste de:

()
(b)
©
@
(©
®
®

un agente solubilizante;

un agente modificador de carga;

un agente controlador del pH;

un inhibidor de enzimas degradantes;

un mucolftico o agente liberador de mucus;
un agente cilioestético;

un agente que aumenta la penctracion de la membrana que se selecciona de (i)

un agente surfactante, (ii) una sal biliar, (ii) un aditivo fosfollquido, micelo mezclado,

liposoma o transportador, (iii) un aicohol, (iv) una enamina, (v) un compuesto donante de NO,

(vi) una molécula anfipética de cadena larga, (vii) un mejorador de la penetracion hidrofébico

pequefio, (viii) sodic o un derivado del 4cido salicilico, (ix) un glicerol éster de #cido
acetoacético, (x) un derivado de la ciclodextrina o beta-ciclodextrina, (xi) un dcido graso de

cadena media, (xii) un agente quelante, (xiii) un aminodcido o sal del mismo, (xiv) ) un écido

N-acetilamino o sal del mismo, (xv) una enzima degradante de un determinado componente

de membrana, (ix) un inhibidor de la sintesis de dcidos grasos, o (x) un inhibidor de la sintesis

del colesterol, o (xi) cualquier combinacion de los agentes que mejoran la penetracidn de la

membrana enumerados en (i) a (x);

k)
M
®

un agente modulador de la fisiologla de unién del epitelio;
un agente vasodilatador;
un agente mejorador selectivo de transporte; y
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(k) un excipiente estabilizante, transportador, soporte o especies que forman

complejos.

30. La formulacién intranasal de las reivindicaciones 27 a 29 comprendida ademés de al

menos dos polioles.

31. La formulaci6n intranasal de la reivindicacién 30 en donde los dos polioles son lactosa y
sorbitol.

32. La formulacién intranasal de las reivindicaciones 27 a 31 comprendida ademds de un
agente solubilizante.

33. La formulacién intranasal de la reivindicacion 32 en donde el agente solubilizante es una

ciclodextrina.

34. La formulacién intranasal de la reivindicacién 33 en donde el agente solubilizante es
metil-B-ciclodextrina.

35. La formulacién intranasal de las reivindicaciones 27 a 34 comprendida ademés de un
agente quelante.

36. La formulacién intranasal de la reivindicacién 35 en donde el agente quelante es EDTA,

37. La formulacién intranasal de las reivindicaciones 27 a 36 que comprende ademés un
agente surfactante.
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38. La formulacién de PYY intranasal de la reivindicacion 37 en donde el agente surfactante
es DDPC.

39. La formulacién de PYY intranasal de las reivindicaciones 27 a 38 en donde la

formulacién es una formulacién acuosa.

40. La formulacién de PYY intranasal de la reivindicacién 39 en donde la formulacién acuosa
tiene un pH de 3 hasta 6.

41. La formulaci6n intranasal de la reivindicacién 40 en donde el pH es 5,0::0,3.

42, La formulacién de PYY intranasal de las reivindicaciones 27 a 41 en donde el PYY es
PYY(3-36) (SEQ ID nimero: 2).

43. La formulacién de PYY intranasal de las reivindicaciones 27 a 42 en donde la
formulacion esté sustancialmente libre de un polipéptido o protelna que es un
estabilizante.

44. El uso de un péptido fijador al receptor de Y2 para la produccién de un medicamento
intranasal para tratar la obesidad o promover la pérdida de peso en un mamifero en donde
el medicamento es capaz de aumentar la concentracién del péptido fijador de receptor de
Y2 en el plasma de un mamifero en al menos 5§ pmol o més por litro cuando se administra,
por via intranasal, una dosis de al menos 50 pg del agonista del fijador al receptor de Y2 &
dicho mamifero.
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45. El uso de la reivindicacion 44 en donde el péptido fijador al receptor Y2 se selecciona del
grupo que se consiste de péptido YY (PYY), neuropéptido Y (NPY) y péptido pancredtico

(PP).

46. El uso de la reivindicacién 45 en donde el péptido fijador al receptor de Y2 se selecciona
del grupo que consiste de un péptido PYY, un péptido NPY, y un péptido PP.

47. El uso de la reivindicacion 46 en donde ¢l péptido fijador de receptor de Y2 es un péptido
PYY, en donde el péptido PYY esté comprendido de una secuencia de aminodcidos
seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID nimeros: | a 21.

48. El uso de las reivindicaciones 44, 45, 46 y 47 en donde el medicamento estd comprendido

de al menos un agente de administracion transmucosa.

49_E| uso de la reivindicacién 48 en donde el agente de administracién transmucosa se
selecciona del grupo que consiste de:

(8)  un agente solubilizante;

(b)  un agente modificador de carga;

(c) un agente controlador del pH,

(d} un agente inhibidor de enzimas degradantes;

(e) un mucolftico o agente liberador de mucus;

4] un agente cilioestético;

® un agente que aumenta la penetracion de la membrana que se selecciona de (i)
un agente surfactante, (ii) una sal biliar, (iij)un aditivo fosfoliquido, micelo mezclado,
liposoma o excipiente, (iii) un alcohol, (iv) una enamina, (v) un compuesto donante de NO,

(vi) una molécula anfipética de cadena larga, (vii) un mejorador de la penetracién hidrofdbico

P02-04PCT - PCTAJS03/40338
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pequeflo, (viii) sodio o un derivado del écido salicflico, (ix) un esterglicerol de é4cido
acetoacético, (X) un derivado de la ciclodextrina o beta-ciclodextrina, (xi) un dcido graso de
cadena media, (xii) un agente quelante, (xiii) un aminoécido o sal del mismo, (xiv) un écido
N-acetilamino o sal del mismo, (xv) una enzima degradante de un determinado componente
de membrana, (ix) un inhibidor de la sintesis de dcidos grasos, o (x) un inhibidor de la sintesis
del colesterol, o (xi) cualquier combinacién de los agentes que mejoran la penetracién de la
membrana enumerados en (i) a (x);

(h)  un agente modulador de la fisiologia de unién del epitelio;

0] un agente vasodilatador;

()] un mejorador selectivo de transporte; y

(k) un excipiente estabilizante, transportador, soporte o especies que forman
complejos.

50. El uso de las reivindicaciones 44 a 49 en donde el medicamento estd comprendido ademés
de al menos dos polioles.

51. El uso de la reivindicacién 50 en donde los polioles son lactosa y sorbitol.

52. E uso de las reivindicaciones 44 a 49 en donde ¢l medicamento estd comprendido ademds

de un agente quelante.

53.El uso de la reivindicacion 22 en donde el agente quelante es dcido
etilendiamintetraacético (EDTA).

54. E1 uso de las reivindicaciones 44 a 53 comprendido ademds de un agente solubilizante.
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55. El uso de la reivindicacién 54 en donde el agente solubilizante es una ciclodextrina.

56. El uso de Ias reivindicaciones 44 a 55 en donde el medicamento estd comprendido ademaés
de un agente surfactante.

57. El uso de la reivindicacién 56 en donde el agente surfactante es didecanoilato de L-a-
fosfatidilcolina (DDPC).

58. El uso de las reivindicaciones 44 a 57 em donde el agonista del receptor de Y2 del
10 medicamento es un péptido PYY.

59. El uso de la reivindicacién 58 en donde el péptido PYY estd comprendido de una
secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID nimeros: 1
az2l.

15

60. El uso de la reivindicacién 58 en donde el péptido PYY es PYY(3-36) (SEQ ID nimero:

2).

61. El uso de la reivindicacién 60 en donde el medicamento estd comprendido ademés de un

20 agente solubilizante.
62. El uso de la reivindicacién 61 en donde el agente solubilizante es una ciclodextrina.

63. El uso de la reivindicacion 62 en donde la ciclodextrina es metil-p-ciclodextrina.
25
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64. E! uso de las reivindicaciones 44 a 64 en donde el medicamento estd comprendido ademés

de agua.

65. El uso de la reivindicacién 64 en donde el medicamento tiene un pH de aproximadamente
5 3aéb.

66. El uso de la reivindicaci6én 65 en donde el pH es 5,04 0,3,

67. El uso de las reivindicaciones 44 a 66 en donde se administran entre 50 pg a 800 pg del
10 péptido fijador al receptor de Y2 al mamifero para tratar la obesidad o promover la
pérdida de peso o provocar saciedad en el mamifero.

68. El uso de la reivindicacién 67 en donde se¢ administran de 75 pg hasta aproximadamente
400 pg del péptido fijador al receptor de Y2 a un mamifero para tratar la obesidad o
15 promover la pérdida de peso o provocar saciedad en el mamifero.

69. El uso de la reivindicacion 68 en donde se administran 100 pg hasta aproximadamente
300 pg del péptido fijador al receptor de Y2 a un mamifero para tratar la obesidad o
promover la pérdida de peso o provocar saciedad en el mamffero.
20
70. El uso de la reivindicacién 69 ¢n donde se administran 150 ug hasta aproximadamente
200 pg del péptido fijador al receptor de Y2 al mamifero pama tratar la obesidad o
promover la pérdida de peso o provocar saciedad en el mam(fero.

25 71. El uso de las reivindicaciones 44 a 70 en donde el péptido fijador al receptor de Y2 es un
péptido PYY, un péptido NPY o un péptido PP,
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72. El uso de la reivindicacién 71 en donde el péptido fijador al receptor de Y2 es un péptido
PYY.

5 73.El uso de la reivindicacién 72 en donde el péptido PYY estd comprendido de una
secuencia de aminodcidos que se selecciona del grupo que consiste de las SEQ 1D

ndmeros: 1 a 21.

74. El uso de la reivindicacion 73 en donde el péptido PYY es PYY(3-36) (SEQ ID nimero:
10 2).

75. La formulacidn y uso de las reivindicaciones 1 a 75 en donde el agonista del receptor de

Y2 es una secuencia humana y el mamifero es un humano.
15 76. Una formulacion acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 que comprende un péptido
fijador al receptor de Y2, agua y un agente solubilizante en donde la formulacién estd

sustancialmente libre de un estabilizante que es un polipeptido o una proteina.

77. La formulacién de la reivindicacién 76 en donde dicho agente solubilizante se selecciona

20 del grupo que consiste de hidroxipropilo-p-ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina y

metil-P-cilodextrina. \_? 7

80. La formulacién acuosa de la reivindicacién 76 que comprende ademas uno o més polioles.
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81. La formulacién acuosa de la reivindicacion 80 en donde el poliol se selecciona del grupo
que consiste de lactosa, sorbitol, trehalosa, sacarosa, manosa y maltosa y derivados y
homdlogos de los mismos.

5 82.La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 76 a
81 que comprende ademis un agente surfactante y un agente quelante.

83. La formulacién acuosa de la reivindicacién 82 en donde el agente surfactante se
selecciona del grupo que consiste de polisorbato 20, polisorbato 80, PEG, alcohol cetilico,
10 PVP, PVA, alcohol lanolfnico, didecanoilato de L-a-fosfatidilcolina (DDPC) y

monooleato de sorbitén.

84. Una formulacién acuosa de péptido fijador al receptor de Y2 que comprende agua, un

péptido fijador al receptor de Y2, un agente quelante y uno o més polioles en donde el pH

15 de la formulacién es aproximadamente 3 hasta aproximadamente 6,5; y la formulacion
est sustancialmente libre de un estabilizante que es un polipéptido o una proteina.

85. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacion 84 en

donde ¢l poliol se selecciona del grupo que consiste de lactosa, sorbitol, trehalosa,
20 sacarosa, manosa y maltosa y derivados y homélogos de los mismos.

86. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 84 y
85 comprendida ademds de un agente solubilizante.

P02-04PCT - PCT/US03/40538



185 20\

87. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacion 86 en
donde el agente solubilizante sc seleccionz del grupo que consiste de hidroxipropilo-B-
ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina y metil-B-ciclodextrina.

5 88. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 84 a
87 comprendida ademds de un agente surfactante.

89. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 88 en

donde el agente surfactante se selecciona del grupo que consiste de polisorbato 20,

10 polisorbato 80, PEG, alcohol cetflico, PYP, PVA, alcohol lanolinico, didecanoilato de L-
a-fosfatidilcolina (DDPC) y monooleato de sorbitén.

90. Una formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 que comprende un péptido

fijador al receptor de Y2, agua, un agente quelante y un agente solubilizante en donde la

15 formulacién tiene un pH de 3,0 hasta aproximedamente 6,5; y la formulacién estd
sustancialmente libre de un estabilizante que es un polipéptido o protelna.

91. La formulacién acucsa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacion 90 en
donde el agente solubilizante se selecciona del grupo que consiste de hidroxipropilo-p-
20 ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina y metil-B-ciclodextrina.

92. La formulacién acuosa de las reivindicaciones 90 y 91 que comprende ademés uno o més
polioles.
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93. La formulacién acuosa de la reivindicacion 92 en donde el poliol se selecciona del grupo
que consiste de lactosa, sorbitol, trehalosa, sacarosa, manosa y maltosa y derivados y

homélogos de los mismos.

94. Una formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 que comprende un péptido
fijador al receptor de Y2, agua, un agente quelante y un agente surfactante en donde la
formulacidn tiene un pH de 3,0 hasta aproximadamente 6,5; y la formulacién estd
sustancialmente libre de un estabilizante que es un polipéptido o proteina,

95. La formulacién acuosa de la reivindicacién 94 en donde el agente surfactante se
selecciona del grupo que consiste de polisorbato 20, polisorbato 80, PEG, alcohol cetilico,
PVP, PVA, didecanoilato de L-a-fosfatidilcolina (DDPC), alcohol lanolinico y
monooleato de sorbitén.

96. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 94 y
95 que comprende ademids un agente solubilizante.

97. La formulacion acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacion 96 en
donde el agente solubilizante se selecciona del grupo que consiste de hidroxipropilo-B-

ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina y metil-B-ciclodextrina.

98. Una formulacidn acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 que comprende aguas, un
péptido fijador al receptor de Y2, uno o més polioles y un agente surfactante en donde la
formulacién tiene un pH de aproximadamente 3,0 hasta aproximadamente 6,5; y la
formulacién estd sustancialmente libre de un estabilizante que es un polipéptido o
protefna.
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99. La formulacién acuosa de la reivindicacion 98 en donde el poliol se selecciona del grupo
que consiste de lactosa, sorbitol, trehalosa, sacarosa, manosa y maltosa y derivados y
homélogos de los mismos.

100. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 98
y 99 en donde el agente surfactante se selecciona del grupo que consiste de polisorbato 20,
Tween 80, PEG, alcohol cetilico, PVP. PVA, didecanoilato de L-a-fosfatidilcolina
(DDPC), alcohol lanolinico, y monooleato de sorbitén.

101. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 dg las reivindicaciones 98
a 101 que comprende ademds un agente solubilizante y un agente quelante.

102. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 101
en donde el agente solubilizante se selecciona del grupo que consiste de hidroxipropilo-8-

ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina y metil-B-ciclodextrina.

103. Una formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 que comprende agua, un
péptido fijador al receptor de Y2, uno o més polioles y un agente solubilizante en donde la
formulacién tiene un pH de aproximadamente 3,0 hasta aproximadamente 6,5; y la
formulacién estd sustancialmente libre de un estabilizante que es una protefna o

polipeptido.

104. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 103
en donde los polioles se seleccionan del grupo que consiste de lactosa, sorbitol, trehalosa,

sacarosa, manosa y maltosa y derivados y homdlogos de los mismos.
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105. La formulacion acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
103 y 104 que comprende ademads un agente surfactante y un agente quelante.

106. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 105
en donde el agente surfactante se selecciona del grupo que consiste de polisorbato 20,
polisorbato 80, PEG, alcohol cetilico, PYP, PVA, alcohol lanolinico, didecanoilate de L-
a-fosfatidilcolina (DDPC), y monooleato de sorbitén.

107. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
103 a 106 en donde el agente solubilizante se selecciona del grupo que consiste de

hidroxipropilo-B-ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina y metil-B-ciclodextrina.

108. Una formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 que comprende agua, un
péptido fijador al receptor de Y2, un agente solubilizante y un agente surfactante en donde
la formulacién tiene un pH de aproximadamente 3,0 hasta aproximadamente 6,5; y la

formulacién estd sustancialmente libre de un estabilizante que es una proteina o
polipeptido.

109. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 108
en donde el agente solubilizante se selecciona del grupo que consiste de hidroxipropilo-g-
ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina y metil-B-ciclodextrina.

110. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
108 y 109 en donde el agente surfactante se selecciona del grupo que consiste de
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polisorbato 20, polisorbato 80, PEG, alcohol cetllico, PVP, PVA, alcohol lanolinico,
didecanoilato de L-a-fosfatidikcolina (DDPC) y monooleato de sorbitén.

I11. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
5 108 a 110 comprendida ademés de uno o més polioles y un agente quelante.

112. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 111
en donde el poliol se selecciona del grupo que consiste de lactosa, sorbitol, trehalosa,
sacarosa, manosa y maltosa y derivados y homélogos o derivados de los mismos.

10

113. Una formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 que comprende agua, un
péptido fijador al receptor de Y2, un agente solubilizante, uno o més polioles y un agente
surfactante en donde la formulacién tiene un pH de aproximadamente 3,0 hasta
aproximadamente 6,5.

114. La formulacion acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 113

en donde la formulacién estd comprendida de dos polioles y un agente quelante.

115. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
20 113 y 114 en donde el poliol se selecciona del grupo que consiste de lactosa, sorbitol,
trehalosa, sacarosa, manosa y maltosa y derivados y homélogos o derivados de los

116. La formulacidn acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 115
25 en donde los polioles son sorbito! y lactosa.
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117. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
113 a 116 en donde el agente solubilizante se selecciona del grupo que consiste de
hidroxipropilo-B-ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina y metil-B-ciclodextrina.

118. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 117

en donde el agente solubilizante es metil-B-ciclodextrina.

119. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
113 a 118 en donde el agente surfactante se selecciona del grupo que consiste de
polisorbato 20, polisorbato 80, PEG, alcohol cetllico, PVP, PVA, aicohol lanolinico,
didecanoiiato de L-a-fosfatidilcolina (DDPC) y monooleato de sorbitén.

120. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 119
en donde el agente surfactante es didecanoilato de L-a-fosfatidilcolina (DDPC).

121. Una formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 que comprende agua, un
péptido fijador &l receptor de Y2, y un agente quelante en donde 1a formulacion tiene un
pH de aproximadamente 3,0 hasta aproximadamente 6.5; y la formulacidn estd
sustancialmente libre de un estabilizante que es una proteina o polipéptido.

122. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de Ia reivindicacién 121
comprendida adem4s de un agente solubilizante,

123. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacion 122
en donde el agente solubilizante se selecciona del grupo que consiste de hidroxipropilo-p-

ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina y metil-B-ciclodextrina.
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124. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
121 a 123 comprendida ademés de un agente surfactante.

125. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 124
en donde el agente surfactante se selecciona del grupo que consiste de polisorbato 20,
polisorbato 80, PEG, alcohol cetilico, PVP, PVA, alcohol lanollnico, didecanoilato de L-
a-fosfatidilcolina (DDPC) y monooleato de sorbitin.

126. La formulacidn acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones

121 a 125 comprendida ademds de uno o més polioles.

127. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 126
en donde el poliol se selecciona del grupo que consiste de lactosa, sorbitol, trehalosa,
sacarosa, manosa y maltosa y derivados y homdélogos o derivados de los mismos.

128. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
121 a 127 en donde e] agente quelante es dcido etilendiamintetraacético (EDTA) o 4cido
etilenglicol tetraacético (EGTA).

129, La formulacion acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 76
a 128 en donde ¢l péptido fijador al receptor de Y2 es un péptido PYY, un péptido NPY
un péptido PP.

130. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 129
en donde el péptido fijador al receptor de Y2 es un péptido PYY comprendido de una
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secuencia de aminoicidos que se selecciona del grupo que consiste de las SEQ ID
nameros: 1 a 21, las SEQ ID nGmeros: 72, 73 y 74, y las SEQ 1D nlmeros: 90 a 104.

132. La formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
129 y 130 en donde el péptido PYY es un péptido PYY(3-36).

133. Le formulacién acuosa del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones
129 a 132 en donde el péptido fijador al receptor de Y2 es un péptido PYY(3-36)
comprendido de una secuencia de aminodcidos que se selecciona del grupo que consiste
de las SEQ ID NOs: 2, 3 y las SEQ ID NOs: 90 a 105.

134. Una formulacién farmacéutica que comprende un péptido fijador al receptor de Y2
libre de endotoxinas apropiada para la administracién no infundida.

135. La formulacién de la reivindicacion 134 que comprende excipientes que mejoran la

administracién no infundida por via mucosa.

136. La formulacidn de la reivindicacién 76 en donde dicho péptido fijador al receptor de
Y2 se selecciona del grupo que consiste de NPY, PPy PYY.

137. La formulacidn de la reivindicacién 78 en donde dicho péptido es PYY(3-36).
138. La formulacion de la reivindicacién 77 en donde dicha administracién no infundida se

lieva a cabo por via nasal, oral, intestinal, bucal, bronquiopulmonar, vaginal, y/o por las

superficies mucosas rectales.
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139. La formulacién de Ja reivindicacion 76 que comprende ademéds aproximadamente 0,5
mg/kg de PYY libre de endotoxinas y entre 100 y aproximadamente 200 mg/kg de uno o
mds transportadores que mejoran la administracién mucosa cuando se administra via oral.

140. La formulacién de Ia reivindicacién 76 en donde dicha administracién no infundida se

lleva a cabo mediante inyeccion subcutdnea, intramuscular y/o intraperitoneal.

141. La formulacién de la reivindicacion 80 en donde dicha administracién es nasal.

142, La formulacién de la reivindicacién 80 en donde dicha administracién es oral.

143. La formulacion de la reivindicacién 80 en donde dicha administracién es pulmonar.

144. Una formulacién farmacéutica que comprende un péptido fijador al receptor de Y2
libre de endotoxinas en cantidad suficiente para provocar la pérdida de peso de hasta 2,5
libras (0,9071 kg.) luego de administrarse diariamente por un perfodo de al menos 10 dias.

145. La formulacion de la reivindicacion 85 en donde dicha formulacién comprende
PYY(3-36) con una concentracién de aproximadamente 50 a 250 microgramos por
administracion.

146. La formulaci6n de la reivindicacién 85 en donde dicha administracién es por via nasal.

147. Una formulacidn del péptido fijador al receptor de Y2, que comprende un péptido

fijador al receptor de Y2 y un transportador farmacéuticamente aceptable en donde en un
ensayo de penetracién de tejido in vitro, la formulacién de péptido fijador al receptor Y2
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tiene una penetracién de al menos 1% mayor que una formulacién de control que consiste
de agua, cloruro de sodio, un agente de control de bufTer y el péptido fijador al receptor de
Y2.

148. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacion 147 en donde

la formulacion tiene una penetracién de al menos 2% mayor que una formulacién de
control en un ensayo de penetracidn de tejido in vitro, en donde la formulacién de control
consiste de agua, cloruro de sodio, un agente de control de buffer y el péptido fijador al
receptor de Y2.

149. La formulacidn del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 147 en donde

la formulacién tiene una penetracién de al menos 3% mayor que una formulacién de
control segln se comprobd en un ensayo de penetracién de tejido in vitro.en donde la
formulacidn de control consiste de agua, cloruro de sodio, un agente de control de buffer y
el péptido fijador al receptor de Y2.

150. La formulacion del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 147 en donde

la formulacion tiene una penetracion de al menos 6% mayor que una formulacién de
control en un ensayo de penetracién de tejido in vitro,en donde la formulacién de control
consiste de agua, cloruro de sodio, un agente de control de buffer y el péptido fijador al
receptor de Y2.

La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 147 a 150
en donde la formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 estd comprendida ademds de
al menos un excipiente que se selecciona del grupo que consiste de un agente surfactante,

un agente solubilizante, un poliol y un agente quelante.
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152. La formulacién de la reivindicacién 151 en donde el agente surfactante se selecciona
del grupo que consiste de didecanoilato de fosfatidilcolina (DDPC), un polisorbato, un
éter dodecilo, polisorbato 20, polisorbato 80, PEG, alcohol cetllico, PVP, PVA, alcohol
lanolinico, didecanoilato de L-a-fosfatidilcolina (DDPC), monooleato de sorbitén y colato
de sodio.

153. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 147 a 152
en donde la formulacién estd comprendidad de un péptido fijador al receptor de Y2, agua
y al menos dos polioles.

154. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacion 153 en donde
los polioles son un aziicar y un alcohol de aziicar.

155. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 154 en donde
el aziicar es lactosa y el alcohol de azlicar es sorbitol.

156. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 151 a 155
en donde el apgente quelante se selecciona del grupo que consiste de 4cido
etilendiamintetraacético (EDTA) y 4cido etilenglicol tetraacético (EGTA).

157. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 151 a 155
en donde el agente solubilizante se selecciona del grupo que consiste de hidroxipropilo-p-
ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina y metil-B-ciclodextrina.

P02-04PCT - PCT/US03/40538
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158. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 151 a 155
que tiene un pH que varia entre 3,0 hasta aproximadamente 6,5.

159. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 147 a 158
en donde el péptido fijador al receptor de Y2 es un péptido PYY, un péptido NPY o un
péptido PP.

160. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 147 a 159
en donde el péptido fijador al receptor de Y2 es un péptido PYY comprendido de una
secuencia de aminodcidos que se selecciona del grupo que consiste de las SEQ ID
nimeros: 1 a 21, SEQ ID nimeros: 72, 73 y 74, y SEQ ID nGimeros: 90 a 105.

161. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 159 y 160
en donde el péptido PYY es un péptido PYY(3-36).

162. La formulacion del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 161 en donde
el péptido fijador al receptor de Y2, péptido PY Y3 s, estd comprendido de una secuencia
de amino#cidos que se selecciona del grupo que consiste de SEQ ID nGmeros: 2, 3 y SEQ
ID nimeros: 90 a 105.

163. Una formulacién transmucosa de péptido fijador al receptor de Y2 que comprende un
péptido fijador al receptor de Y2, capaz de aumentar la concentracién del péptido fijador
al receptor de Y2 en el plasma de un mamifero en al menos § pmoles o més por litro de
plasma cuando se administra 100 pl de la formulacién por via intranasal a dicho
mamifero.
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164. La formulaci6n del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 163 en donde
la formulacion es capaz de sumentar la concentracion del péptido fijador al receptor de Y2
en el plasma de un mamifero en al menos 10 pmoles o mds por litro de plasma cuando se

administra 100 ul de la formulacién por via intranasal a dicho mamifero.

165. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacion 163 en donde
la formulacién es capaz de aumentar la concentracitn del péptido fijador al receptor de Y2
en el plasma de un mamifero en al menos 20 pmoles o més por litro de plasma cuando se
administra 100 pl de la formulacién por via intranasal a dicho mamffero,

10

166. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 163 en donde
Ia formulacitn es capaz de aumentar la concentracion del péptido fijador al receptor de Y2
en el plasma de un mamfifero en al menos 40 pmoles o més por litro de plasma cuando se
administra 100 pl de la formulacién por via intranasal a dicho mamffero.

15

167. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 163 en donde
la formulacién es capaz de aumentar la concentracién del péptido fijador al receptor de Y2
en el plasma de un mamifero en al menos 60 pmoles o més por litro de plasma cuando se¢
administra 100 pL de la formulacién por via intranasal a dicho mam{fero.

20

168. La formulacion del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacion 163 en
donde la formulacién es capaz de aumentar la concentracion del péptido fijador al receptor
de Y2 en el plasma de un mamifero en al menos 80 pmoles o méds por litro de plasma
cuando se administra 100 pL de la formulacién por via intranasal a dicho mamifero.

25
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169. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacioén 163 en donde
)a formulacién es capaz de aumentar la concentracion del péptido fijador al receptor de Y2
en ¢l plasma de un mamifero en al menos 100 pmoles o més por litro de plasma cuando se

administra 100 pL de la formuilacién por via intranasal a dicho mamffero.

170. La formulacién del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 163 en donde
la formulacién es capaz de aumentar la concentracion del péptido fijador al receptor de Y2
en el plasma de un mamlifero en al menos 120 pmoles o mids por litro de plasma cuando se
administra 100 pL de la formulacién por via intranasal a dicho mamffero.

171. La formulacion del péptido fijador al receptor de Y2 de la reivindicacién 163 end
donde la formulacién es capaz de aumentar la concentracion del péptido fijador al receptor
de Y2 en el plasma de un mamlifero en al menos 140 pmoles o més por litro de plasma
cuando se administra 100 pL de la formulacién por via intranasal a dicho mamifero.

172. El péptido fijador al receptor de Y2 de las reivindicaciones 163 a 172 en donde el

mamfifero es un humano,

173.  El uso de un péptido fijador al receptor de Y2 para producir un medicamento que
comprende el péptido fijador al receptor de Y2 en donde el péptido fijador al receptor de
de Y2 se administra en forma de spray, en donde dicho spray tiene gotas de un tamafio
que varia entre 10 y 100 pm y en donde el spray es capaz de aumentar la concentracién
del péptido fijador al receptor de Y2 en el plasma de un mamifero en al menos 5 pmoles
por litro cuando se administra 100 pl del spray por via intranasal a un humano.

P02-04PCT - PCT/UUS03/40538
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174. El uso de un péptido fijador al receptor de Y2 para producir un medicamento que
comprende el péptido fijador al receptor de Y2 en donde el péptido fijador al receptor de
Y2 se administra en forma de spray, en donde dicho spray tiene gotas de un tamaflo que
varia entre 10 y 100 um y en donde el spray es capaz de aumentar la concentracién del

5 péptido fijador al receptor de Y2 en el plasma de un mamifero en al menos 10 pmoles por

litro cuando se administra 100 pl de!l spray por via intranasal a un humano.

175. El uso de un péptido fijador al receptor de Y2 para producir un medicamento que
comprende el péptido fijador al receptor de Y2 en donde el péptido fijador al receptor de

10 de Y2 se administra en forma de spray, en donde dicho spray tiene gotas de un tamafio
que varfa entre 10 y 100 um y en donde el spray es capaz de aumentar la concentracién

del péptido fijador al receptor de Y2 en el plasma de un mamifero en al menos 20 pmoles

por litro cuando se administra 100 pl del spray por via intranasal a un humano.

IS5 176. El uso de un péptido fijador al recepior de Y2 para producir un medicamento que
comprende el péptido fijador al receptor de Y2 en donde el péptido fijador al receptor de
de Y2 se administra en forma de spray, en donde dicho spray tiene gotas de un tamafio
que varia entre 10 y 100 um y en donde ¢l spray-es capaz de aumentar la concentracién
del péptido fijador al receptor de Y2 en el plasma de un mamifero en al menos 30 pmoles

20 por litro cuando se administra 100 pl del spray por via intranasal a un humano.

177.  El uso de un péptido fijador al receptor de Y2 para producir un medicamento que
comprende ¢! péptido fijador al receptor de Y2 en donde el péptido fijador al receptor de
de Y2 se administra en forma de spray, en donde dicho spray tiene gotas de un tamafio

25 que varia entre 10 y 100 um y en donde el spray es capaz de aumentar la concentracién
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del péptido fijador al receptor de Y2 en el plasma de un mamifero en al menos 40 pmoles
por litro cuando se administra 100 pul del spray por via intranasal a un humano.
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FIGURA 1
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COMPOBICIONES Y METODOS PARA LA ADMINISTRACION MEJORADA POR VIA MUCOSA DE
PEPTIDOS FUADORES AL RECEPTOR DE Y2 Y'METODOS PARA TRATAR Y PREVENIR LA
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COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA ADMINISTRACION MEJORADA POR VIA MUCOSA DE
PEPTIDOS FIUADORES AL RECEPTOR DE Y2 Y METODOS PARA TRATAR Y PREVENRR LA

OBESIDAD
laventores: QUAY ET AL
FIGURA 15
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S

0 [X] New intamational Application .

TITLE | COMPOSITIONS AND METHODS ENHANCED MUCOSAL Esrllost dale
DELIVERY OF Y2 RECEFTOR-BINDlNG PEFI'IDES AND METHODS
FOR TREATING AND PREVENTING O
17 Dec 2002

SCREENING DISCLOSURE INFORMATION: In order to assist In screening the accompanying intemational application for
purposes of detsrmining whether a Rcensa for foreign trensmilisl should &nd could be granted and for other purposas, the
fotiowing information is suppiled: (Note: check as many boxes as apply):

A [] Theivantion disciosed was not made n the Unitsd States.

There ks ne prior U.S. application relating to this invention.

c. [X] e folowdng prior U.S. appiication(s) contain subject mattar which s related 1o the Invention disclosed In the attached
intemnational spplication. (NOTE: priorily fo i:ess appiications may or may not be ciaimed on form PCT/RO/M01

and this Bsting does not constitute a clzim for priorily.)

P no. 10/322,286 filed on 17 Dec 202
Hon no. 50/518,812 flled on 10 Nov 2003

D. [X] The present intamational appiication contains addftional subject matter not found In the pror LS. spplication(s)
dentified In paragreph C. above. The sdditional subject matter Is found on psges | Throughout the eppilcation |
and [X] DOES NOTALTER [ | MIGHT BE CONSIDERED TO ALTER tha Generm! natime of the investtion In & mannar

which would require the U.5. sppfication o have been made avallable for inspection by the appropriste defenss agencies
under 35 U.8.C. 181 and 37 CFR 8.1, Ses 37 CFR &.15.

[C] A Response to an tavitation from the RO/US. The following docurnent(s) Is(are) anclosed:
A [ ] ARequest for An Extension of Time to File a Responss

8. [_] A Power of Atiomey (General or Reguler)
¢. [_] Repiacement pages:

of the request (PCT/RO/101) of the figures
o of the description ] of the abstract
of the claime
o.[] Submlnmn of Priority Documents )
[ riority docurment | |_Priority document | 1
E. Feos as lpecll'lod on stinched Fee Calculation sheet form PCT/RC/101 annex

. D A Raquest for Rectification under PCT 91 E A Petition E A Sequence Listing Dinhette

v. [_] other (plesss specity):

D Applicant “Paul G. Lunn
I.:f,,;’,;'af-: [Ej AltomeyiAgent (Reg. No.) 32,743 Typed name of signar
form is the: (}\7 Z
[] common Represantative AT
_Signature
PTO-1382 (Rev. 04-2003) Us. Dmnmem of Commerce: Petent and Trademark Office
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For n:.llvlgl Office uro only
PCT International Application No.
REQUEST International Filing Date
Ths undersigned requests that the present
international application be processed
sccording Lo the Fatent Cooperation Treaty. Name of receiving Office and “PCT Intecnational Application®
Applicant's ar agent’s fils reference Q2-04PCT
12 characeers maxim

Bex No. 1 TITLE OF INVENTION COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL DELIVERY OF
Y2 RECEFTOR-BINDING PEFTIDES AND METHODS FOR TREATING AND PREVENTING OBESITY

BoaNo.ll  APPLICANT [T vis pervon ia siso inventor
Nume and address: Fonily v Silowed by given mﬁnuqﬂ#m Telaphone No.
Tin mkirey wunt inghuds poxtel cody el nom of caniry, The counery of ¥ xckivexs yulicoled in tix (425) 908-3643
Say & he oppficant's Siot (Wt &, couniry) of reridence |f o Sinte of raridence &s indiosted below,)
Facsimile No.
NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY INC.
3450 MONTE VILLA PARKWAY — {423) 9083635
BOTHELL, WA 98021-8906 Telsprinier No.
us
Applicant's registration No, with the Office
32,743
Stata (that is, country) of nationality: US State (that s, cowntry) of residence; US
This person is applicant for all denignated all dexi the United Staes the Stetes indicatod &
Ilul;wp-o o Eﬂm Dﬂ- &Iud‘Anuh of Amcrica only l.wh"l'ulhln:ll
Box No. 11T FURTHER APPLICANT(S) ANDVOR (FURTHER) INVENTOR(S)
Name and address: (Havlly sews il by given jxmx; for o legel iy, full officicd dasigeaice: . ]
Thdhn-uhﬁdpﬂﬂidm::m Tiw courwry of Vi aulras iricaied in i | THES Perwon i
Bowr iz s qpplicans's Siats it is, coaniry) of res o Sioie of rsisiance i indivated balow,) Dwm‘m
ggzyhs\:v” ;ygm FPMBAS4 E spplicant and inventor
EDMONDS, WA 980269224 inventor only (I this cheok-box
us is merked. do wot fill in balow,)
Applicant’s registration No. with the Office
1
State fthat [s, conatry} of mationality: US Sute (thit i, country) of resldence US
This penson s lcant for all demignated ofl i the United States the States indicxed ii
ﬁe“pupu-oﬂw Dsuu Du s of A of Arerica only the Supplomental Bax

E] Further applicants and/or (further) inventons are indicated on & continuation sheet.

Box No. IV AGENT OR COMMON REP.IllSlNTATIVE: OR ADDRESS FOR CORRESFONDENCE

The person Identified below Is herebyhes been appointed oo act on behallof * common
the lpplnm(l) before the competent Intermational Authoritias as: hgmmt represeniative

Name ard address:  (Favdly v Sleward by given mne: fir & laged cnity, foll wificial dexigrution. | Telephane Ne.
Tha cubsirary wumst incide povinl code ol o of couniry) (425) 908-364
:UNN. Paul G. L COMPANY INC [ Facyimile No.
3450 MONTE VILLA PARKWAY ) | 425-908-1655
BOTHELL, WA 98021-3906 “Leleprinter No.
USA
Agent'y registrtion No. with the Office
32,743
Adllrcﬂnr ' correapgudence: Mack thls check-box where na agent of cammon tms is/has been appolnted and the
space sbove i used inptend to indicate a special sddress to which comatpondence ol be sent,
Form FCT/ROVLO! (fret sheet) (March 2001; reprint July 2003) ’ See Notes 10 tha reguest form




SheetNo. 2....

Continuation of Box Ne. III

FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (!Ult'nlll)' INVENTOR(S)
{f nona qf the following sub-boxes is ueed, thiy theat shondd mot to be included in the requmst.

Name and address; Sawly mew Salfownd by given soaw; for o legal entiip, Adl qificial desigraniion.
The ackdrens suxt inchals posial cods ond s of country. The oy of e ackiresy sxdicoind Iy shix
Box iy S cppficont’s St (Waxt s, Cmaniry) of rayidercs i mo Sinte of resdance it indicnmd bulow )

BRANDT, Gordon
790 KALMIA CT.
SSAQUAH, WA 98027

This person is:
D applicant only

E applicant and inventor

Inventor enly ({f thiy chech-box
is muried, do not il in below.)

Applicant’s registration No. with the Office

State (thet is, country) of natiomlity: US

State {that is, country) of residence: US

This person t for all desigrated ull desipraied Siates eozpt tha United States theS Indlcnted in
thepnrpﬂ:.pphm D [jllUnl’dSﬂ:d'Nluh of Ameica anly &l:;:nmlll!ox
Name and addresy: Fomily momm folkowwad by given rwe; for a leged ettty Adl oficial shagywiign This person is;
T cobdrem waat inchuls postal cod and mewe of contry. The cowsty of the ackiress iraliceted by iy
S i s oppicons's Siats (Vhar s, exsnry) of rsishencs i ng Siute of ressdoncy b inchicaseed bk ) Dlmli:lmmly

l,l lLEI.o mxl!. :?_g S E applicant and inventor

KINGSTON, WA 98346 D inventar only (If this check-box

uUs is marked, do not All in below,)

Applicant’s registration No. with the Offics

State (et is, cowniry) of matlonality: US Stata {vhot iz, country) of residence: US
This person ia applicant for me D the United States the States indicated
tha purpose of Sl-d'lmuu ol America anly the Supplemential Box
Name and address: (Ranily naw folknwed by given s for o legal ety fil official deigrartion. | 1 persan In:

Tin akies wxt inchek postol couls ard neana of covndry. The cownry of the abirexs indicated in this
Box ks the spplicant's Siol (e s, coaniry) of reridence Yno Siow of rariitnes it indicomed below )

MACEVILLY, Conor 1,
3046 N.W. 60TH STREET
SEATTLE, WA 98107
us

EI spplicant only

B:l applicant and inventor

invantor only (Yf this check-bax
is marked, do wot fill in below.)

Applicant’s registration Na. with the Office

Sizia (that iy, country) ol'nnlionlliw: us

State fthot is, country) of resldence: US

Thi licont for oll designaied Statry execpt the United Stues the Statry indlicaled i
et D I:Ima St o Amoica of Amerkacnly |_| the Supplomental Box
Namo and uddrwes: (Fansly marm followad by given newe; for a legol entity, full aficial dasigmden. | 1,14 person iy;
The axddam ane! inchek pial code arsf rosw of caniry.  The couriry of the aakdrexs inclemtend §: iy
Box ir she cppiicwns’s Sets (i, cotrsry) of Pk fno Skats of rasicence i iricoteel oo D appiicant only
D applicant and inventor
Dimmly(ﬂ'ﬂbch:t—&a

Is marked, do moi fiil in balow )

Applicant's reglstration No. whth the Office

State (thot is, country) of residence:

State fthat i, couniry) of nationality:
person fa ol desi ignated Siaten the Unitzd Stiixs the States Indicated 7
Ihn“pumn;'wumt ‘ D e D m«m Duﬂ\nuhcw hw&:‘t
[] Pusther applicants and/or (further) inveniors are Indicated on another conlinuation sheet
"~ Form PCT/ROY101 (continuation sheef) (March 2001; regrint July 2003) Sea Notes (o the request form
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Sheei Na. . .3...

Form PCT/RO/101 (second sheet) (July 2003)

" BoxNe.V DESIGNATION OF STATES  Mark the applicabls check-butas beiow; at leart ons mmwt be marked
The following designations are hereby mads under Rule 4.9(e):
Regloan) Patent
E AP ARIPO Pateat: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenyz, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan,
8L Sierra Leane, SZ Swezilend, TZ United Republic of Tanzania, UG Ugenda, ZM Zambia, ZW Zimbabwe, and any
other State which is a Contracting Stale of the Harare Protocol snd of the PCT (if ather kind of prosiction or treatment
dagired, specify ondotad lmg) . . ... ... euiiiii ey atie ittt tra it es e inaara taan .
(X EA  Eurmslan Patest: AM Armenia, AZ Anabaijan, BY Belarw, KG Kyrgyzstun, KZ Kankhutan, MD Regiublic of Moklava,
RU Rumian Federation, TJ Twjikistan, TM Turkmenistan, and sny ather Statn which is & Contracting State of the Eursgian
Pxtent Convention and of the PCT
[X)Er European Patent: AT Austria, BE Belgium, BG Bulgaria, C17 & LI Switeriand and Liscitentsin, CY Cyprus, CZ Crech
Republic, DE Gennany, DK Denmark, EE Estonis, ES Spain, FI Finland, FR France, GB Unhed Kingdom, GR Greece,
HU Hungary, IE Irefand, IT Ialy, LU Luxembourg, MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, RO Xomania, 52 Sweden, ST
SIwuul.SKSIwnkll.'l‘nanhy.uﬂ-uwuhnwhhhhlcnuluilgs“dhﬁmrd.ncm:mlur
the PCT
[X] oA 0API Patent: BF Burkina Fusn, BJ Benin, CF Centrel African Republic, CG Congo, C1 Cate d'Ivire, CM Cameroon,
GA Gaban, GN Guinm, G} Equatorisl Guines, GW Guines-Bisssss, ML Mali, MR Mpuritanls, NE Niger, 5N Sencgsl, TD
Chad, TG Togn, and anry other Staie which is u member Stats of OAPL snd & Contracting Sixte of the PCT ¢/ other kind of
Pratection or trecoven dutred specifyondousdling) . . . . ... ... ... ... e iraantaa it
Natlooal Patent (ifotker kind of protection or ireatment desired, 1pecify an doited i
[X] Ax  United Arab Emirates, . ...... [XI DR Crostia..................... OM Oman
[X] AG Antigus and Barbuda R nu Hungary. ..ot [X] G Pupu New Guines
X AL Aasls.................... [X] ID tndonesia [X] PR Philippines...................
[X] AM Armenis................... Ew ... XlrPL Poland....................
XIAYT Awsla.................... XN India.............occoenlay EIPT Potugat.........cooeo.....
F AU Aveinlia. .................. Xl 18 Iccland [X] RO Romasnie
[X] Az Asectwlfan................. Xlap wpan...........ccoeell [X] RU Russian Fodenation.... ...
(Xl BA Bosis and Herzegavina ... ... RIKE Kenyn......coooooiiiiiiiins i eerenieananes
[X] op Barindas X] X6 Xygymmn.................. [X] sC Swychulim
X 3G Bulgaria................... [X] K¢ Democmtic People’s Republic SD Swdm
X BR Bazil..............oe0le ofKorea.........c..ovvneees {K] SE Sweden
BY Belarus.................... [X] KR Republic ofKorma............ [X] SG Singapore
[X] BZ Belb..................... X Kz Kamkhswn.................. [X] s Slovakin....................
CA Canada [X] LC Saim Lucia [X] st SiemLieona.................
[X] <t & L2 Switeeriand and Liechtenatein [X] LK Sri Lanka [X] sY Syrian Arab Republic
X on chine......oeona (X] LR Libera X T4 Tejikbun...................
(X] co Calombla.................. XLs taotho........oennne.. 1 ™™ Twkmenismn. ...............
CR CostaRica................. {X] LT Lithuania . Xl ™ Tuntsin
Ecv cuba......oceninennnnnnn, {X] LU Luxembourg E TR Tudey......................
X cz CoechRepublic............. [0 LV Lutvia [through EP) [X] TT Trinlded and Tobago . ... ....
[X] DE Germamy................... B MA Moroeeo.........cocviies e
[X] pX Denmask................... [X? MO Republic of Moldowa................ [X] Tz United Republic of Tenzania
[®] DM Deminia e e Xl vA Uknuine.....................
Ebpz Algerin....................... [®] MG Madagnsear . ................ Xl vG Uganda..................... :
EC Bamdof...........o.onunn. [X] MK The former Yugoslav Republicof [X] US United States of America: . ...
EE Emonis...............co.0e MBBIOMIE .. .oiviieiiiis deiieeeiieieeeaieeeaaainans
Res spuin...ooooveee... .. [X] MN Mongolia & vz Usbeximan...................
Xlm Finand.,..............00 s [X] Mw Malewi.................. [X] vC Saint Vincent and the Grenadines
GB United Kingdom MX Mexlco..........vnveennnns X vN vieNam...................
[X] GD Orenada X] Mz Mommbigue................. [X] YU Serbis and Montenegra. .. ......
.XIGE Geogla..................L, Xl Nt Nicaregua X zA SouthAfrics.................
GIl Ghana...........ccceveeine NO Norway ZM Zambin
[X] GM Gambia [X] Nz NewZealand................ [X] zw Zimbabwe...................
Check-boxes below reserved for designating States which have become party to the FCT niter lssuance of this sheet:
(X] AP Botrwana EC Ravot NA Namibie
Preeautionary I)eltullon Statement: In addition to the.designations made sbove, the spplicant also makes under Rula 4.9(b) sll
other designations which would be permitizd under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Box as being
excluded fiom the scope of this statement. The applicant declares that these sdditional designations are subjeet to confinmation and thet
mny designation which I not confirmed before the expiration of |5 months from ths priority date is to bo reganded as withdrawn by the
applicant st the expimtian of that time limit. (Coryirmation (tncluding feey) mictt reach the receiving Qffics within the 13-month time limic}

Sea Notes (o the requast form
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Sheet No. .4 ...

BoxNo. VI  PRIORITY CLAIM

The pristity of the foltowing eastier spplication(s) is hereby claimed:

ol‘u:m“ dlIII:. Number . Where earlier application is:
il oo tion of carler application aations! regional spplication:# | intermational applicstion:
f ) application: coumtry reglonal Office receiving Office
or member of WTO

item (1) 17/12/2002 10/322,266 us

17 December 2002
- iteen (2) 7/8/2003 60/493,226 us

7 August 2003 )

item (3) 8/09/2003 60/501;170 us

8 September 2003

item (4) 10/10/2003 60/510,785 . Us

10 October 2003

{tem (5) 04/1172003 60/517,290 us

04 November 2003

[X] Further priority claims are indicated in the Supplemvental Box. .

Tha recelving Offics is requested to prapare and tmmamit to the Intematianal Burest a certifiod copy of the earflor application(s) (ol if
the earlisr appiication waz flisd with the Qffice which for the prposss of this international application is the receiving Qffice) desgified

‘Eﬁum Heme [Huma Jeme []ane [Caene Dﬁﬁ:ﬁuh

* Whars the eartier application it on ARIPO epplication, indicats of lsext ans cowsry party o tw Parix Convertion for the Proteceion of
indistrial Property or one Mamber of the World Trade Organization for which that seriisr application was filed (Ruie 4.108)(0): . . . .. ..

...........................................................................................................

Chalce of lnternatioasl Searchiog Auttiority (I8A) (I wo or mare Jatermational Searching Authoritiss ars competent o carry out the
intarnational secrch, indicale the Avthority chosen; the two-lertar cods may be wred):

Request to use sesults of earller search; reference to that search (i dn sarlier search has besn corried out &y or requested from the
Inrernational Searching Authoriiy):

Date (dawinonh/year) Numbes Country for regional Office)

17272002 10/322,266 USs

Box Ne. YIII DECLARATIONS

The following declarations are comtained in Boxes No. VIN (i) ta (v) (mark the appifcable chack- Number of

boxes below and indicate In the right cofumn the number of each (ype of dsclaration): declaratiom

[] BoxNe. vmn Declumntion as to the identity of the inventor
[C] Bexwo. vincin Declamtion s to the lwliﬂnl'! entitlement, as at the intermational fling

date, to apply for and be granted & patent
[[] Beno. vm i Declamtion us to the applicant’s entitiement, a3 at the internatioral fHing

dats, to claim the priecity of the easkier application

0 Declaration of inventorship (only for the f the designation of the

[] BoxMo. vin () Declacation o i ul)p( purposes o gnation o
D Box No. VI {v) Declamtion as to non-prejudicial disclosmes or exceptions to lack of novelty

Farm PCT/ROV101 ‘dlild MI ‘Ju! 2002, I'EE'I'II Ju& 2001} Ses Notes (o the reguast M




Sheat No. . 5.,
Supplemental Box {f the Supplemantal Bex Is not wsed, this shest should not ba included in the request.

L ¥ oy of the Bomss, except Bosms Nox VIl & 0) for whok @ Covatosation ,
special conimndon bax iz providud, the space b insgfficlent o on of Bz V1.
Beax Nud :'.(hﬂuw mu:w-:n::-ﬁ and firnish : Filing data .
e the some - pied of earlier application (dawinonthiear)
coptions of the Box in which dw tpoce war insfficient, in  jiem (6) 10711503
particular: 10 November 2003

more tharn two persons are (0 be indicated ax appiicants . o
v ﬂﬁrhm-ﬂm'muhdul"bmmh Number of earliar application
such case, wrils “Contimettion of Bax No. 1™ and indicate for  %0'318.812
sach additional person the amms typs of information a required .
Box Nos i, The covery of th acdrest bncoted i s Bz s the 1 "PRICOIOT: EOURET of mermber of WTO
npplicantly St (that Is, coumiry) of residencs i no Sote of
residence Iy indicated balow;
iy {f; in Bax No. I or in any of thm sub-baxes of Baz No. 1T, the
iniconion “the Safes indleated b the Supplementsl Bax® is
cheched: in nch cass, wrine "Continwatian of Bax No. IT" or
*"Cortsimuation of Bax No. JII" or "Continuation of Baxey No, Uf
ardd No. llI” fax the care may Sa). indicote de rame of e
applicarnfy) involved and, muxt ro (each) sech nams, the Sowefs)
fandfy; whers applicable, ARIPO, Evasior, Eurgpean or OAPI
patow) for the purpases of which ihe reewed person s applicant;
(i)} i In Bax No. if ar tn any of the sub-barer of Bax No. I, the
inventor or the Inventor/opplicant s no! inventor for the
purpases of all designated Siatex or for the purpares of the
United Stofex of Anterica: in sich cass, writs “Contiynetion of
Bax No. If™ or "Carsimustion of Box Ne. liT" or "Continnotion of
Bcxes No. Il ond No. IR” fay the cass name be), indicats the
rante of the brveniar(y) and, next to (sack) ruch nome, the
Sre(y) (arior; where applicabls, AN/PO, Bwrasion, Ewropman
or OAP! paren) for the purposas of which the named person is
imvanor;

g I in cificiom ro the agent(y) indicaind in Bax No. [V, there are
Jurther agents: in such care, write “Continuation of Sox
Na. IV® apd indicats for each further agent the rims yps
aof information as required in Box No. IV:

M | inBax Na ¥, che mome of any Soie for OAPY) Is axcompanded by
the indication ™ paterst &f widition, ™ or "cerdficets of wddition,” or
i i Bax Na. ¥, the name of the United Scees of America is
accompeniad by an indiastion “confinuation ™ or “continurstion-in-
pant™; in swh caw, wrin "Contiwetion of Box Ne. V" and the
nams of scch Stote imvolved for OAP)), and gfter the name of
wxch guch State for OAP)), the monber of the parant tile or
porent appliceiion and the date of grawt of the paren! tizle or
Jiliny of the parent oppliction:

M I in Bon Na V1, trs are moe than five seriler applicetions
whase priorily Is claimed: in swch case, write “Continsation of
Bax VT and indicats for soch additional earlier application
tha sems type of Informotion as reguired in Box No. VI

2. |} with ngond to the precantionary designation stotement
conteined in Box No. ¥, the applicant wishes 1o axclude any
Sran(ij from dhe scope of thar sterament: in such e, wrice
"Dexignsaion(s) excivdsd jrom precawionery dasignation
statemen” and indicate the nama or two-latier code of sach
Sote 10 axcluded.

Form PCT/RQ/101 (supplemenial shest) (March 2001; repcint July 2003} See Notes to the request form




Siect No. 6.,...
Bea Ne.IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING
This international application contains: This intesuational application ks accompanied by the following Numbe
(a) kn paper form, the following number of hem(s) fmark the applicabie check-baxes below and indicats in right rof
sheets : column the rmmber of sack bemy): itoms
request {inchud . 1. [X] fee calculation shest a1
dest 'hﬂhuws : 6 2 D artginal separste power of attorney
description (exciud 3, [ ariginal geners| power of sttomey
th) 149 4.@?”““““!%@“!!“&& q
R . oiiiiiiiiieiii i ransaciancarariaanacanaais :
claims 0 '8, [] statement explaining lack of signuturs :
. &. [] priority document(s) identified in Box No. V1 &
shatract . & e ST
dmwings 1
Sab-iotal cumber of sheely 187 1. D translation of international application into
sEquence Im 3  h st tasaasslEsvsdrasssdntdanaaann
:m- related thereto 8[] vopursia rgmﬂmﬁu deposited microorganism DR
both, acrual mumber 9. | X} mxpencs listings In computer readable form
MVﬁldhnﬁm Egmlop-qu"mw
whaesher or not atso fiied in (i)Dup[ynunmmmmurmmm
wﬂu}ﬂh Ralw 13¢er only (and rot ay part of the internatinnal appiication ©
: 210 i whare claech-box is maarkeed in
Total aumber of sheety 1 G [x] mﬂw wﬂm i :vm
m D only [n computer resdable lorm mdmﬂ—dmgmhl).
(Section 801 (a)T) (i) [X] together with relevant m&unﬂnlﬂmimrhm
(,-,D sequence Iistings or copies with the sequenca listings mentioned In loft columa "
(i} [_] mblen related thereto 10, [[] tabley in computer ceacable farm redeind 1 seuenes Ostings
(c) ﬁltlgnllnmpnermdlllle form Ll (it (e ared rasmber of crriaty)
(Sestion 801(s)(1)) () (] copy submitted Ror the purposes of intemational search under
(i) [X] sequence listings Section B02{b-quater) only (and nat as part of the intcrnational
(il) [] wbles reinted thereto Saplication) )
Type and number of enrriers (disketts, (i) D (only where chack-bax (b){1)) or (c){ti} is marked in lgft
CD-ROM, CO-R ot other) on which are eaditimal coples including. whers applicable,the capy for the :
contained the - CD-R porposes of intemationsl search unde: Section 802(bquater)
[X] sequence llstings (1) [] together with relevant statement as to the identity of the copy
tahles related thereto or copies with the tablex mentioned in loft column .
ba indicassd urder 11. |X] other : Tmnsmittal letter, Return Recelpt Poxeard, Credit
0 nton oty L) s et e, Rt Reelp Poerd, Crsi
Figure of the drawlags which Language of filiug of the
should sccompany the abstret; 14 Inlamational application; ENGLISH
Bex No. X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REFPRESENTATIVE
Nest 1o each 3 indicon st ncw of tha and U i whick the Iy not gimisey )
Paul G. LUNN, Agent ' .
|_Anorey tx Applicant, Reg, No. 32,743 :
For lu:;ivin! Qffice 1w nnlv
1. Duteof actual recalpt of the purported 2. ingy:
'I'IHI':G;:III lppll:ﬂm: o . Drewings .
3. Carrected date of nctual receipt due to later but [] recnive
timely recelved papers or dmwings completing
the purported international spplication:
4. Datof timely receipt of the required [L_] oot rceives
=ﬂ'ﬂ= -l-d— T A stlala 11
5. Internatiom] Searching Authoti ) Transmittal of search copy delayed
(iﬂwnnrmnlc'unpmt):w ISA / 6. Dmnlmreilnld
For Intevsatinnnl Ruresn vee nnlv
Dats of recelpt of the record .
Iiy=u lnlu'nrltlgml Buresu: o

Form PCT/RO/101 (last sheet) (January 2003; reprint July 2003)

Sea Notes 10 the requerst form
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IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
PCT
Attormey Docket No.:
Applicants: Quay, Et. Al 02-04PCT

Application No.:
Filed: |7 December 2003

Title: COMPOSITIONS AND METHODS FOR
ENHANCED MUCOSAL DELIVERY OF Y2
RECEPTOR-BINDING PEPTIDES AND METHODS
FOR TREATING AND PREVENTING OBESITY

Dear Assistant Commissioner for Patents:

SEQUENCE LISTING STATEMENT
I hereby state that the information recorded in computer readable form (CD-R) of the

sequence listing, submitted, is identical to the written (printed on paper) sequence listing attached

hereby.
Respectfully Submitted,
16 December 2003 6 é o G{W_
Date Paul G. Lunn )
Patent Counsel
Reg. No. 32,743
Paul Q. Lunn, Esq, {425) 908-3643 Phone
Patent Counsel (425) 908-3655 Pax
Nastech Pharmaceutical Company [ne. www.nastech.com

3450 Monte Villn Parkway - plunn{@nasiceh,.com
Bothell, WA 98021




| PCT =8
GENERAL POWER OF ATTORNEY 235

(for several international applications filed under the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 90.5)

The undersigned person{s):
(Family name follawed by given nams; for a legal entity. full official de.rl’gnallon The address must includs pasial code and rame af country.)

Nastech Pharmaceutical Company lnc,
345Q Monte Villa Parkway
Bothell, WA 98021-8906 '

hereby appoints (sppoint) the following person as; 4] agent O common representative

Name and address
(Family name followed by given name; for'a legal entity, full official designation. The address must include postal code and nopse of couniry)

Lunn, Paul G., Reg. No. 32743

Patent Counsel

Nastech Pharmeceutical Company Inc.

3450 Monte Villa Parkway .
Bothell, WA 93021-8906 '
USA

to represent the undersigned before (41 all the competent [nternationai Authorities
] the Interationa) Searching Authority only
"1 the International Preliminary Examining Authority only

in connection with any and all international applications filed by the vndersigned with the following Office
Unite States as receiving Office and to make or receive payments on behalf of the undersigned.

Signature of the npplicant (ivkere there are scveral persons, each of them must sign; naxt 1o ench xignature, indicate the ncune of the person
signing ard the copeacity in which the person signs, If such capacliy Is not obvious from reading this povesr):
CEO and President of Nastech Pharmaceutical Company Inc., Applicant / Inventor

PR

Steven C. Quay

{ Date:May |9 2003
Form PCT/Model of general power of attorney (for scveral intemnational applications)(July 1992)




PATENT COOPERATION TREATY-

. From the RECEIVING OFFICE
To: . ' * PCT
PAUL G. LUNN
NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY, INC. _ . - I
3450 MONTE VILLA PARKWAY INVITATION TO CORRECT DEFECTS IN

BOTHELL, WASHINGTON 88021-8908 THE INTERNATIONAL APPLICATION

{PCT Asticles 314)i) and 14{ 1} and Rule 2§8)

f madll
prvirria 10 Mar 2004
Applicant’s or ngeal's fila reference REPLY DUR .~ 1 siaps oo
02-04PCT . the sbove date of mailing
Internatienal application No. Inernationn| filing dnte
PCT/US03/40538 fekey otk veur) 17 Dec 2003

Appllcant
NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY, INC,

1. D ‘The applicant is hereby Invited, whhin the time limit indicated shove. to comeet. in the [nternatona) application un flled, the
defects specifiad au the atached: !

] Acnéxa
D Armax Bl {rest inorner of the internutional applicutive us filed) .
D Annex C'| fdnnvings of the Interoational epplivation s jiled)

2 D The applicant iy bereby invited, within the tme limit imlicated abave. to comect, In the transiatinn of the Iaternutional
applieation firnished under Rule 123 ar 12.4. the dafects specified on the attached:

D Annex A
D Annex B2 ftaxt matter of the srumslution of the imernutional agplivution)
D .Annex C2 (drawings of the trouslation uf the internutione! upplicatiung

Addttional observations (If necessary):

HOWTO CO&RECI' THE DEFECTS?

Cerrection must be subinltted by filing « repincement shest embedying the comectlon and a leer necompanying the replacemem
shoet, which shall draw anention w0 mhunhmcnhmhndmwwuplmum. A carrection inay he
st in & lovas only if bt in afsuch ¢ nature tiat it ean b transferred from the letier to the record copy withaut sdversely affecting
the clarity and dire¢t reproducibility of the sheet onto which the carrectinn ix 1n he cunsfarred (Rule 26.4).

ATTENTION
Failure v corrert e defeets will resultin the intermiational apphcation heing consitered witnlrawn Iy this recciving Office esee
Rule 26.5 for Rardrer dewils).

A copy of thiy inviwdan and ny atechniem s heen <ent w e linem:itional Burcau
[%] wnd che interastional Searching Autharity

Name and malling schiress of the receiving Office Authorisa officer

Mall Stop PCT. Commissioner lor Patents .

£.0. Box 1450, Alesandria, VA 22313-1450 Latrice Russell

Fuctimila No. 703-305-3230 Telophone No.  20.0- Mie-S%1%

Form PCTMO/106 {January 1003)

NASTECH LEGAL
DOCKETED
DUE .#lo/ox........




Internanionnl application Na.
ANNEX A TO FORM PCT/RO/106 PCT/US03/40538

The receiving OfMee Lus found the following d_cl'een {u the Interontienyl upplicurien us Nled:

. As o signature* of the imemational epplicauon (Rules 4.15 nm] ¥1.4), the request:
& D iy not signed
b. 3 1anot signed by all the applicants

signature of oty spplicant far the designation of the United States of America
d E Ilﬂpdbymuppun'nlnu agenyeommon representtive hut:
the intarnational application ix not sccompanied hy n power of allomey appointing him
E the power of sttornsy sccoinpanying the international application wes oot signed by ail the applicants
e. O] other ipeciy:

* All applicants must sign, including invemors if they are alsn applicants (e.g. where the United States of Ameriea i designaed).

c D in not nccompanied by tha stavsment referred to in the check lixt in Box Nn. V1II af the request explaining the lack of the

2. At indications conceming the spplieant, the request (Rules 4,4 and 4.5):
. D does oot properly indicate the applicant’s name fsprrifi):

b. [J does not indicate the applicant's addréss
e D does not properly indicate the applicunt™s acdress Zrpevifiy:

d D dogs not indicats the lpﬂ.i.ﬂlll'l nltiunllil;
e. [ does nct inicar tha applicant’s residence
t [J other (apecifi:

3. As 1o the Ianguuge of cerwin elements of the invmationsl appliention. wther thun the descripion and ctaims {(Rules 12.1¢¢)
wl 26 3 twr{n) aml (c)):

L D the requast is not in & Janguage of publication uccepied hy this receiving Office; (Uwe) languagei<kaecepted hy this
receiving Offica isfare:

b. (] the text matter of the drawlngs is ot in the language in which the intermationat spplication i 18 he published,
which b: )

c D the abstruet is not in the language in which the inwrnatiannl upplicution ix in he puhlished,
which ls:

4. The title of the invention:

a. [J isnot indicad in Box Na. | of the request (Rule 4.1(a))
b. D i not indleated at the top of the first sheat of the description [Rule 5.1{x))
e D as appezring In Box No. [ of the request is now identical with the due heading the deseription (Rule 5.1(a))

5. Ay o the abstroet (Rule X):
D the inlcrational application does oot conwin an avanxt

Farm PCT/RO/106 { Annex A) (Janunry 2003}




. ‘PATENT COOPERATION TREATY

From the RECEIVING OFFICE

- - PCT

‘PAUL G. LUNN

g‘:S%ThEﬂg:TPE'-' \A’m gﬁglml\; COMPANY. INC. NOTIFICATION OF THE INTERNATIONAIL
BOTHELL. WASHINGTON 88021-8906 APPLICATION NUMBER AND QF TIIE
' INTERNATIONAL FILING DATE
(PCT Rule 20.5(c))
Date of mailin )
Ha; lﬂl:: ,ml:: 10 Mar 2004

ficant” s file reference
Applicant’s ar agent’s file re IMPORTANT NOTIFICATION

02-04PCT
[memational applicsion No. Internationa! filing date (deyxmounsh yenr: Priority cate rday monthyears
PCT/US03/40538 . " 17 Dec 2002 * 17 Dec 2002
] [
Applicant
. NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY, INC.
Tide of the invention

COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL DELIVERY OF Y2 RECEPTOR-BINDING PEPTIDES AND
METMODR-EORIREATNG AMD.RREVENTING-OBRSITX

“I. Thenpplicuntisherchy potified thatthe internation:d upplivation hus bevn accurded the inemationslupplication numberund the
in\enational (Hing date indicaied abave.

2 Theapplicantis further notified thal the record copy ol'the internatanal upplication:
10 Mar 2004 °

E was tnnsmitied 1o the Inlemationa] Buresu on

D has not yel been tranamiiied 1o (he Intemations] Buresu forthe renson indicated below nnd s copy althis notilleation
has been sentio the Intemationul Buresu®:

D because the netesaary nationsl securily cleurince has not yet been ahuined.

. D bauu-:h-mnmbcwiﬁm:

* Ths Iniernationu] Bureaumonilors the transmiital ol'the revord cops by the receiving OTice und will notily theapplicant{with
Form PCT/B/301}alureceipt. Should the recend copy nothus ¢ been received by tweexpimtionof 14 manths (romthe privrity
dale, the Inlernational Bureay will notily the upplicunt{Rule 22 1{e)),

3. FUREIGN TRANSMITTAL LICENSE INFORMATION Complaed hy; LR

D Additinnul lieense for foreign transiial now reguiral. This subject mster is conerat by o livenwe nirewdy granled o
Ihe equivalent LS. nationsl application. Refer w it livense o infomution concerning il scope,

D License far foreign Iransmilial noi required. 37 CFR Sl lted 1) or 37 CFR 5.1 1(eX2). However. n license muy he
required for additional subject mutier. See 37 CFR 5.150h).

05 Mar 2004
[X] Foreign iransmital ticense granied. 35 1. 144: 37 CFR 5.11 an r
[dlate)

O y»emsism ] s7¢rRsism
Name and mailing address of he receiving Office Autharized olficer
Mail Stop PCT.-Commissioner for Patenty Latrice Russell
P.0. Box 1450, Alexanuria, \'A 22313-1450

a -

Facsimile No. 703-305-3230 Telephane No. 703-308-5829

Form PCTRW/LOS (July 1992)



PATENT COOPERATION TREATY

From the RECETVING OFFICE

To:

PAUL G. LUNN

NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY. INC.
3450 MONTE VILLA PARKWAY

BOTHELL, WASHINGTON 88021-8908

PCT

INVITATION 7O CORRECT PRIDRITY CLAIM

tPCT Rules 4.10. 26hix. 1. 26hix.2(n) and (b))

The appll
mmnprmltyellunfs ns indicated In the Anbay.

- within 16 nonths from the (earlient) priosity dare: or

y date so changed.

wlm-.lnvur
Interaatiopal

Fallure o respond 1o this Invitation wllhln quﬁu‘l
for tha purposes of the procedure under not te

ITEM (4)

1. Acopy of thls Inviwtion is being Sent 10 the Inermutionul Mureau.
[ ]

Date of mailing )

- {dawmonihAear) 10 Mar 2004
Applicant’s or agent's file seference REPLY DUE )

02-04PCT See jvemn |
Internatioml wpplication Na. Internatiom| Giling date

PCT/US03/40538 (dasfmonil/hear] 17 Dec 2003
Appiicant
NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY INC.
camt ia In-lucL within the tims liinit indicaved below. to corract, hy n natica suhinited v thiv recelving Office, defects

1. Time limit to respond ta this Envitatien (Ryle 26bir.1(a)): ;ol gfo3

- ll‘ "] -lh pnnﬂ:i: dais is changsd as a result of the corneetien or mddidon of the {eartian) priority claim, within [ months

ﬂm. pmmhd that puch 1 notice may. in any event, he submined untll the expiraton of four nioniths Grom te

time limit inay result in the prierity elain concamed 1o be consitlenel,
have been made (Rule 265is.2(h)).

2. n the case whern multiple priorites have heen clrimedd, thiv inviwtion ret:tes 1o the following prierity cluim{v):

Name wd wailing ;uklncss of e reeciving Olfice

Mail Swp PCT, Cominissioner for Patents
P.Q. Box 1450, Alexmmwirin, V'A 22313-1450

Facsimlie No. 703-303-1230

! Authorizal officer
Latrice Russc!l

| Telephoms Mo, 703-3un-SK2y

Form PCT/ROA LD (uly 1994 reprim Janunry 2000)

23



International npplication N,
ANNEX TO FORM PCT.RO:L10 PCT/US0A/40538

Thix receir ing Office has foumnd the following defects in the priority claind<):
1. Fullure to Comply with the Requirements ol Rule 4.10
R D Nutlonsl applicition
[[] Missing indication of the filing iate of the eurller npplicmion.

D Ell:l:l di:u indicates! for the earlier application dees not fall within the periad of | 2 monthy preceding the international
ing date,

[] Missing tufication of the number of the earfier application. *

Migsing indication of the counry to the Parisy Convention for the Protection of Industrial Property, or of the -
D Mum'!lileﬂr{sﬂhe\voﬂd Trade Ommi':-n?omhmilmpmymhm Canvention. inwhich the vurliernational application
was

D The country Lndlecated is naither n pusty ta the Paris Convention lor dye Pmiection of Industrial Property nova Member
of the World Trade Orgunization.

b. [] Regious! application - )
[ Missing indication of the filing dace of the earlier application.
D Et&i::::ilﬁﬂudfwdumﬁuwlindunhnmﬁﬂ within the pesiod of 12 months preteding the imamational

(] Missing indication of the mmber of the sarlier application. *
D Missing Indication ofthe authority estrusted with the granting of regicma! paiants undor the upplicable regional pnient
trenty,

D The nutherity indicuword as tha suthacity entrusied with Lhe gninting of regional pavents toes not gmnt regional pawnts,

D The priority clsim in relation to the ARI PO application thoes not imlicnte cither at ket one countn: party 1o the Paris
Convention for the Protection of lodustrial Property, or al leavt one Member of the World Trade Organization, for

which the enrliss spplication was filed.
€. D luternational spplication . .
[[J Missing indication of the filing date of the earlies application. )
D 55:1:2: indicated forthe earlior npplication dee:not fall withinthe perierd of 1 2 monthy preceding the intermavonal ~

D Missing indieation of the number of the sarlior spplieation.*
D Missing indication of the receiving Office with which it was filed

1. Incansistenty with the Corresponding [ndications I the Privrity Document™
n. [X] inconsisency with rogard ta the filing due of the marlier spplication:
The request indicates:  1C OCT 2003
The priority documen: Indicates: 08 OCT 2003
b. D [nconsisency with regard to the number of e carlier applicution:
The request indicates:
The priority siocumant indieates:

e Inconsinency with f v the coumry pany w the Pariv Canvention, br the Prowelion of Indusuial Propeny or the
D Member of the me:h Organizution in which the nutianal applleation was Nled: e

The request indicares:
The priarity document indicaexs - .
4 D Inconsinency with regand to the sutharity antrusted with the gmntiog o ! potests wker the applicable regunal
patout treaty:
The request indicates:
The priority document indicawes:
'8 D Ineomyisteney with regard to the receiving DiTice with which the Internstlons! applicajion wne filel:
The requast Indicates: .
The priority document Lncicates:

*  Evenif this dafect is not corrected in raypanse \a chiy Inviunion. the priority elaim concerned will not be considened nat 1o huve been

mads {Rule 26hir.2(b)).

Farm PCT/ROM 10 { Annex ) Jnunary 2000)
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VApTalee wt /) re,s.q.«.l- A

\A\':Ck ww n |0,|GI\I)
P r-rﬂﬁ.-“ g L lutiee T




IN THE UNITED STATES RECEIVING OFFICE (RO/US)

IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION
Intemational Application Number: PCT/US03/40538
Agent's File Reference: 02-04PCT
International Filing Date: 12 DECEMBER 2003 _ ' '
Applica.nt: Nastech Pharmaceutical Company Inc. |
Title: COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL

DELIVERY OF Y2 RECEPTOR-BINDING PEPTIDES AND METHODS FOR
TREATING AND PREVENTING OBESITY '

RESPONSE TO INYITATION TQ CORRECT DEEECTS
IN RN. N PPLICATI
To the Commissioner of Patents and Trademarks:
Attention: Latrice Russell, Authorized Officer, RO/US .

In response to the Invitation to Correct Defects in the International Application
dated 10 March 2004, please make the following change:

Please replace PCT Request PCT/RO/101 sheet no. 4 with the enclosed new
sheet 4. Box VL Priority Claim, item (4) U.S. 60/510,785. We arc changing the
request to miatch the U.S.PTO records of 08 OCT 2003.

Enclosed is an Qriginal Power of Attomey form, and Declaration, signed by all
four inventors.

- Kindly update our company name to reflect no ‘comma’. Nastech
Pharmaceutical Company Inc,. doesn't hnve.n comma between the word Company and

Inc.




MARKS

Applicant respectfully requests that these papers be timely filed to correct the defects.

Should there be any questions, piease contact the undersigned attorney at
(425) 908-1682, or by email at plunn@nastech.com.

"Respectfully Submitted,

o bl

Date Paul G. Lunn
Agent

Paul G. Lunn, Patent Counsel

Nastech Pharmaceutical Company Inc.
3450 Monte Villa Parkway

Bothell, WA 98021-8906

(425) 908-3643

USA

Enclosures:
Tronsmittal
Replacement sheet for Request sheet 4 (1 page)
Power of Attorney (1 page)
Declaration (2 peges)
Postcard

1 bereby certify that thia correspondence Is being depoaited with the United Sttes Postal Service sa Express Mail
in m envelope addressed to: Latrice Russell, Commissioner for Patents, Mail Stop PCT, P. O. Box 1430,
Alexandrls, Virginia 22313-1450, Express Myil: EO 303 239 973 US.

Date of Deposit: 03 April 2004

Typed Nama: Leslie M. Kodlsh .

Signatvre Q‘?&.‘ Onoeeo Lok

WL



Sheet Mo. .....

BoxNe.VII(Y)  DECLARATION: INVENTORSHIP {ouly for the purposes of the desigaatioa of the United States of Americn)

The decloration west conform to the follawing standerdioad wording provided for in Sectior 114; see Notas to Bazes Nea. VIR, Vil () 1o fv)
{fin gevernl} and she Specyfic Notme 1o Box No. V7T iv) i this Bax is mat wxed, this sheet hould not be inciudd in the repess,

Declarytion of Inveatorsbip (Rales 4.17(Iv) and 515, 1{(z)(Iv))
for the porposes of the daignation of the United Staies of Ameriea:

I hereby declare thet [ belleve [ am the origingl-fini-snd-sole-GFaaly.ons-invamer-is-listed-belew)-or Joint (If more than ons Inventor s
Tinted below) Inventar of the subject matter which is ¢laimed and for which a patent Is sought.

This deciamtion s directed to the Intermational sppHication of which it forres » part (if flling declaration with spplication).
This declaration is dicected to intsmational application No. FCT/ US0340538 (I furnishing declartion pursuant to lﬁhm
1 hereby declare tat my residencs, mailing nddress, and citbrership are = stated next to my name.

T hereby wtatn that 1 have reviewed and underytand the eoatents of the above-identifled kntemational spplication, incloding the cleims of
i spplication. | have Idendified in the request of said application, In compliance with PCT Ruls 4.10, awy claim 1o fhreign priority, and [
have idemified below, under the heading “Prior Applications,” by spplication number, courdry or Member of the Werld Tnss
m&y.mulhuﬂyurorﬁluwmiwbumwmuﬂuﬂmﬂldhlmylll:nhnhUnmdShlu
Americs, including umy PCT mmmqﬂ'mumnlmmmdumu-mumcmmmu
nhngtubdheﬂmufﬂulpplmumwmchmmmhchm

Priar Applications: U.S. Provisional Application 60/444,032, filed 31 January 2000 . .

1 heroby acknowledga the duty to diseloge infarmation that iy known by me to be material to patentability as defined by 37
C.F.R. § 156, including for contimation-in-part spplications, material information which bocame available baiween the [Hing datn of tho
priac sppilcation and the PCT intsmational flling date of tha centinzatlon-in-part spplication.

I herebry declare thet a]l sistements mada herein of my own knowledgs are true and all sttements mde on Information and bellef are
belleved to be true; end further that these statsmenty were mudo with the knowledge that willful Miss statements and the ke 5o mado e
punishoble by fine or imprisomnent, or both, under Section 1001 of Title 18 of tho United Sinicy Codo and that such willlul fulsa
satemeniy may jeopurdize the vaidity of the application or any patent lssued theszon,

Name: KLEPPE, Mary §.

Residence: KINGSTON, WA, US
(city and either US state, if applicable, or country) '

Mailing Address: P.0.BOX 1535, KINGSTON, WA 98346

Citizanship: US

hwnu’-!lmu% Date 2 A 27 , ;Z.Od Lf
(if not contuined in the request, gy I’ decluration mected or )
sdded onder Ruls 264 a filing of internationad

application. The signature muat be that of the inventor, lull'll.uﬂhs
agent)

Name: MACEVILLY, Conor J.

Residence: SEATTLE, WA, US
{city and either US state, if applicable, or country)
Mailing Address: 3046 N.W. 60TH ST, SEATTLE, WA 98107

Citizenship: US

Inventar's Signature d""r%\/
(If not contalned in the request, or If decl llem'em_d

added under Rule 26zwr after the filing of the inte
spplication. The sigmature must be that of the inventor, not that of

agent)

&

[] eis deciarstion Is conttmed an the fellowing shest, “Continuation of Bax Ne. VIII (fv}".

Form PCT/ROVION (declambion sheet (iv)) (March 2001; reprint July 003) Ses Natar 20 the roqusar form

<l
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Bex No. VLTI (Iv) DECLARATION: lmmf(ﬂyhhmﬂhdﬂ-hﬂhUﬂMﬂm

Thhe clackoration murt confirm ks dhe following stondardiosd warding pravied for tn Section 114; ses Notes to Bavex Noz. YII5, VITT () &2 (v)
{in gerarea) and tha spacific Motas o Baz No. VIII (iv). (Tt Bt ix net mved, i sheat ghoud not b inclucled in the reuest

Declaration of inventorship (Rules 4,17(1v) and 515 1(a)(v))
for the purpeses of the desigaation of the Unlied States of Amerien:

[ hereby deciara that [ belleve § am the -G i joint (if more than ane inventor is
Listexd below) Inventor of the subject matter which iy claimed and fer which a patent ls sought

This declamtion by divected ta the intermational spplication GFwhich It formas a part (If filing declaration with spplication).

Thia declaration is directed to nternational application No, FCT/ USQ3M0538 (if furnishing dullnmn pursoant to Rule 26t),

I hereby declare that my reskience, mailing sddress, and ciitzenship are m stxied next to my name.

I boreby s that | beve reviewed and understand the comtorts of the shove-identified Intsmational application, inchuding the clalom of
ki application. T have idontifed th e requast of said epplication, in consplience with PCT Rule 4.10, any chaim to forsign priority, and [
have [dentified below, under the heading “Prior Applications,” by spplication mumbey, country or Member of the World Trade
Organization, day, month snd ywar of filing, any spplication for & patent or inventor's certificats filed | & countyy other fhan the United St
af Amexica, including any PCT intermtiona! epplicetion desigmuting at issxt one country other than the Unitad States of Americn, having a
filing datz bafre thei of the application on which foreign priocity is cisimed.

Prior Applications. U.A, Provisiow! Applicxtion 50444032, Med 31 Jamary 2003 ..

I hereby scknowledge the duly to diselase Informution that is kmown by me 1o be material to pstentebility as defined by 37
C.ER § 135, inchuding for continimtion-in-purt applications, meierial Information witich becsme availabia betwaen the Ming date of the
prior applicetion and the PCT intematlonal flling date of the cantimmtion-in-part spplication.

T horeby deciare thas all sixiements made hervin of my own imowledge are trins and all statements pmde on information and belisl are
believed 2 be true; and firther that thege statements were made with the knowledge that willfu] falss statementy and the like 30 made are
puishabls by fine or Imprivonment, or both, onder Section 1001 of Title 18 of the United States Code and that such willful false
statements may jeopurdize the valldity of the application ar mny patent issued thereon,

Name: QUAY, Steven C.

Regidence;: EDMONDS, WA, US
(city and either US state, if applicable, or country)

Muiling Address: 23632 HWY 99 STE. F PMB 454, EDMONDS, WA 980269224

e EONR o A Al Sond

G not conmined in the request, or if declamdlor’ cormectad or
adied under Rule 266r after the filing of the international
appiication. The rigrature st be B of the Inventor, ot that of the

agent)

Name: BRANDT, Gordon

Residence: ISSAQUAH, WA, US
(city and either US stute, if applicable, or country)

Mailing Address: 790 KALMIA CT., ISSAQUAH, WA 98027

Citizenship: US .
Inventar's SIMNM&MH 2. W Zapﬁf
(if not comuined in tho requast, or if declamtion is corrected or ’ :

added under Rule 36ier after i Mling of the imemationsl
_| epplication. The signuture must be that of the invemtox, net that of the
agont)

E Thiy declaration s continued on the foll gwing shewt, “Contimatian of Box No. VIl (iv)*.Additens! Tnventor Siyuatares

Form PCT/RO/101 (declaration sheet (iv)) (March 2001 ; reprint July 2003} Ses Noses 1o the regusss form




- T
POWER OF ATTORNEY

(for an international application filed under the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 90.4)

The undersigned applicants (Names should be indicated as they appear in the requesy):

QUAY, Steven C. BRANDT, Gordan KLEPPE, Mary S, MACEVILLY, Canor J.
23632 Hwy 99 Ste. F PMB 790 KALMIA CT. P.O.BOX 1535 3046 N.W, 6JTH ST
Ste. F PMB 454 ISSAQUAH, WA 98027 KINGSTON, WA 98346 SEATTLE, WA 98107
EDMONDS, WA us Us uUs

98026-9224, US

hereby eppoints (appoint) the following person as: agent 0 common representative

Name and address '

{Family name followsd by given name; for a legal entity, full offi eld dezignation. The acddress must includs postal coda and name of country.)
LUNN, Paul G., Reg. No. 32,743
Patent Counsel
Nastech Pharmaceutical Company Inc.
3450 Moate Villa Parlcway

Bothell, WA 98021-8906
Usa

to represent the umdersigned before ail the competent International Authorities
1 the International Searching Autharity only
O the International Preliminary Examining Authority only

in connection with the intermational application identified below:

Tltl; of the invention: COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL DELIVERY OF Y2
RECEPTOR-BINDING PEPTIDES AND METHODS FOR TREATING AND PREVENTING OBESITY

Applicant’s ar n'gent’l file reference: 02-04PCT
International application number: PCT/US03/40538
Filed with the following Office LIS as receiving Office and to make or receive payments on behalf of the undersigned.

Slgnlture of the applicants (whsre there are several applicants, sech of thers must sign; nexi to each signasrs, indicass the nams of the person signing

in whigh the paryon sigms, If such capacity i not obviows from reading the requast or thiz powsr):
% c:let. 13wy |

Steven C. Quay, Apphcnntl mvenlo)w Date:
C M 2 f ZooH
Gordon Brandt, Applicant/ [nventor Date: 1

Mary S. KLE@E. Applicant / Inventor 5 ? Date:

V’% 2 v / Ao

Conor J. MACEVILLY, Appncanumvenk/ Date: 7.

Form' PCT/Model of general power of attorney (for several internationa! applications)(July 1992)




BoxNe Vi FRIORITY CLAIM

The priccity of the following earfier spplication(s) is hereby elatmed:

| v Vo i
: of exrller application tooal sppliations | tnimastiona
application: m reglonal Office recelving Office
or member
item (1) 1771272002 10/322,266 s
17 December 2002
item (2) 7/8/2003 60/493,236 S
7 August 2003
item (3) 8/09/2003 60/501,170 us
8 September 2003
Jo¥f < ftem (4) 8/10/2003 60/510,785 us
8 October 2003
bf { €L
Hhe € 5ot :;:n(SJ oa::;zu%gs 60/517,290 U3
o Novem
et ¥’
\
o [X] Purther priority cinims are indicsted in the Supplamental Box.

The receiving Office ir requested to prepere aad tranamiit to the International Burenu & certified copy of the earller spplication(s) fandy
the sarlier applicotion wax Mlad wich the Qffice which for the parposss of thir international crplication is the recalving Ofics) Ldantificd
abave as.

Wt Jomm Junw [Jamp [Jenw [Jume [ e e

* [Fhre thu earlisr qpplicution is an ARIPO application, indicrae af lsaat ons cowntry party fo the Paris Convention for the Protsction of
Indvtried Proparty or ans Mmber of the Workd Trady Orgewination for which that sariler application wa fifed (Rede £,10/)M0): ... .. ...

Chwice of Internstionsl Sesrehing Anthority (IXA) (i o or more Snternationed Searcking Authorities are competent to corvy oxt the
international search, indicate tha Asthority charn; the two-letiar cods may be wend):

Dats pinonehyenz) ' Number Country (or regtored Offcs)
111272002 10722 ,266 us

BmxNe Vill  DECLARATIONS

The following deciarations are conteined io Boxes No. VI (1) to (v) {imark the appliceble check- Number of
boxes below and indicate in the right cohoun the nxmber of vach yps of daclorotian): deciarations
[ pexNe. vy Declaration a4 t the ectity of the investar
D Box No. VIIF (if) Decliration as to the spplicant’s entittamest, & 8t e international filing
datn, to spply for and by grenied s patent
i Deciaration t to the et at the interastionsl
[] Box e vm iy Dodmtimeti spplenst's e, n filing
; Declustin of for the of the of the
[ BoxNo. vimav) Ums“;m-unm purposes of the designation
D Bax No. VII (v) muhmﬂm«mhﬁdm
Form PCI/ROV10) (thi Tudy 2002 repwint July 2003 Sse Notas to the request form

53
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’ P v PCT/US2003/040538
RECEIVED - PATENT COOPERATION TREATY’ ' My
APR 12 2004
. From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To:
NOTIFICATION OF RECEIPT OF . LUNN, Paul. G.
RECORD COPY Nastech Pharmaceutical Company Inc.
3450 Monte Viilla Parkway
(PCT Rule 24.2(a)) Bothell, WA 98021-8906
United States of Amarica
Datoe of malfing (dsy/montivyear)
31 March 2004 (31.03.2004) . _ IMPORTANT NOTIFICATION (
Applicant's or agent's fis reference ' International appiication Ne. R
02-04PCT PCT/US2003/040538

The applicant Is hersby notifled that thn Intnrnltlunnl llurnu has recelved the ruwrd now dl' the lrmrml.iunnl lpplleltlun 1]
detalied beiow.

- Ngme(s) of the sppllcant(s} lﬂd srmm %r whlm lhw sre applioan:s: et : nT
" NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY INC. (for all doslgnutod States except US)
QUAY, Steven, C. st al {for US)

>

International flling dete . : 17 December 2003 (17.12.2003)
Priority date(s) claimed : 17 December 2002 (17.12.2002)
07 August 2003 (07.08.2003)
08 Septembesr 2003 (08.09.2003)
10 October 2003 (10.10.2003)

04 November 2003 (04.11.2003)
10 November 2003 (10.11.2003)
Date of recelpt of the record copy

by the International Buresu : 12 March 2004 (12.03.2004)
List of designated Offlces :

AP :BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,52,TZ,UG ZM,ZW

EA :AM,AZ BY KG,KZ,MD,RU,TJ, TM

EP :AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,.ES,FI,FR,GB,GR,HU,IEIT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,5K, TR

OA :BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG N

Natlonal :AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO;CR,CU,C2,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,ISJP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT, -
LU,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NI,NO,NZ,0M,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,
TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU ZA ZM,ZW

The Internetional Burezu of WIPO Authortzad officer:
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland Juan CRUZ
Facsimlle No. (41-22} 338.80.86 Telephone No. (41-22) 338 8238

‘Form PCTNB/A01 (April 2002) 006181883
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‘4/ : PCT/US2003/040538
fl/ - PATENT COOPERATION TREATY

6 ,'/ 4 / A L{ From the INTERNATIONAL BUREAU qu

To:

NOTIFICATION CONCERNING LUNN, Paul, G.
SUBMISSION OR TRANSMITTAL
Nastech Pharmaceutical Company Inc.
OF PRIORITY DOCUMENT 3450 Monta Viila Parkway
(PCT Administrative Instructions, Section 411) Bothell, WA 98021-8906
) United States of America
Date of malling (day/month/year)
31 March 2004 (31.03.2004)
Appliognt’s or agent's flle reference )
02-04PCT IMPORTANT NOTIACATION
Intarnational application No, Internatianal flling date (day/month/year)
PCT/US2003/040538 : 17 Dacember 2003 {17.12.2003)
international publication dats (day/monthvyear) Priority dets (day/monthiyesr)
Not yet publlshed . 17 Decomber 2002 (17 12 2002)
o 2 T T L S T T
R . -API! ﬂ L ”1_“' I N . " o, '.-""-. g N _a'._‘.- 'l'ﬂ.‘ﬂ- .:l .

NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY INC ot al

1. By maens of this Form, which raplsces any praviously lssued notification eongerning submisalon or tranamittel of priority
documents, the applicant Is hereby notifiad of the date of recsipt by the Intermnational Bureau of the priarity document(s)
relating to all earller application{s) whoae priority ls claimed. Unleas atherwisa Indicated by the lettera "NR", In the
right-hand column or by an asterisk appearing next to s date of recelpt, the priority dooumem concerned was submitted or
transmitted to the Intarnational Bureau In compliance with Rule 17.1(2) or (b).

2. (i appliosblg) Tha lettars "NR™ appearing In the right-hand golumn denote a priority docurment which, on the date of pwalling
of thia Form. had not yet been received by tha International Bureau under Rule 17.1(e) or (b). Where, under Rule 17.1{a) , the
priarity document must be submitted by the spplicant to the recelving Offios or the Internationsl Bureay, but the applicam
falls to submit the priority dooument within the applicable tima limit under that Rule, the sttention of the sppiicant ks directad
to Rule 17.1{c) which pravides that no designsted Office may disregerd the priority claim concerned before glving the
applicant an apportunity, upon entry Into the natlonal phass, to furnish the priority dooument within a time lim#t which Is
reasanable under the clrcumatances.

3. (fapploable)} An ssterisk{®) appenring next to s date of raceipt, In the right-hand column, denotes a priorfty document
submitted or transmitted to the imternational Bureau byt not In complanes with Rule 12.1{s) or (b} {the priority documant
was racelved after the time limit prescribed In Rule 17.1(a) or the request to prepare and trangmk the priority documant was
submitted to the recelving Office after the applicable ime limit under Rule 17.1{b}). Even though the priority document was
not furnished in compliance with Rule 17.1(s) or (b), the Intemational Bureau will neverthaless transmit a copy of the
dooument to the designated Offices, for their consideration. In case such a copy ls not ecoepted by the designated Office
as priority documant, Rule 17.1{c) provides that no designated Offica may disregard the priority olaim concsrned befors
glving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit
which s reasonable under the clroumstancas.

Priority date Pdority apollcation No. Lountry or reglonal Office Data of repalot
ar PCT macalving Office of oriarity dogument
17 Dece 2002 {17.12.2002) 10/322,266 us 12 Marc 2004 {12.03.2004)
07 Augu 2003 (07.08.2003) 60/493,226 us 11 Marc 2004 (11.03.2004)
{08 Sept 2003 (08.09.2003) 60/501,170 us 11 Mare 2004 (11.03.2004)
10 Nove 2003 (10.11.2003) 60/518,812 us . : NR

Only 4Litded = e S perentvy _Md.sl.

The iImemational Burseu of WIPO Authorized officer .
34, chemln des Colombetiys n CR
1211 Goneva 20, Switzerland Juan CRUZ
Faosimile No. {41-22) 338.89.66 Telephone No. (41-22) 338 8239

Form PCTAR/A04 {(January 2004) " 008181884

IR g —————
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1 hereby cartily that Lhe rpnnlﬂonlmpondanunuld'lodhonhlllnl doﬂulhdwllhﬂloUuMStluPuhlSeMn Claas Mall
servica under 37 CFR 1.10 on the dais Indicatad above and [s addressad to Mall Stop PCT, Commissioner for Petents, PO Box 1450,

B : Dats 08 July 2004 { 08.07.04)"
TRANSM"TAL LE.ITER T THE International App“ﬂlbl‘l No. PCTAJS03/40538
UNITED STATES RECEIVING OFFICE Atiorey Docket No. T20PCT
I__ Certification undar 37 CFR 1.10 (if applicable)
Sertt raguter mall 08 July 2004
Dats of Deposit

" Alexandris, VA 22313-1450
: |\ ket Leatls M. Xodish
{__Signaturs of psrson mafing cormaspondenca Typed or printed nema of person maling cormspondence |
B[] wewintemational Appilcation
TITLE ITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL " Earfiest date
OOMPOS NS Y2 RECEPTOR-BINDING PEPTIDES AND METHODS : IMMHQ
FOHTREATINGANDPRBIEHHNG DBES " {7 Dec 2002

SCREENING DISCLOSURE INFORMATION: In order t asalst in screening the eccompanying intemational appication for
purposes of detsrmining whether a licanse for foreign tranamitin] should and couki be granted and for other purposes, the
following Information ls supplied: (Nota: chack as many boxas as apply):

A [] Theinvention diacicsed was not mads In the United States.

B. [] Thers is no prior U.S. appication resting to this jovention.

c. D The following prior U.S. appiication(s) contain subjact mattar which is related to the Yivention disclosed In the ettached
. intemational spplicatioh. (NOTE: priorily lo thase appiications may or may not ba claimed on form PCT/RQ/TO1

{Raquesl) and this listing does not constituls & claim for priarity.}

application as. 107322 288 flled on ~ 17 Duc 2002
no. fied on

0. ] The present intsmational appiication containa addiane! subject matier not fourd in the prior U.S. epplication(s)

ideniified in paragraph C. above. The additlonal subject matiar Is found on pages -~
and [_] DOES NOTALTER [__] MIGHT BE CONSIDERED TG ALTER the general nature of the Invention In & manner

. which would raquire tha U.S. application {o hava beén made avallabis for Inspection by the appropriate defense sgencies

under 35 U.5.C. 181 and 37 CFR 5.1. See 37 CFR 5.15.

m. D A Responss to an Invitation from the RO/US. Tha following documeni(s) is{ars) enciosed:
A D A Request for An Exiension of Time to Fie a Reaganse

B. [] A Powerof Atiomey (Ganerat or Regular)

C. L__I Rapinulnenl pages: .
es of the request (PCT/RO/01) | pages of the figuras

e of the dascription pages - of the sbetruct
L) of the claims * -
p. [ ] Submission of Priority Documents
| Priority document | |_Priority documant | ) |

E. [ ] Fees m spacified on atiached Foe Caiculation sheet form PCT/ROVIDY annex .

tv. [_] ARequestfor Rectification under PCT#1 || APetiion  |_] A Sequence Listing Disketts

V. Other (please specify): Request for Intemational Preiiminary Examination DEMAND, Fee Calculation with suthorization for
charging the depoalt account, Tranamlital Letisr, Ratum Recaipt Postcard.

™M

D Applicant Paul G. Lunn
P;.MF o this EI Atiomey/Agent (Reg. No.) 32,743 .~ Typed name of signer
form Is the: £ }
] common Reprassntative M - AL
v Signatura_°

PTO-1382 (Rev. 04-2003) U.S. Department of Commerca: Patant and Tradamark Office




H;MMNMMMHWMWWAMM if two or miore Authorilies are compatent,
with the ana chowen by tha applicent. The fiull name or two-lstier cods of that Authorlty may be indioated by the opplicont on the lne below:

IPEA/

PCT CHAPTER II

DEMAND

under Article 31 of the Patent Cooperation Tmﬁ )
The undersigned requests that the intemational application specified below be the subject of
international preliminary examination sccording to the Patent Cooparation Tresty.

Far Internations! Preliminary Examining Authority use only

Identification of TPEA Dale of receipt of DEMAND —

— —
— ———— —

) Applicant’s U's file eference.
BoxNo.l IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION i Or sgents e el

Intenational spplication No. Intesnational filing dair (daymoniiipenr) | (Earlicst) Priority dats (daymonthiyear)
‘| PCTIUS03/40538 17 Dec 2003 (17.12.03) 17 Dec 2002 (17.12.02)
Titla of invention —
COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCQSAL DELIVERY OF Y2
L 1 R

BoxNo.lI APPLICANT(S)
N Tel Ne.
Name and addreas: m_mgw;-?mﬁﬂﬂ_ ephune No

425-908-3643
NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY INC. Facaimils No.
3450 Monte Villa Parkway 425-908-3655
Bothell, WA 98021-8906 US Telcprinter N,
[ Applicant’s reglstration No. with the Office
32,743
State (tkat i, counery) of nationality: State (that @, country] of residence:
Us uUs
Name and addrss: (Fanlly nane fallowed by given mane; for a legal anily, Sl official desigration. The adirey st inchuls pastol cods and nome of coury)
QUAY, Steven C.
23632 HWY 99, STE F PMB 454
Edmonds, WA 98026-9224
Us
Sﬁlg (that L, counsry) of matioality: t’hg (thal iz, country) of regidence: .1
= = —

Name and acldress: (Fonily nows folled by givn rowe: fir s lagal ontis /il oficial dmigrmton, Tha address must inclusis postal cods and e of ccunry)

BRANDT, Gordon
790 Kaimia Ct
Issaquah, WA 98027
Us

State {that br, couniry) of nationality: ) State ikal is, country) of residence;
us us

|Z| Fustber applicants are lndicated on & continuation sheet,

Form PCT/AFRA/MO1 (frst sheet) (Janusry 2004) . See Nater to the denand form




25|

International spplication No.
Shest No. 2. PCT/US03/40538

Contiugation of Bex No. II APPLICANT(S) .
{'nane of tha fallowing sub-boxes ls uved, this sheet shauld not be inchuded in the demand.

Name and address: Famtly aane fallwad by gl nane; for « leged ensily, faf qfficial desigmation. T ockireer st inchuds pustol cods andd e of aoeedry)

KLEPPE, Mary S.
P.O. Box 1535
Kingston, WA 98346
us

State (thas is, eoumtry) of nationality: State (that Ix, conoeiry) of meeidence:
. Us

Name and nddress: (Fandly s fillowed by given none; for o icgal ety full gfficial dasigmation. Tt adings wans inchads pastal cods ol noms of cuniry)

MACEVILLE, Conor J.
3046 N.W. 60th Straet
Seattle, WA 98107

us
State hat bs, country) of natioeality: State (that Is, country) of residence:
us Us

Nime and acdress: (Fumly s follnend ly g mone; fir a logel anchy, fill oficial dsigration. The cxkresy sust deches poctal code ot et of oy

State (ther &s, coumiry) of nationality: State {that i, comntry) of residence:

Name and address: (Family nows followad by giver novet: o lagal ntit, Al efficial designation. Tiat adkdbers sut inchale postal cods and s of cantry)

Stute fhat is, country} of naticnality: State (that is, cownsry) of residence:

D Furtber applicants are-indiceted on another continustion sheet.

Focm PCT/IPEA/40L (contimuation slieet) (Jamuary 2004)

Seq Noter to the demand form
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3 Internutional spplication N,
SheetNo. .. PCT/US03/40538

BoxNo.1ll AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

Toe bliowing person s [f] agemt [[] common representative
and [J] has been appointed enrtier and represents the applicant(s) alaa for international preliminary examination.
[[] & beseby sppointed and any eartier appointment of (an) sgent(s)icommon representative ks heretry ravoled.

[:j Lhu.:y(' qeuﬁuny_r:upgwm;;ih;_mmmmmmmE?;..mminumhnmy.lnddmom
R - fors . an. | Te! No.
T ST -
LUNN, Paul G. Agent  Faceimlls No. .
NASTECH PHARMAGCEUTICAL COMPANY INC 425-908-3655
3450 Monte Villa Parkway Telcpriater No.
Bothell, WA 88021-8906 '
Ageat'sreghrtration No. with the Office
' 32,743

Address for correspondence: Mark this check-box whars comumon ive is/hay been appointed and the
D spaca above is used instesd to indicate « special sddres i v w:;pmuhem:m .

Box No.IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statemest concerniogamendiments;*

1. The applicant wishes the international preliminary sxamination te start on the basls of:
the International appication as originally filed
the description | X|  as originally filed

s amended under Article 34

the claims s ariginally filed
2 smandedt under Articls 19 (together with any sccompanying ftateient)

a1 amended under Article 34

the drawings ap originally filed

as umended under Articls 34

(14 64 Ckd

2 D The applicant wishey sny amendment to the claims under Article 19 to be congidered as reversed,

The applitant wishts the start of the Interoational preliminary examinstion to be ed unli] the expiration of the
.pplim:ﬂﬁ:um timit ouder Rula 69.1(d). postpon ¢
4, The spplicaot expregsly wishes the internationa) prelimi cxamination to start earfler than at the expiration of the
O wﬂwﬁmlﬂn“u{unmsm.l(-y preliminecy crpiian o

* Where no cheak-box is marked, intematignal peeliminary exsmination will start on the basis of the international spplication
uuiliml'lj‘ﬁlad of, where s copy of amendments to the claima under Articlo 19 ind/or amendmanis of the internations] application
under Article 34 are recelved by the Internationsl Preliminary Examining Authority before it has begun to draw up & writien opinion
or the intermtions| preliminary examination report, w so amended.

Laoguage for the purposes of International prellmisary examinatlon: ........cccivvciamieiiririciamiinaisecaianiraens
which is the languagz in which the intemationat spplication was filed.
[ ] which is the language of a transiation furnished for the puposes of intarmations) gearch
[[] which is the langusge of publication of the international spplication.
|:| which is the langunge of tho tranaslation (to be) furnished for the purposes of intarnational prelintinary examination,

Box No.V ELECTION OF STATES

The filing of thia domand constitutes the eloction of all Contracting Siates which are designated snd are bound by Chapter I of the
PCT.

Farm PCT/IPEA/0( (second sheet) (January 2004} See Notes io the demand form




Sheet No. . 4 International application No.
o -t PCT/US03/40538
BozNo. VI CHECK LIST _
Tha demand is sccompanied by the following elementy, in the language referred to in For International Preliminary
Bax No. IV, for the purposes of intemstional preliminary examination: Exsmining Autherity vsc only
. recalved not received
l. tranaistion of intemational application : 0 sheets (I} Cl
2. amendments under Article 34 : 0 sheats O O
3, copy (o, where required, transiation) of .
amendments under Articlo 19 : 0 sheons 3 O
4. copy {or, where required, trunslation) of
matemont under Asticle 19 shecty (| (N
5. letter - 0 sheets O O
6 other apecify) O thests O O
The demand in also accompanied by the jtem(s) marked below:
1. (] feccalculntion sheet 5.[] statement explaining Jack of signature
2.[]J original sepamte power of stiomey 6.[] sequence listing in computer readably form
3.[] original general power of attomey 7.{] tables in computer readable form related to s
4.[] copy of general power of attorney; sequoncs liating
reference namber, if any: 1. [l other Gpecifyy); REtum recelpt postcand

Bux No. VI SIGNATURE OF APPHM. AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Naxt to aach sigmuture, indicute e name of the peryon sigring sl the copaclly in which the parsan sigr (i such copacily iy not obviea from readiag the demand]).

(i

Paul G. LUNN, Agent

For [mternational Preliminary Examining Authority use only
1. Date of actunl receipt of DEMAND: '

2 Adputed dete of receipt of demand dus
to CORRECTIONS under Rule 60.1(b):

:.[_"J The date of receipt of the demand is AFTER the 6. [:| The date of rocaipt of the demand ts AFTER the
expirstion of 19 months Brom tha priority dute sud explrution of thotime limit under Role $4%. 1 () and
item 4 or 5, below, does not apply. {ten 7 or 8, below, does not apply.

[ The spicen haa bemn informsd socordingly. | 7. (] Tue dwieof eceiptofthe demad i WITHIN e tue
fimit ander Rule 54bir. 1(s) ms cxtznded by virtue of

4, D Thedate of receipt of the demand is WITHIN the time Rule 80.5
limitof 19 from the priarity date as extended
o .:“..,,:’"‘““ S oaitof e demand L oot et v ke S o e
R the dato of the he jmtion of the time limit 3 ()
* D «xsm%mm'ﬂ’m Eymmvdhaxcusmwmmukule

dl y I arrival is EXCUSED pursusat to Rule §2.

For Intornational Bureau use anly

Demand received from [PEA on:

Form PCT/IPEA/401 (last aheet) (Jarmary 2004) - SuN;lubﬁcdmmdﬁm
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PATENT COOPERATION TREATY PCTAUS2003/040!

From the INTERNATIONAL BUREAU %q

PCT
NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL LUNN, Paul, G.
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES ggﬁ"“mu"ﬂ' Company Inc.
nte Vila Parkway
* Bothell, WA 98021-8006 RECEIVED
(PCT Rule 47.1(c), first scntence) ETATS-UNIS D'AMERIQUE
JUL 1 3 2004
Date of mailing (day/monilvyear)
08 July 2004 (08.07.2004)
Applicant's or agent's file reference
02-04PCT IMPORTANT NOTICE
Initrmational application No. Iniernationa] fillng date {daymon/vyear) Priority date {daymonth/year)
PCTAUS2003/040538 17 December 2003 (17.12.2003) 17 December 2002 (17.12.2002)
Applicant

NASTECH PHARMAGEUTICAL COMPANY INC, et al

[. Notice Is bersby given thal the Iniemational Bureau bas communicated, a3 provided in Anticle 20, the international application to the
following designated Offices on the date indicated above a3 the date of mailing of this notice:

AU, AZ, BY, CH, CN, (03, DZ, EP, HU, JP, KG, KP, KR, MD, MK, MZ, RU, TM, US

In accordance with Rule 47.1(c), third seotence, those Offices will accept the present nolice as conclusive evidence that the communiestion
of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy of the international spplication is
required to be furnished by the applicant to the designated Office(s). .

[
H

The following designated Offices have waived tha requirement for such A communication at this tire:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BZ, CA, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EA, EC, EE, EG, ES, F|, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, ID, I, IN, IS, KE, KZ, LG, LK, LR, LS, LT, LU, MA, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PG, PH, PL,
PT, RO, §C, SD, SE, SG, SK, SL, 8Y, TJ, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW

The comnmnication will be made to thosa Offices only upon their request. Furthermore, those Offices do net nequire the applicant Lo
furnish o copy of the international application (Rule 49. 1 (s-bix)). .

3. Enclosed with this notice is a copy of the intemational application as published by (he Intemational Burean on
08 July 2004 (08.07.2004) under No. WO 2004/058314

4. TIME LIMITS for flling a demand for International preliminury examination and for eatry Into the national pbase

The applictble tinw limit for entering the national phase will, subject to what i sald In the following paragraph, be 30 MONTHS from

| the priodty date, not only in respect of eny elected Office if a demand for international preliminary examinalion 15 Bled before the

~ ~expirortolT OF 19 fionths from the priority date, but also in respect of any designaled Office, in the absence of filing of such demand, whare

O Article 23(1) a3 modified with effect from 1 April 2002 applies in respect of that designated Office. For further details, see PCT Crzene

Ne. 4472001 of | November 2001, pages 19926, 19932 and 19934, as well as the PCT Newslerrer, October and November 2001 and
‘\ February 2002 issues.

In preciice, ime limlts other than the 30-month thme limit will continue 1o apply, for various periods of time, in respect of certain
designated or elected Offices. For reguinr updotes on the applicable Hme Ihnlts (20, 21, 30 or 31 months, or other time limit), Office by
Office, refer to the PCT Garente, the PCT Newslzsnar and the PCT Appllicant’s Guide, Volume I, National Chapiery, all avajlable from
WIPO"s lniernel site, at htip://www.wipo.int/pctfen/index himl.

ing a demand for International preliminary exemination, see the PCT Applicans’s Guide, Volume /A, Chapier IX. Only an
icant who iy a natiopal or resident of a PCT Contracting Stue which is boand by Chapter Il hes the right to fil= a demand for
ational praliminary examination (at present, all PCT Contracting States are bound by Chapter IT). ]

1t is the applicant's sole respunadbility 1o manitor all these time limits.

The Internationil Buresu of WIFQ Autharized officer
34, chemin des Colombetts .
mf Gﬁmr:rnzo..Swimhn:! Nora Lindner

Facsimile No.+41 22 740 14 35 Encsimile No.+4 1 22 338 89 65
Form PCT/TB/308 (April 2007) .
b
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(43) Interational Publication Date
8 July 2004 (08.07.2004) PCT

(10) International Publication Number

WO 2004/056314 A2

(51) Inlernational Patent Classification™: AGIK (71) Inventors; and
(75) Inventors’Applicants (for (/S only): QUAY, Sieven, C.

(21) Internallonal Appliewtion Number:
PCT/US2003/040538

{22) International Flllog Date:
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(25) Flllng Langnoge: Bnglish

[US/US]; 23632 Hwy 99, Sto. F PMB 454, Bdmonds,
WA 98026-9774 (US). BRANDT, Gordon [US/US]; 790
Kalmia CL, Insaqueh, WA 98027 (US). KLEPPE, Mary,
S. [US/US]; PO. Box 1538, Kingsion, WA 98346 (US).

" MACEVILLY, Conor, J. {US/US]; 3046 N.W. 60¢th Street,

Seattle, WA 98107 (US).

(74) Agent: LUNN, Paul, G.; Nastech Pharmaceotical Com-

pany Inc., 3450 Montz Villa Patkway, Bothell, WA 98021-

(26) Publication Language: English 8906 (US).

(30) Priorlty Dain: (81) Designaied States (natiorai): AE, AQ, AL, AM, AT, AU,
10/322,266 17 December 2002 (17.12.2000) US AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU,
60v493 226 7 August 2003 {07.08.2003} US CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, BE, EG, ES, F1, GB, GD, GE,

ptember 3003 (08.09.2003) US

OH, GM, HR, HU, ID, IL. IN, IS, JP, KR, KG, KF, KR, KZ,

afefid per 007 [US, TUI0T) UL LC, LK, LR, LS, LT, LU, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
— 60/517,290 4 November 2003 (04.11.2003) US MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT. RO, RU, SC,
; 60/518,812 10 November 2003 (10.11.2003} US SD, SE, SG, SK, SL. SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
= UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.
== (71) Applicant (for all designated States except US):
= NASTECH PHARMACEUTLCAL COMPANY INC. (84) Designated States (regional): ARIPO patent (BW, GIl,
= [US/US]; 3450 Monte Villa Parkway, Bothell, WA GM, K¥, LS, MW, MZ, 8D, 8L, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
== 98021-8906 (US). Eurasian patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
% {Continued on naxt page]
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== (54) Title: COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL DELIVERY OF Y? RECEPTOR-BINDING PEP-
== TIDES AND METHODS FOR TREATING AND PREVENTING OBESITY
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<f* (57) Absiract: Phaymaceuticat compesitions and methods are described comprising at least one peptide YY componnd wnd one or

0 200

more intranssal delivery-enhencing agents for enhanced nass] mucose] dalivery of the peptide Y'Y, for Lreating a variety of discases
and conditions in mammalian subjects, including obesity. In ane aspect, the intranasal delivery formulations and methods provide
enhanced delivery of peptide YY to the blood plasmn or central nervons system (CNS) tissue or fluid, for example, by yielding a
pesk concentration (C,,,) of the peptide YY in the blood plagma ar CNS tissue or floid of the subject that is 20% or grester compared

to a peak concentration of the peptide YY in the blood piasma or CNS tissue or fluid of the subject following administration to the
subject of & same concentration or dose of the peptide YY to the sohject by subcutaneous injection.
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(22) Inicropalions] Flling Dale:
17 December 2003 (17.12.2003)

(25) Filing Langunge: Tinglish

(26) Poblication Language: DEnglish

(30) Priority Data:
10/322.266 17 December 2002 (17.122002) US
60/493,2765 7 Augost 2003 (07.08.2003) US
60/501,170 8 Scptember 2003 (C8.0920I8) US
60/510,785 10 October 2003 (10.10.2003) US
60/517,290 4 November 2003 (04.112003) US
6O/518812 10 November 2003 (10.11.2003) US

(71) Applicant (for all designmied Siates except US):
NASTECH FHARMACEUTICAL COMPANY INC
|[US/US]; M50 Monie Villa Parkway, Bothcll, WA
98021-3906 (US)

(72) Inveniors; and.

(75) laventore/Applicants {for US only): QUAY, Sieven, C.
{USAUS]; 23632 Tiwy 99, Sic. F PMB 454, Bdmonds,
WA 98026-9224 (US). BRANDT, Gordon |US/US]; 790
Kalmin Ct., Tssaquah, WA 98027 (US). KLEPPE, Mary,
8. [US/US]; PO. Box 1535, Kingston, WA 98346 (US).
MACEVILLY, Conor, J. | US/US|; 3046 N.W., 60th Street,
Seatile, WA 98107 (US).

(74) Agent: LUNN, Paul, G.; Nastech Phormaecatioal Com-
pany Inc., 3450 Monte Villa Porkway, Bathell, WA 98021
8906 (USL

(81) Designated Siates (rational): AR, AG, AL, AM,
AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH,CN, CO,
CZ, DB, DK, DM, DZ, BC, IIE, BG, ES, 1, GB,
QH,GM, IR, HU, ID, IL, IN, IS, IP’, KB, KG, KP,
LG, LK LR, LS, LT, LU, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
MX, MZ, N1, NO, NZ, OM, PG, I'H, PL, PT, RO, RU, SC,
SD, SB, 3G, 3K, SL, 8Y, TJ, T™M, TN, TR, TT, TZ, UA,
UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Desigmated Stotes (ngional): ARIPO patent (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, 8D, SL, 8Z, TZ, UG, ZM, ZW),
Burusian patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Buropcan patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK. EE,
ES, FI, FR, GB, GR, HU, IR, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE,
SL, SK, TR), OAPI patent (BF, Bf, CF, CG, CL, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declaration under Rule 4.17:
of lnventorship (Rula 4.17(iv)) for US only

blatyed:
with internarional search report
before the expiration of the tine limb for amending the
claims amd 10 be republished in the evanr of recelpt of
amendmenty

Pu

(88) Dute of publication of the Iniernational search report:
31 March 2005

For two-leter codex ond other abbreviations. refer 1o the "Guid-
anve Notes on Codes and Abbreviations” appeoring at the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazane.

(54) Tithe: COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL DELIVERY OF Y2 RECEPFTOR-BINDING PEP-

TIDES AND METHODS FOR TREATING AND PREVENTING OBESITY
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enhanced delivery of peptide YY 10 tha biood piasma or central nervous system (CNS) tissue or fluid, for cxample, by yielding »
peak concentration (Caam) of the peptide YY in the blood plasma or CNS tinsoe or fluid of the subject that is 20% ur gresier compared
1o o pesk concentration of the peptide YY in the blood plaama or CNS tissue or fluld of the subject following administration to the
subject of a same concentration or dose of the peptide YY to the subject by subeatsnsous injection.
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IN THE INTERNATIONAL BUREAU (WIPO)

IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION
International Application Number: PCT/US03/40538
Publication No. WO 2004/0563 14, published on 08 July 2004
Agent's File Reference: 02-04PCT
International Filing Date: 12 DECEMBER 2003
Applicant: Nastech Pharmaceutical Company Inc.
Title: COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL

DELIVERY OF Y2 RECEPTOR-BINDING PEPTIDES AND METHODS FOR
TREATING AND PREVENTING OBESITY

EST FOR CORRECTJON OF ATIONAL
APPLICATION AS PUBLISHED

To the International Bureau of WIPO:
Atftention: Nora Lindner, Authorized Officer, WIPO

In response to reviewing, the International Application as pubﬁshed by the
international Bureau on 08 July 2004, under No. WO 2004/0563 14, please make the
following change when the application is republished with the search report:

We originally changed Box VI. Priority Claim, on the request item (4) U.S.
60/510,785, per the Request of the RO. We changed the request to match the
U.S.PTO records of 08 OCT 2003. However, the U.S.PTO records were in error. We
now have a new comrected filing receipt fixing the priority cleim filing date to the
correct date of 10 OCT 2003. We have attached the front page of the publication
showing the requested change in item (30) priority date, and the new corrected filing

receipt.
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REMARKS
Should there be any questions, please contact the undersigned attomey at
(425) 908-3682, or by email at plunn@nastech.com.

Respectfully Submitted,
22 31y 2004 Lol blum by i
Date Paul G. Lunn abs deit,
Agent
Paul G. Lunn, Patent Counsel
Nastech Pharmaceutical Company Inc.
3450 Monte Villa Parkway
Bothell, WA 98021-8906
(425) 908-3643
USA
Enclosures:
o CORRECTED Filing Receipt for U.S. Application No. 60/510,785, showing
the filing date of 10/10/2003. .
« front page of the publication showing the requested change in item (30)

priority date

FACSIMILE MAIL CERTIFICATION

1 hereby certify that this correspondence is being sent by FACSIMILE addressed to:
Nora Linder, the International Bureau of WIPO, 34, chemin des Colombettes, 1211
Geneva 20 Switzerland, 41-22-740 14 35. Four total pages are enclosed.

Date of facsimile: 22 July 2004

Typed Name: Leslie M. Kodish

Signature: Vﬂﬁl Th. e elon
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{(75) {nventarw/Applkcunis (for (S anlvl: QUAY, Steven, C.
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PCTAISIDOIAMOSIR WA 980269224 (UIS). BRANIT, Gordon [USAISE: 790
Kalmia C1.. Issaquoh, WA Y8027 (US). KLEPPIS, Mary,
{22) Infcrnalionn! Flling Dute: N, [USAISE 1200, Bux 1535, Kingstun, WA Y3346 (US).
17 December 2003 (17.12.2003) MACEVILLY, Conoc, J. [USAUIS|; 306 N.W. 601h Street,

Scaltle. WA Y8107 (LIS).
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(25} Filng Lunguage aglEh 124y Agent: LUNN, Puul, G.; Nasiech Phamucsutical Com-
(26) Publieation Langunges: Linglish m '("‘R ’:""50 Monie Villa Parkway. Bollwll, WA 98021-
(30) Priority Duta: {81) Designated States (nusional): AE, AG, Al. AM., AT, AU,
1322266 17 December 2002 (17.12.2002)  US AZ. BA, BB. BG. BR, BY, BZ, CA. CI1,CN, CO, CR, CU.,
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60/517.29) 4 Novembor 2003 (04,11.2003)  US MX. M7, NI NO, NZ, OM, PG. PII, PL. I'T, RO, RU, SC.
GU/5 18812 10 Novemher 2003 (10.11.2003)  US SD. SIL SG. SK. SL. SY, T4, TM, TN, TR. TT. T, UA.

04/056314 A2 |01 TR VA0 0 1 A L A

UG. US. UZ VC. VN, YU. ZA. 7M, 7ZW.
{71} Appllenl  (Jur ol desipnated Swirs excepr US):
NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY INC.
JUSAIS); 3450 Monie Villu Porkway, HBethell, WA
93021 -9906 (LIS).

(84) Deslgnated Sinles {regional): ARIPO patenl (BW, GII,
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turasian potent (AM, AZ, BY, KG. K7, MD. RU, 11, TM),
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{54) Title: COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL DELIVERY OF Y2 RECLEPTOR-BINDING PEP-
TINES AND METHODS FOR TREATING AND PREVENTING OBESITY
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(57) Absiract: Phanmaceutical compositions and methods are deseribod comprising ut least one peplide YY compaund and one ur
more intrunassl delivery-enhencing agents for enhunced nasal mucosal delivery of the peplide Y'Y, lor trealing a varicly of discuses
and condilions in mammatlian subjects, including ohesity. 1n one aspect. the intrunasal delivery formulations and methods provide
enhanced dolivery of peptide YY 1o the bloed plasmu or centrul nervous system (CNS) tissue or Muid, for example. by yiclding a
peak concenlralion {Cg,) of the pepidee Y'Y in tiw biood pluxma oc CNS tissne or fuid of the subject that is 200 ur greuler comparcd
to a peak conceniration of the peptide YY in the bload plasma or CNS tixsue ur Nuid of the subject Tolkiwing adminiatration w the
subject of n sume coneentralivn or Jose of the peplide YY o the subject by suheulancuus injection,
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™\ UNTTED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE :
0 1 . UNTTED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
" ’ Uanlted Bintes Pateat nad Trademark Ollion
“mﬂu FOR PATENTS
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AP NO, f":g"ngﬁ" ART UNIT | FIL FEE RECD ATTY.DOCKET NO orRawnGs | Tor cums | D cLus
60/510,785 10/10/2003 80 03-09P3 1
: CONFIRMATION NO, 3848,
36814 CORRECTED FILING RECEIPT
RAéJLG LUNN, ESQ. NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY Immmlm“'lm““mmmw
3450 MONTE VILLA PARKWAY ' "OC000000013103330"

BOTHELL, WA 98021-8906
"1

Date Mailad: 06/29/2004

Receipt is ackn'owledged of this provisional Patent Application. It will nat be examined for patentability and will
become abandened not later than twelve months after its fillng date. Be sure to provide the U.S. APPLICATION
NUMBER, FILING DATE, NAME OF APPLICANT, and TITLE OF INVENTION when inquiring "about this.

application. Fegs transmitted by chack or draft are subject io collection. Please verify the accuracy of the data
presented on this receipt If an error Is noted on this Flling Recelpt, please write to the Office of Initlal
Patent Examination's Filing Recelpt Corrections, facsimile number 703-746-9195. Please provide a copy of
this Fillng Rocalpt with the changes noted thereon. If you racelved a “Notice to File Missing Parts™ for this
appilcation, pisase submit any corrections to this Fliing Recelpt with your reply to the Notice. When the
USPTO proceases the reply to the Notice, the USPTO will generate another Filing Recelpt Incorporating
the nquestegl correctlons (If appropriate).

Applicant(s) REC EIVED

Sbeven C. Quay. Edmonds, WA;
Gordon Brandt, Issaquah, WA, JUL § g X4
Mary S. Kleppe, Kingston, WA; V= w3
Conor J. MacEvilly, Seattie, WA;
If Required, Foreign Filing License Granted: 01/07/2004
Projected Puhiicatlon Date: None, application is not eligible for pre-grant publication
Non-PubIIcatI:;n Request: No
Early Publlcatllon Request: No
** SMALL ENTITY **

Title
Protein-free formulation of peptide YY suitable for intranasal administration

LICENSE FOR FOREIGN FILING UNDER
Title 35, United States Code, Section 184
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From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

.II'.::UL G. LUNN PCT A

NASTBCH PHARMACEUTICAL COMPANY, INC. . J
3450 MONTE VILLA PARKWAY NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

BOTHELL, WA S8121-8506 THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
OR THE DECLARATION
(PCT Rulo 44.1)
Date of Mailing

mmeniiyesy 21 JAN 2005

Applicant’ » or agez’s f lle refermce
02-4PCT FOR FURTHER ACTION  See paragraphs 1 and 4 below

Internationn] application No. Interngiiona] filing date
PCT/USC3/40538 {day/month/year)
17 December 2003 {17.12.2003) .

Applicant
NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY, INC.

1. E The spplicant b hersby notified that the Internations] search report has been estabilshed and is trammitted herowith.
Filing of amendmants sud sixtement ander Articts 19:
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NOTESTOFORMPCT/ISA220

These Notes are intended to give the basic insiructions enneernir¥ the filing of amendments under Article 19. The
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative
Instructions under that Treaty, [n case of discrepancy between these Notes and those requirements, the later are
applicable. For more detsiled infarmation, see also the PCT Applicant s Guide, & publication of WIPQ.

In these Notes, “Articte.” “Rule™ and “Section™ refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administrative [nstructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has. after having received the intemationsl search report, one o nity to amend the claims of the
international lication. It should however be emphasized that, since all parts of the international application {claims,
description drawings) may be smended during the intemational preliminary examination procedure, there is usually
no need to [ile amendments of the claims under Article 19 exeept where, e.g. the applicant wants the latter to be published
for the purposes of provisional protection or has unother reason for amending the cluims before international puzlieﬂion.
Furthermore, it should be emphasixed that provisional protection is available in some States only.

What parts of the international application may be smended ?
Under Article 19, only the claims msy be amended.

During the intemnational phase, the claims may also be amended (or farther amended) under Article 34 before
the Iaternational Preliminary Examining Authority. The description and drawings may only be amended
under Article 34 before the International Preliminary Exsmining Autharity,

Upon entry into the national phase, all pats of the international application may be amended under Article 28
or, where applicable, Article 41. ]

When ? Within 2 months from the date of transmittal of the intemational search report or 16 months from the priority
dute, whichever time limit expires Iater. [t should be noted, however, that the amendments will be considered
(1] Imrinlge been received on time if they are received by the International Buresu sfer the expimtion of the
:F“Liaznﬁm limit but before the completion of the technical preparstions for internationa] publication

Where not to flie the amendments 7
The amendenents may only be filed with the Internationst Bureau snd not with the receiving Office or the
[nternationsl Searching Authority (Rule 46.2). .

- Where a demand for intemnationa] preliminary examination has been/is filed, see below.

How?  Either by cancelling one or more entire claims, by sdding one or mere new claims or hy amending the text of
one or more of the claims as filed.

A replacement sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on sccount of an umendment or
amendments. differs from the sheet originally filed.

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered in Arabic numernls. Where a claim is
cancelled, no rmumberin; of the other claims is required. In all cases where claims are renumbered, they must
be renumbered consecutively (Administrative [nstructions, Section 205(b)).

The amendments mast be made in the langoage In which the Internationa! appliestion Is to be published.

What decuments must/may accampuuny the amendments ?
Letter (Sectlon 205(b)):
The amendments must be submilted with a Imr..

The letter will not be published with the intemational application and the amended cluims. [t should not be
confused with the “Statement under Article 19(1)" (see below, under “Statement under Article 15(1)™).

The letter must be in English or French, at the cholee of the applicant. However, If the langaage of the
international application is English, the letter must be in English; if the language of the International
npplication s Frenceh, the letter must be In French,

Notes to Form PCT/ISA/220 (first sheet} (July [998; reprint April 2002)
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An Approach to the Developmént of Drugs for Appetite Disorders
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: Abstract This review covers some modern coneeptd in the development of drugs 10 weat appetne disorders .
. Speaific antenuon 15 paid 1p the peripheral satietv svaemn apd the role of gastrointestinal peptides such as cholecy: =

tokiatn 1n the pathogenesis of saneny  Alterauons o beuropepude Y and/or pepude Y'Y are suggested wplay wrole mn

she pathopbysiology of bulimua. Corticotrapin-reieasipg factor 15 1 putative candidste peplide mvolved 1 anorexn

nervosy. The serotonin reuptake inhibitors fenflurzmupe and Huoxetene decrease weight in obese subjects Endoge- .

noui ppionds modulate the choice of palamble foods Anorexia in the old appears 1q be refated to & decrease 5a opjaid . I«

feeding dnve and an excess of the sanety actwon of cholecysiokimn Otber agents wnvolved 1n weight sequlation™ "
. < tnclude those which siter gastnc empiyng, increase thermogenesis, or modulate fat cell metabohsm. ft should be _

+  suetsed that many neurotransmatters that modulate appetite also alter other behaviors, increasing their propensity t.n
produce side r.ﬂ'ecu

L]

~

e e
- . - i1
The pharmacological treaument of eaung disorders .of drugs for rhe treatment of the eatung disorders needs 4
remains problemane. Only serotonergic agents, such as  to invesugats the oappuianon of othér neurytranygut- H
fenfluramunc and fluoxetene, have proved to have effi ter systems, such as the newropeptdes. -
cacy io the therapy of obesity These agents have not Tins review wall drawon the néwér inforiation from -
found widespiead acmepeance aud appesr 1o be no more .+ sumal stidies Sugaesng 2 major rofe for nenmpq:udes
P successful than behaviortherapy Similarly incychcan- 1o the control of {ngestve behaviors These findings Wl‘
tidepressanis improve mood and the rate of weight gain  be integrated with the evalable information on measure
s 1 hospitalized panents with anorexia nervosz Cypro- meats of neuropeptides 1o the cerebrospmal flud (CSFy .,

. beptadine has also produced vanable weight gain yn oo patients with eatisig disorders ln attempting to de-

! some pauents with aporexia nervosa. Tncyche antide  velop drug therapies far eating duorders, the central role '
pressaots, monoamine gxidase inhibitors, and hetero  of feeding 10 maintmming the Lfe of the organism needs
cychic antdepressants have all had some success 1 the o be remembered This has led us to suggest that evolu-
treatment of bukimic behavior However, n contrast to  tion has resulted 1n the development of & number of ful-

the highly suceessful pharmacological therapies that safe mechanmistas to ensure that there are qumerpys ac

Ey

)

' have been developed for depression and schizophrenia tors waiuag 1o the wings' Lo sosure that the eating dmve
the attempts at psychopharmacological manipulation of 13 maratasned [1] This suggests that adequate traatme
. eaung disorders have been disappasnting Inview of the  of hyperphagic disorders may regure combination che-

fact that excellent agomists and antagon:sts of the class motherapy, with perbaps one drug directed ggmnst a
cal monoamuncs are avauable for chmcal usage thisrel  monoamine and anather against z oevropepude. The
ative farlure 1o develop a rational therapy for the eating  other [actor to be taken into accoubt in drug develop-
disorders suggests that the solution tathe development  meat 15 thet the cenirally scling neurotransmutiers &re

T ’
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Drugs and Appeute

+

' cespongible far the reguiation of multple behaviars and |
obimn thewr specificity: from their anatomical site of |

‘action For example. neuropepude Y produces hyper
phagia when injecied into the hapothalsmus [2} while 1t
enhances memory through a direct action in che hippo-
“campus {3 and unpubhshed gbservauons]

" t

of

An Approach.to the Pharmacologies! Manipulation of
Obesity

wnergy intake and encrgy output Figure ! suggests a
-umber of potenual approaches 1o the pharmacolopieal
management of obesity While icreasipg wsie threshold

certunly ’iters the hedopic qualines of food many pa-

tients ‘m.h bypogeusia manzge to muntan a perfecdy
Jnormal body weight  Sebsiances thar, delay Assinc,
empinng ofien result an 2 mild decrease ip food 1ntake
For example, xvluol hoth slows gastne emptyng. apd
whea given as 3 prelond decreases subsequent {opd
amake [4] Chloroenne acid reduces gastnc emprying
and leads 10 a reduction in body weight 10 rats through a
selecuve reducyon an bodv'hmds [3] A prehminary

*

Obesity deveiops w hen there 15 20 imbalance between ¢

boman study. has suggested chlorotitne aad will reduce

lood 1atake for up 1o 7 days (6] The exactmechanism of
Jeuon of chloroeitne acid 15 not koown '
An jdeal antiobesity sgent would be one which al-
lowed the subject 1o eat as much as he washed but pre-
vented absorption of the food or prosided food that
tasted good but had munimal calone value Agents such
as sacchanoe and aspariame represent an approach to
replacing sweet tasies with noncalonc sweeteaer While
these ageots have found wide scceptabiity amoog the
genehal population And have been used ar an adsunet 1n.
some dietdry programs, the evidence thal they produce
long-term reduction tn wesght 15 not available More

receotly, 2 2oncalonc fat substitute, polyisoxaoe 1s un .

dergoing development Its effects on weight gain await
long-term testing. The development of a number of
alpba-gluconidase inhibitors to interfere with carpoby

drate absorption has feceived widespread chinical testing
both as weight reduction agents and as adjuncts 1 reduc

ing the glycemic response 10 meald Overall, the small-
benefits obumined by these agents have been offset by the
socaally unacceptable level of intestinal gas formation
7} Tetrahydrolipistaun, an agent that decreases fat ab-
sorption by inhibiting pancreanc lipase, 15 under active
mvestigation for its cholesterol loweing properties and
for 113 utihity as 3 weight yedocing agent [8) Dietary

A

4

-

Fig ¥ Pownud approaches 1o the development.of drugs for the
earment of obenty

4

-
-

fiber plant polvsaéchandes and hignin that are resrstant
%o hydrolysis by human digesuve enzymes have been
demonstrated to exert an effect on shérttertn reguldtion
of food consumphan &nd may prove 8 useful tdpact in
long term dietary therapy of obenty [9] Dicthylammo-
cthyldextran o polycstibine denvative of dextran-whioh
binds bile acids and produces melabsorption of fats, has
also been tned 1n the treatment of obesity [10]
Agenis that reduce encrgy storage are now also be-
,Ccoming avallable Cachecun/tumor mnecroms factor
causes weight loss and reduces the actvity of hpogemie
enzymes [11} Cachectin nlso reduces'food intake by a
direct action on the central nervous system [12] Genet.
ically obese rodents show enhanced fatty acd synthess,
which leads 10 hpid accumulation 1o adipdse tissue whey
the rats are fed a high carbohydrate diet [5] Ra 22-0654
suppresses the biosynthesis and oxidation of fatty ecids
and bas been deinonstraled to lead to reduced body
weight and wselective decrease 1n body fat levels 1a obese
Zucker rats [5] Besides decreasing fatty acid oxidation,
Ro 22-0654 also decreased hepatic lipogenesis {13)
*

1
-
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A number of agents are avaulzble that epbince energy
expenditure The classical agents 1o this group are thy-
rord bormones and catecholamines, both of which have
excessive cardiovascular mortidity and mortaliv when
used :o the managemem of obesitv A number of quasi-
selective beta sdrenoreceptor agomsts (BRL 26830A, Ro
168714 and LY 104119) hms e heen developed All these
drugs reduce body weight gain and body fat in genet-
cally obese rodents [5] These agents bave been shownin
prehimipary tnals 10 be thermdgenic and reduce body
weight in some obese humans However, guestions re
main concerming their true selectnity and ar present,
insufficent daw 1s avaiable to exclude long-term cardio-
loxicity of these agents

_1n rodents sumulation of brown sdipose nssue jeads
10 Jocreased thermogeoenis Bulington et al [14] have
shown that glucagor direcus sumulates brown fa1 and
leads to weight loss Of interest 35 1he [act that, while
acute adountstration of glucagon decreased food make
isce below) long tenm admumstryuon shghdy increases
{ood intake whife nevertheiess leading to weight loss
Peptude YY has been sho'wn 1o produce weight loss when
penpherally adoinsitered without altenng food intake
{13} The ntechamism of thhs weight loss has not been
explored but 11 cpuld be hvpathesized that u acts svaer
gisucally with catecheolamipes.

It bns been hvpotienzed that decreasing pancreauc
msulin secretion will cause weight loss bv decressing
hpmd synthesis zod decreasing food intake Heffmann-La
Roche has developed an inhibitor of thromboxane sva-
thase acuvity which decreases insulin release and causes
weight loss without producing diabetes mellitus 1n obese
rodents [16). Other agents which could be potenually
‘useful 1o the mapageman. of obesity arz anorcclic egents
These will be discussed 1a the followang sections on the
penpheral saucty system and the central neurotransmig-
ters mvolved 1n the regulation of appetite

1
LY

The Per:pheral Satlety System

A number of gastraintestinal hormones released dur
ing the passage of [ood through the gut have been shown
to decrease food inmake Phvsiological studies have sug
gesied that these agents may aet synerpistically 1o pros
duce the sauety response to a single meal Of these
ageats the best studizd is cholecystolomn {CCK) The
ability of CCK to decrease food intahe-was first demon
strated in the e uly seventies by Sodin 11 7] un dogs and

—

Gibbs et al [18) i rats Subsequénily, it has been den;
onstrated 1o decrease feeding 1n ournerqus species [se.
ref 19 for a review] lo humans, CCK decreases meal
size by 10-20% atdoses that do not produce nausek {see
ref 20 for a review]

Much controversy bas existed concermng whether®
CCX truly produces satiely or whether the decresse 1n ,

food intake it produces is an aversive phenomenon Bi)- ¥

Lington et ai {21], using the differenual satrety method,
clearly showed that CCK was not aversive 1n rats. I+

addiuon CCX-ocuapepude has been shown 10 énhapne .-

memory at doses that intubnt food mtdke further sugs

gestng that i efTett 15 pot aversive 22 There 1s now * -

mcreasing evidence that at Jeisy under some cucum-
stances, CCK 11 u phvsialogical satrety agent. 1t has been
shown that circulaung jeveis of CCK afier 1 meal are
equivalent 10 the concentrauons that 1ahabit food intake
(23] A hghly selecuve and potent sntagomst of CCh =~
‘has been shown 10 enhance fecding in both raw (24] an., *
mnee [25) -
While CCK slows gastnc emptying. this does not

satiety messages 19 the brain by acuvatioy the ascending™
vagal Gbers [26 17] In addition higher dases of CCK
appear 0 produce their effect independently of the
vagus: Tolerance 10 the appeute-suppreasiye effects of
CCK occurs wath prolonged admuaistranon [15] West e
al [28] have elegantlv demongtrated that wath prolongec
admimstravion CCK continues 1o suppress meal size but y
that the amals ¢t more meals to mantae thewr food, |
intake ~ that 1s behavioral rather than pharmacological,
tolerance develops to CCK. This tolerance makés the
develdpment- of CCK enalogs s long-term anorectc
ageuts somewbat problematie, L+ -~ -
Mitchell et ul 29} found that buhmic patients were
resistant to the anorectiv effects of CCK dunng 2 bing. -
Geracsotti and Liddie [30] reported thaf patients with
bulimia nervosa do oot have normal satiety 1o response’
to a meal and that 1n these subyects the CCK response to

"a meal 13 sigmficantly impaired. Prelimmary data sug

gested that treatment of bulimic patients with tneychc
antidepressants resufted 1n an increase in the postpran- .
cial CCK response and an wcrease in the sauety re-
sponse Whether the altered CCK relezse represents thr

, iPpear lo be 118 major mechamsm of acuon CCK sends, -

-

-~ 5 ,t.."-t

£

chicken (a pathophysiological role 1n bulimia) or the egx

{secondary te chronic stomach overdistension) remung
to be nveshigated ‘

A number of other pastrowintestinal hormones nlsd
decrease feeding after pharmacological admnustretion
Some ol these aie clearly-vagally dependent such as glv

¥

-
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15 *

cagon and somatostauin, while others are vagally inde-
. pendent, ¢ g, bombesin [27] Prebminary studies in our

laboratory sugeest that bombesin and 1§ mammahan

analog, gastnn-releasing peptide, produce their effect, o
.. part, through (he retease of CCK and 1o part, by gther

mechamms Glucagon, CCK and somatosiatio 8Ct in an

addiive manner to decrease the size of a smgle meal A
_combination of gastrointesunpl bormone anglogs may

provide a useful approach 1o short-term tgpeme reduc
- uon

L

Ceatral Appetite Stumulants
1

The centrallv active appeute sumulapis are listed in
lablek OF parucular importance 15 the fact that these
agénis sppear 10 exen differehiial plTects 6n mactonu
irient ingestion Norepmephnne represcnts the provo-
thvpec central appeine sumulam. Norepinephnne pro-
Juces ns appente sumulam effect within the paraven-
Incular pucleus [PVYN) through Jlpha 2-noradrenermc

= receplors [3}] This monoamine acts 10 increase mead
mize rather than meal [requiency and causes preferennal
1ngestion of carbohvdraie nch foods with some general-
zation 10 fais 432) Tnevehe anudepressaais appear to
sumulate food mwke by acuvaung the norsdrenergic
svsiem 1n the PYN [313] Norepinephnine appears 10 reg
ulate feeding by inhibiung the release of an inbibitor
within the PYN
- At present there 1s hule evidence for a role of noreps

nephnne in eaung disorders Kaye et al {34] reported
that CSF levels of norepinephnne were similar in under-
weight patients with aperexia nervosa and garmal con-
{rols Long’term recovered ancrexic ‘patients did, how
ever have low CSE norepinephrine levels Whether or
not thus finding swggests a genetically programmmed ab-
normality 1n norepinephrine regulation rat patients wrth
anorexid nervQsa remarns to be determined

‘Over the last decade, endogenous oproids have been
demonstrated to play ea important role 1a the regulation
of iogesuve behaviors [35] Endogepous opiovds pre
dominanuy regulate the intake of foods wath a hagh fat
content {36) The endogenous opioid that 13 predoimt
nantly involved 10 1ncreasing feeding 18 the kappa recep-
tor agomst dynorphin [37) The dynorphin kappa
opioidergic feeding system produces is effect with n the
PVN [3B] In nddition mu opioids increase feeding in
the amygdala [39)

Stuches 1n humans have shown that naloxone and
other opussd untagomsts decreake fecding over « dingle

meal [see ref 19 for a review]. However, attempts to-
trezt obenty with long-aching opioid antagonisty have
\fnled (40] Unhike CCK, naloyone.does decrease the size
of the binge ur bulirmic pauents [29). However, desprte .
an open study which suggested that maltrexone may be~ ',
useful tn therapy of buhmua [41], we had s relauvely =
paor responae 10 long-term naltrexone used at a2 lower .
dose 1z n double-blhind study [42] Whether the develop-
raent of selecuve kappa aatagonists will result 1n miore.
useful anorecuc agents remains to be determuned. In -
rats, the selective kappa oprond antagomast nor binaltor- - '
phine has been shown to decrease feeding whed adm;n.
1stered to food-depnved apymals {43) T
The role'of endogenous opi01ds 1p AnOreXIn DEIVOSE 1S+ |
controversial’ An early study suggested that opioad an- . ¢
tagomsm enhanced weight gain 10 panents with anorexia '
nervosa possibly by inhibiung the effect of penpheral
beta endorphin on lipolysis{44] Swdies of CSF levels of”
pro-opiomelanocorun refaied pepudes in the CSF of pa-
tients with aporexia nervosa have found shat levels of
‘betaendorphin are either reduced [45] or unchanged ~
(46] The studv finding reduced acuvity siudied lower *
weight anorectics than the study in which the beu-
endorphun values were unchanged In contrast,actal CSF
omoid actvity 1o anorectic patients was found 1o be ele- .

-
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vated when 1t was measured by a4 radioreceptor assay

[47) Whether this was due 10 increased dynorphun levels **

remans to be determined. Penpherally curculatung beta- , - "
enderphun fevels are elevared o pauents with snorexs , - -
pervosa (48] Overall these stedies would suggest that -~ -
there is the expected snerease in kappa opioids to starva- <

tuon 10 patents with anorexia nervosa This would sug ~ =
gest that centrd! opigid feeding gsystemy do not pliy a e
tnajor-rale wn the pathbphysidlogy ol avorexsgnerisa = +~ »~ @
Whether the elevated penphera] beta-eodorphin causes

an increase wo-hipolysis, thus aggravanng the weightloss -~

present in anorectics, remmas to be deternuned

-

Table 1 The effect of centrally scung oeurotransmitters oo-mac-
ronutnent selection !

Effess Manly CHO>fm CHO=[m Munlyin
on leeding CHO
Increase neuro- norep palanio dyoorplun~
pepude Y nephnne '
Decrease ) smrotgrmn '
TCRF
. s
CHO = Carhohydrate '

ke, .
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‘Neurogeptide Y und peptide YY are potent orexi-
- geme agents {49-52] Neuropeptide Y specifically in-
treases carbohvdrate sngestion (49 50] The effecis of
* these agents are independent of the norepinephnne ef
. fects on food intake Tolerance does not appear to
develop to the effects of neuropeptide Y {53] or pepude
YY [5Z] and both agens produce weight g Pepude
YY also produces massive distension of the siomach
The massive hyperpbagin associated with specific gly
cose wmtake of these nevropepndes has led 1o the supges-
rion that they mas be wovolved 1 the pathophysielogy of
bulimia A number of other neurotransmitters merezse
feeding. Galanin produces 1ts orexigenic effects on both
carbobydrate and fat intake (34] Gumma ammo-burvne
gtid enhances food intake when injected into the ven-
tromedial hvpothalamus and decreases food 1otake wheo
tjected w1o the laterul hvpathajamus {35] -
Agents thal enhance leeding aftes ceatrel admunistra-
una -produce weight Joss whed administered penpher
ally Forexample norepinephnne [36] pepude YY [12]
and opates [35) all produce weight loss when hdmrs-
tered chromcaliv penpheiailv Teleologically it makes
sense that agents whith produce encrgy mobihlanon
should cause an increase 1 food-secking behavior Ob-
Vigusly 1f this should be 2 general sule the development
of pharmacolopcal agents 1o mampulaze weight wall be
fraught wath difficulty

-

The serotoptn reuptake inbibiers fenfluramine and
Nuoxetene have bean demonsirated to decrease weight in
obese subjects {62 63] In underweight paliens wath
anorexia nervosa, CSF levels of the serotomn metabohie
5 hvdroxvindoleaceuc acid have been shown to be de-
creased [64] This suggests that serotonia 18 not involved
in the pathophysiology of the anorexia of anorexya ner
vosa. Cyprbheptadine, o seratonin antagonisy, has been
used with borderhine success &t increamng appeute in
patients with anorexia nervoss {65] A double-bhind, pja-
cebo~controlled tnal has shown that fenfluramune de
creases bubimie binges [65] and an opeo tnal has yug .
gested the effecuveness of Muoxciene in bubmis [66) *
“The evidgnce that serotomin 18 involved o appeute regur
japon s overwhelming. Whether 1t produces izs effeciy
on appete dyrectly or throughr activauon of coruchtro-
pun<releasing facior remains 1o be determined

Corncotropin-Releasing Factor aad Anorexls sertosa

’

Corucowropin-releasing facior {CRF} has been-demon-
suated 10 be a potent inhibitor of Teedzng when admins- |
tered intracercbraventricularly in both rats [67) knd muce
*{68] CRF alsa produces an increase 1n grooming (67]
The behaviorai effects of CRF have been localized wo the
PVN, uuhizing local micronjecnon techmgues [65]. Both,
the CRF antagomst, alpha hehical CRF {9-41) [70.. Fl
and anti CRF gamma gldbubin [71] bave been demon

Serotonin A Model Anorectic Nevrotransmtier - strated 10 reverse the znorexia produced by restrmny’ ~/
stress These findings suggest a physiolopical role for CRF ¢ ~
in the anorexia produced by severe stressors The effect

of CRF on feeding 15 partially reduced by adrenal deme-* ¢

Serotomun tepresents & model anorectic neurotrans
mitter Not oniy does 1t decrease food intake by a direct

action within the PYN{31} but it also increases thermsa-
genesis and/or locomonon [57] The anorectic effect of
serotonin 15 mediated by serotonin 13 receptors Sero-
tonin 1, receptors 1oduce hyperphagin, possibly by act-
ing on 2 presynaplic receptor 1o reduce synapuc sero

tonin {58 59] While serolonun has classically been sug

gested to decrease predominanity carbohydrate intake,
this clearly represents mare salesmanship than reahty

with the evideace clearly suggesting an efTect both on
carbohydrate sad fat mtake [60)

Evidence {or a physiological role of serotonin 1n hu
maps comes [rom & 7-year-old pirl wath arpionosucoinc
saduna and severe enorex:a [61] Reducnon of L-tryp-
tophan 1o her diet resulted in the reversal of her anorex
1 5-Hydroxyindole aceuc acid levels in her CSF were
directly related to tryptophan and inversely to calong
mtake

duliation suggestung & role for the penpheral release of
epinephnne or other adrenomedullary” hbrfnoiu‘m'-pm-
ducing the CRF-induced avorenia [72].

The neurotransrutters reguiatmg CRF release have
now been studied 1o some detasl Serotomid has been |
demonstrazed o release CRF beth in vitro and in vava
(73 74] Low glucose levels have been demonstrated to
incretse CRF release from hypothalapue cultures 1
vitro{?5] This CRF release 1n respquse to hypoglycerma
13 inhubited by the serolomn antagomst cyprohepiadine .
{215] Although more controversial, other studies have'
suggested that norepinephnne inhibits CRF release fror
the hypothalamus [76] and norepinephnoe inducea
feeding 15 irhitbited by concomutant release of CRF (77]
This suggests that norepiephnneanduced feeding may
be mediated by inlubiion of CRF release Somatostatin
s releazed by CRT [7§] in qurn i inhibits both CRF

-’
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ndpced anorexia {71] and resiramnt induced anorexis
{71} This provides evidence for a short-loop feedback
svsiem 1n appenie regulation A potential long loop feed
hack system 15 relaied 10 the fact that CRF releases cor-

ucosterone which, n ton  [aabuates norepmephnine.
anduced eaung (79] Some ol these relationships ere sum- \

‘manzed n figure 2

Arase et al [B0] demonstrated thit a contiouous wnfu-"
sion of CRF produced weight loss While the weight loss
was 1n part due 1o decreased [bod imake, 1t was also due

- 10 ncreased thermogenesis CRF increased svgpathetic

acuvity and actuvation of brown adipose kssue Overall

these studies suppon 2 role for CRF 1n the pathogenesns

of siress-induced anorexias

CRF 1o the CSF of pauenis with anorexia nervosa [81
¥ The CSF CRF levels 1ended 10 return 10 normal

weels dinng shan 1erm weight restorauon {82) These

awreased CSF CRF ey els are compatible wich the zcu-

mu_on of the hvpothalamic puutan pdrenal-axis seen 1n

uents with anorexia nervosa {83] CRF also decreases
‘luteinizing honmone levels (34] and slows gastnc empty-

% mg [85] Both of ihese phenomena are also seen n
pauents with anorexia nervosa The development of

imermittent bingeing episodes in pauents with bulima
nervosa could be related1o the homeostaue mechznisms

hown in figure 2 [eading 10 increases 1o norepinephnoe
-ndfor neuropeptide Y The avaflabje animal and hu-
«man studhes strongly suggest that CRF plavs a role in the
pathogenesis of anorexia nervosa The devclopment of

, Chmcally useful CRF antagomists could prove important

Fl

Il-

i the pharmacologica) management of this disorder

Two studies have demonsirated elevated levels of

/I‘Norcmﬂl‘hl ;
1 STRESSOR
. { |{16LucosE INGESTION
) - tNPY =
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Fig. 2. Role of CRF 11 the pathophvudlogy of anorema oervoia
NPY = Newrcpeptlde ¥ ACTH ~ adreseoricotropur; BAT .3-

brpwo adipose ussue
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L E)
addition Silver ct al {91) have shown that CCK has an
enhapced satiety effect 1n older adimals ind cireulaung
CCK levels are elevated 1a older subjects [92) This sug-

. ggm a potpntial role for CCK antagomsts in th: treat-

"Eating Disorders Associated with Aging b

There 15 increasing cvidence that eauna disorders are
extremely prevaleis 1n the cider population [see ref §5°
for a review] Malnytntion occurs commonly 10 older
mdividuals in approximately one third of cases, the
anorgxaa producing the weight foss 15 categonzed as 1dio-
pathic (87] A number of cases of true anorexia nervosa
for perhaps, prefcrably, tardive anorexia) have been
“eported 1n older individuals [88)

Some of the anorexia associated wath aging 1s due w
the decreased abilty of older mdividuals 1o enjoy the
hedonic qualities of food secondary to altered taste and
smell However animal studies have shown that there 15
a true anorexia associated with aging Older animals
Appear & lose theyr opiod feeding drive [R9, 90) In

ment of some older anorexc subjects wath cumphmu of
“tarly safiefy

Conclusion : f

1 - r
1

The development of drugs 1o lreat eating disorders 13
fraught with «difficulty Not only 5 the control of inges-
nuve behavior mulufactonal, but many of the neurotrans-
mtters also modulate other behaviors, wncreduing the
potenual for side effects Nevertheless, there are 4 num-
ber of avallable drugs and some exeiting theoretical pos
aibihities which should prove to be excellent psychophar-
macological therapres for eating disorders. Table 2 hists
some of the drugs that appear to have the most poteatial
in the management of obesity, bulimia and anorexia
nem asa F) ’ .
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Kex wdrdy pepifde Y'Y — bulioua — drinklng ~— fuod intake

Peptede YY {PYY) enhances feeding and drinking mare potently than docs neuropepiide Y aficr eontral sdwilnmsimtion Chroms
sdmuniiration of PYY every fi b for 48 h cuuses musive food ingesiion Tolurnnee 10 thia effect of 'Y does mot appear 1o develop,
This dnta sugpests that Y'Y 15 ane ol the most pateot orexigenic suhglutices yet t be enuficd PYY nay play a rule in the pathagese

51 0f bulume syndromes.

-

Recently a novel polypeptide pepince YY (YY)
vus isoluted from the poroine intesund)? Ths pep
tide cansists of 36 amino acid residues and has struc
turgl mulnntwes with pancreane pulypeptide nnd
neurspeptide Y (NPYY PYY contmns a 1yrosine &l
both the umine nnd carboxy ternunal A number af
peptidis 1solated from the gustrointustingl trpet and
brain have been found (0 modultt. fond intake? 1N 14
Clark ot o ! found that wngection of NI'Y mnto th
third ventricle of ovancciomized rats increuséd food
intake We confirmed thus observation n intact mal
rats and found that 1t glso gotently increvsed drink
mng? OF paruculur interest was the fact the NIPY m
creased feeding in 24-h starved rais Ay NPY belonps
to the same fimily ds PYY we deaded 1o compure
the elfucts of 1hese two peptides on ingestive hehav
wrs We report here that PYY s 8 more putent orexi
genc ugent than NPY and that muluple admumisten
uonof PYY over 48 h causes maasive hyperphagia

In the first serics of experinents we compared the
effect of PYY NPY and ol pancreatic polypeptide
(RPP) on fond snd water ingestion [bllowing central
admifustration  Fony mnle Sprague-Dawley mis

{weighing 250-275 g) housed n individusl cuges un *

der controlled temperuture (21-23 *C) and hpht
{12 hdarik/12 h light) gonditions were implanted with

———— o

Corrapondence } E, Morley Present addrexs. GRCCC VA Medwesd Comter 16111 Plununer Sieeet Sepubeda CA 9IM)

USA -

N06-MR9 35T W 1983 Cleevier Scienss, Publshen B V {(Nomedicul Divonun)

cnnut w i nghl lacrnd veninele® Dunngallex
penimients fod wd wiler were avatloble ad librium
pnor to wxing Ag can b seen o 17g | (n and b)
centrd  whmistmtion of PYY causd a grenter In-
crensu 1 fowd And waier imake than did NPY RPP
faled to inur s food mraky Thes taticr Anding dif
furs from that of Clark ot al ! wha found that human
pancru i pulypepirle © wsed 1 small bet signifioant
merase 10 food 1wl ke m ovanwctumized ras Be
wnuse of the potent effuer of PYY we deadid to es-
tubtish o full dosc response using 29 new rats tested
onasngl ddy Ascan lw scen PYY inereased feed-
ing nd dnnking at ndo of 1 0 g#g mtrucerebrdven -
tneularly but not At DS or 0 | g {(Fig ) Dunng
this expentment w also recorded the helaviops -
hibiied by the Fus receiving the Suig duse of PYY
and the suline veldle for the first 2 h after mpecton
PYY sigmfic iy wnerenied the tume spent enting
drinking and moving while decreasing the tune spent
nstng (Mg 2b) The Iatency o eat foliowng PYY
way 11 £ | min compared 10 120 1.0 min for sulne
{P <001} Thsbchaviarul profile was slminr 1o that
previously reported for NPYiS

Ta st whether the increase in dninking scen with
PYY was un uhjipatory wcrease secundary to food
ingestion 14 of the smmaly tested in the second ¢s
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Fi Cumparkson of Uw cffua of peplde YY {PYY) neuro

pepink, Y (NI'Y) mnd rut pancruatic pulypoplide {RPF) on (a)
food intake nod (b) waier intake 0 = shoccondiion All pep

udes were purchascd fiom Peninsuls Loboratores Son Carlos

CA Anmals were uliled un fwo occasbma uang e cros-
over design such that nn ammg| reccived the same treuiment on
the secomd oecesion  All injeciions {3 g volume) were made
lev heiween 09 00 and 10 00 h Food snd water intake wid
ncasured by preseatng the ruis with ¥ preweighcd smoum of
food and walcr and waghing food and waterou | 2and 4 h

Frod pnil waler apellage weus cultected ur plastic weighung busts
w  each mt and included m the culeulation of Iniake All
cumpangons were made using an Analyils of Varlance fol

lowed by the lcusi-sagmficani toul Foodd and water values are
expremsed us meun wath the S E M shown only for the 4 h
valee P < G US for 9l e pomts compared to salue in

jected nmumnls The smounts of food mpgested 31 | 2and 4 h of

ter all doses of PYY were ngnificantly greater (P < (0.05) than
the oinuunia mgested nlur equivalont doses of PNY

P nment were given PYY (5 ug) or suhne intracere
b~ wintncularly {1 ¢ v ) with only water svailable, the
chow being removed uninediately pner to the wnjec

Foad Lntoha {g}

o » » o = 8 &

088888

BEHAVIOR (% OF TOoTAL)
1
888588

EAT ORINK GRODM REAR MOVE REST

Fig L A tinc course and dosc—n.aponse of the elfeasof f £ v

FYY onfood and water miake Methods were ns for Fig. 1 Re-
suls {represeniing cumulvine fowd mtake) are expressed =
i menn £ S T M fur each jime puint Duses on the leh sde
of the igures pre I ug/S pl lcv P < 0.05 conpuned 10 0
duse n = 3 fur all dosen cxcepr | pg where n = 4 Resulin bor
01.0) g duse are not shuwn o they were indlatingsnshable from
O ipp and ke 1 effees of cumecal miminstrationof PYY
{5 Y an uvanety of hehaviars {n @ Sygnup) P <0 Beom
nzred-o controls Achavions were reconded (O 2 b os previous

ly described by wst Bnefly (ullowing the injection of § pog of
NPY 4 imned observr blind (o the teatmenls  examincd
«cach rot every minute fur 2 h and st the behaviors bn which
the rat weu cnguged {eoting {EN) dnnking (Dnnk) greoming
{Gmom) rcanng (Rear} moving (Mave) and resting (Remt))

The data wep neonded us tve number of beliaviorsh aml thew
wansfornezt ta % of the tne perod  Huiched bard represem
PYY ireatment and suhid bars represent contrgl group

tian PYY cnused u small bul sigmficant herense in
waterat 2 h (saline {n = 9)077 £ 025 ml PYY
(n=10)194£046ml P <0 05)but notat4h(n
Jmel44 022 mland PYY 3 59 £ 099 notmgmfi
cant) Thus hke NPY3 PYY enhances wuter ininke
in the absence of food although gredier omounts of
water Were consumed when rats had sccess to food

In view of the potent cifects of PYY on food In
take, wa deaded to test whether multiple injections
of PYY would cyntinue (o increase foud intake or
whether tolerance would develop to PYY For this

¥4
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Fig 3 A cffect of multlple PYY (10233 p1 € v} lnjections on
food intake Genersl methoda were aafor Flg. 1 P <08
sorwpared 1o askns-mected With the excepuion of 6 and 12
tme ponts PYY &-hourly wus sgmificanily greater thas the
values obialned with the one tme dully PY'Y jection Upper
pancl gives cumulative food ntake over 48 b Lower panel
grves G-h food Intakes for each thne period B gastrontestinal
tract from rat recerving PYY (10 pg) overy 6 h for 48 h (rlghv)
sod contrud a1 recelving saline (icft) COroan dmstension of tw
pastrolntestinut traet of the rut recelving PYY iy clearly demon
atvuied

expenment we used 18 maole Sprague-Dawley raty
with o cainuln in the lateral venincle The rats were
divided mto 3 groups of § animaly each One group
recerved saline snjections (S gl 1 c v} every 6 h for
48 h and & second group raceived PY'Y (10 4eg 1 5 pii

salme 1cv)every6 h for 48 h A third group re- *
ceved PYY (10 g Suloalingicv)a10700h o
both deys and 3 saline wnjectuons (511 c.v ) atthe re.
rmmning 3 dme pamnts Muttiple mjections of PYY
caused a marked increase in food Intake (80.3 £2 44
compared to 3] 1 X 4 6 n the ahne group, P <D 0Y)
over the 48 h time penod (Fig Ja} Food intake wys
significaatly increased n the PYY group st each 6-
ttme point compared 1o the seline group (Fig. 3a) In
the groups receiving PYY once a day at07 00 b 43-h
food intake was also markedly Jess (401 £ 33y Jn
48 h P <0 01) then in the grovp recelving PYY ev.
¢ry 6 h There wes no significant diffcrence in the 6-h
food mlake between the group which recelved FYY
for the fifth ume on the morming of the second day
and the group recerving PYY [or only the second
ume and none of the food intakes In the 6-h period
(07 00-13 00 h) differed between the first and see-
ond d1yy m the anlmals receving PYY (Fig Ja)
These datu suggest that tolerance does not develnp o
the PYY elfect on food mtuke

Sinulnr datu were obuained for the effect of PYY
on wier ininke Ammals receiving the 8 salme
injections drunk 47 6 + 4 3 ml of water compared to
121 1 % 1{ 8 wl 1a the wnimals recevving ¥ PYY injec-
tons (I < {1 01) The rats receving two PYY ingec-
ucns daank 67 2 £ 11 4 ml The muldple PYY Injec-
ton-repimen sigmficantly increased drinkmg afw rail
8 injectinns compared 1o the saline-Injected group

Body whiphty wehe mcusured before and st the end
of tht. 44 b wnyection penod The smmnls recerving
multiple PYY fnjections guinud 31,2 £2 9 g wherear
the mits recaving muluple sime injections lost
weight (-197 2 63 p P <00]) Tha weght loss
was preswinably due to the stress of multiple 1 ¢ v -
jections Struss con enher chuse an increase or de-
creasc 1n foud ntake and body weight gain depend-
wg on the type of stressar- 9 The group that re
cerved anly two PYY mnjections also lost weight
(-24 7 £ 58) In un attempt lo determine the cause '{
af the weight gain in the PY'Y group we sacnficed two
unmais front this group ond two snimals from the - /8
hne group OF the gais receiving FYY, rat 37 bed o
gancdl 44 g and s gut (from stomach to enus) X
weighed 76 & g and rat 43 gained 27 g and his gu! 5%
weighed 68 5 g Of the salinc injected avumals mt S13
had lost 36 g and his gut weighed 16 9 gand rut 41 hag i
fost 32 g nnd lus gut weighed 22 9-g (Fig b) Thusjig

¢



the mejonty of the wesght difference in the PYY in
Jected amimals was due to gut fill Of particular Inter
o1 15 the fact that 1 has been suggested that gaitne
d.tension msy play s major role in satiety® Fig 3b
snd the food intakes of the PYY njected amimals at
fest 10 the fact that central factors can overnide phym
ological satiety signals from the peniphery

In the non:sacnficed rats we followed the food 1n
take patterns alter the cessation of the njecilons For
the 24 h.peniad after the mjecuons the animals which
had received the PYY every 6 h ingested less food
{ 9 & 238 g/24 h) compared to the sahne 10jec1ed
ammals (248 £ 18 P <005) However by 24 h
there was no significant difference 1n food intake
(PYY animals 2t = 2 4 g/24 h compared to sline
245£29p/24h)

The studies reported here sugpest thut PYY ks one

1tk JJ Xan P § Crowley W R sod Kalrn S P
vuropuptde Y ad human pancreutle polypepiide shmu
ate fecding behawor 1 can  Endocrinalogy 115 (1984)
427-49
27 Donolwe T P Suessdnduced Jnorexm impheations (or
anorexte nervass Life S W [1904) 203-21R
3 Enson P € aad DeQuult M L NPY — A new member
of the panchaue polypeplige family Trends Neurasc
T{1|) V=38
4 Ledwowne, S | oand flor L Endurphintrie snd sjpha
ourpdrenrge sysiems v the paravenincular wuckens of
eew an wRiung behavir Prpider 3 (1962) 421428
3 vrine A S andMoriey J E Newropepihle Y a poleni
wucer of comumuntury hehavior in- mits  Heprides In
prom
8 McHugh P R The 'canipul of gaxtne emptying J mitow
nery Syn 911980123
TMcKay L D Hewney N J Lo N K Willams
R H ud Woods 8§ € Ieracerebroventeicular bolo-cn
dorpnn increpses food itake of i Life Sd 29 (1981)
H29- 144
% McLean S and Hoebel B G Feeding Induced by oploiue
mpecicd Inte Uw paruventriculac hvpothsiamus Peprides
4 {198)) 247-292
¥4 iurley J E The scurocndocnne contonl of wppetite the
nilc gf endogenous upastes cholecymickima TRH gem
ma amino bwyric ocld and the dinzepam recepior Life

of the most potent orexigenic agents yet to be de-
senbed Most peptides that modulate food intake do
so by decreanng food intake!:1* Among the pep-
tides only the opioud peptides have been consistently
reported to incrense feeding!é The magnitude of in

‘creased food mtake following central admunistystion
of oploid pepndes Is far less than that seen following
ether PYY or NPY{ 1A 01218 J¢ would appear that
constderation should be given to the possibihty that
esther PYY or the closely related NPY plays a role n
the pathephysiology of bulimia

We acknowledge the excellent secretanal wian
tance of I Tallman The studses reported here were
supparted by the Medicul Reseurch Funds of the Vet
erans Adminutration
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NPY Y, AND Y, RECEFTORA IN FEEDING
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FOR THE NATIONAL PHASE PATENT OFFICES -

SAMPLE PRELIMINARY AMENDMENT
Please amend per your Patent Office procedures

Dear Sir:

We noted a typographical error in the word ‘Phospharidycholine’, which needs to be
corrected to the correct spelling of the word ‘Phosphatidvicholine’.
Please amend the Intenational Application as filed

[X] Amendments to the Description begin on page 1 of this paper. Please submit replacement
pages if required. -
Amendments to the Claims are reflected in the listing of the claims which begins on page 5

of this paper. We have also filed an Amendment under Article 19 to amend the claims with the
International Bureau of WIPO. Please determine if you need to also edit the claims, or only the

Description.

Page [ of 5




Duocket No.; 02-04CTP
U.S. Application Setial No. 10/745,069
Preliminary Amendment

Amendment to the Description/Specifications; correction of typographical error to the correct
spelling of phosphatidylcholine:

On page 8, please edit line [13], amend the text as follows:

** A gatisfactory surface-active agent is selected from the group consisting of L-a-
phospharidyebeline phosphatidyicholine didecanoyl (DDPC), polysorbate 20 (Tween 20),
polysorbate 80 (Tween 80), polyethylene glycol (PEG), cetyl alcohol, polyvinylpyrolidone
(PVP), polyvinyl alcohol (PVA), lanolin alcohol, and sorbitan monooleate. **

On page 43, please edit line no. [34] with the following rewritien paragraph:

**Certain surface-active agents are readily incorporated within the mucosal delivery
formulations and methods of the invention as mucosal absorption enhancing agents. These
agents, which may be coordinately administered or combinatoriaily formulated with Y2 receptor-
binding peptide proteins, analogs and mimetics, and other biologically active agents disclosed
herein, may be selected from a broad assemblage of known surfactants. Surfactants, which
generally fall into three classes: (1) nonionic polyoxyethylene ethers; (2) bile salts such a8 sodium
glycocholate (SGC) and deoxycholate (DOC); and (3) derivatives of fusidic acid such as sodium
taurodihydrofusidate (STDHF). The mechenisms of action of these various classes of surface-
active agents typically include solubilization of the biologically active agent. For proteins and
peptides which often form aggregates, the surface active properties of these absorption promoters
can allow interactions with proteins such that smaller units such as surfactant coated monomers
may be more readily maintained in solution. Examples of other surface-active agents are L-a-
Phesphardyeholine Phosphatidvicholine Didecanoyl (DDPC) polysorbate 80 and polysorbate
20.These monomers are presumably more**

On page 110, please edit Table No. [6] in the third row:

Table 6
i Reagent ) Grade| Vendor mg/mL %
{Cholorbutanol, anhydrous NF Spectrum 5.0 0.50

Methyi-B-Cyciodaxtrin Sigma 45 4.5
L-a-Phospharidyeheline ° Sigma 1 0.1
Didecan

Page 2 of §
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Docket Na.: 02-04CIP
U.S. Application Serial No. 10/745,069
Preliminary Anendement

On page 110, please edit Table No. [7] in the third row:

Table 7
{ Reagent Grade|  Vendor mg/ml %
Cholorbutanol, anhydrous NF Spectrum _50 0.50
Methw-B-Cyclodaxtrin Sigma 45 45
Lo Sigma 1 0.1
ing Didecanoyl

On page 122, please edit Table No. {8b] in the third row:

Example 8b
PYY Human Administration and Welght Loss

The following PYY Nasal formulation was made,

24l

‘ ent |Grade _endor t# fot# W. Imgiml %
holorbutanol, anhydrous  INF m H123 RI1646 77.48 2.5 P25
athyl-B-Cyclodextrin joma C-4555 B1K1179 5 5

ﬁ-ﬁhosphnﬂdyd?llne igma 7081 55HB3TT Fas.v H D.1
idecanoyt

On page 147, please edit Table No. [12] in the third row:

[ Reagent Grade Vendor mg/mL %
Cholorbutanol, anhydrous NF Spectrum 6.0 0.50
Methyl-B-Cyclodextrin Sigma 45 4,5
L-c-Phospharidycheline Sigma 1 0.1
ha na Didecanoyl
On page 148, please edit Table No. [13] in the third row:
Table 13
Reagent Grade Vendor mg/ml %
[Cholorbutanol, anhydrous NF Spectrum 5.0 0.50
Methyl-3-Cyclodexirin Sigms 45 45
L-a-Rheepharidysholine Sigma 1 0.1
|Phosphatidvicholine Didecancyl

Page 3 of 5
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Docket No.: 02-04CIP
U.5. Application Serinl No. 10/743,069
Pretinimary Amendment

On page 149, please edit Table No. [14] in the third row:

Table 14
Reagent Grade Vendor mg/mL %

[Cholorbutanol, anhydrous NF Spectrum 5.0 0.50
Me odextrin Sigma 45 4.5
L-a-Phespherdysheline Sigma 1 0.1

Didecanoyl
On page 149, please edit Table No. [15] in the third row:

Table 15

ent Grade Vendor mg/ml %
Cholorbutanol, anhydrous NF Spectrum 5.0 0.50
Methyl-B-Cyclodaxtrin Sigma 45 4.5
L Sigma 1 0.1
Phoa Didecanoyl

Puge 4 of 5
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Docket No.: 02-04CIP
US. Application Seyial No. 10/745,069

Amendment to the Clalms; correction of typographical error to the correct spelling of
Phosphatidylcholine. This listing of claims will replace the claims in the application. Please
submit replacement pages if necessary. This step may not be necessary if WIPO accepts our
Amendment under Article 19.

WHAT IS CLAIMED IS:

17.  The formulation of claim 16 wherein the surfactant is L-—phespharidyeheline
phosphatidyicholine didecanoyl (DDPC).

§7.  The use of claim 56 whercin the surfactant is L-a—phospheridysheline
phosphatidvicholine didecanoyl (DDPC).

Page 5 of 5
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IN THE INTERNATIONAL BUREAU ' , &Y

IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION
International Application Number: PCT/US2003/040538
International Filing Date: 17 December 2003 (17.12.2003)
Applicant: Nastech Pharmaceutical Company Inc.
Title: COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL DELIVERY OF
Y2 RECEPTOR-BINDING PEPTIDES AND METHODS FOR TREATING AND
PREVENTING OBESITY '

QOur File No. 02-04PCT

T -
Internationat Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20

Switzerland

AMENDMENT TRANSMITTAL LETTER
Dear Sir:
Enclosed is:

1. Anemendment for the above-identified PCT Application under article 19, 2 sheets.
2. 2replacement claims sheets for the PCT Application.

Respectfully Submitted,

e Pl IR —

Date Paul G. Lunn
Agent for Applicant -

Paul G. Lunn, Patent Counsel

Nastech Pharmaceutical Company Inc.

3450 Monte Villa Parkway, Bothell, WA 98021-8906
Tel. (425) 508-3543

Fex: (425) 508-3653

Elunn@nastech.com

I hereby certify that this Comrespondence is being deposited with Federal Express in an
envelope, label is addressed to the International Bureau of WIPQ, 34, chemin des Colombettes, 1211
Genevg 20, Switzerland, on the date of February 2005.

Jeffrey L. Gmﬂ_ger
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IN THE INTERNATIONAL BUREAU

IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION
International Application Number: PCT/US2003/040538
International Filing Date: 17 December 2003 (17.12.2003) -
Applicant: Nastech Pharmaceutical Company Inc.
Title: COMPOSITIONS AND METHODS FOR ENHANCED MUCOSAL
DELIVERY OF Y2 RECEPTOR-BINDING PEPTIDES AND METHODS FOR
TREATING AND PREVENTING OBESITY

Our File No. 02-04PCT

ER ARTICLE 1
To the International Bureau of WIPO: )
In response to the International Search Report dated 21 January 2005, we
would like to amend the claims of the International Application under Rule 46.
Amendments to the Claims 17 and 57, please amend the claims as follows:

17.  The formulation of claim 16 wherein the surfactant is L-a—pheuphaﬂdyahohne

phosphatidylcholing didecanoyl (DDPC).
57.  The use of claim 56 wherein the surfactant is L-o—phespharidyeheline

phosphatidylcholine didecanoyl (DDPC).

We noted 2 typographical error in the word 'Phospharidycholine’, which we
want to correct to ‘_ll'gggph_m;d&hgung'.' This was an inadvertent error.  Please
" substitute this set of claims for the original set dated 17 December 2003. Enclosed are
two new replacement pages 152 and 157.

_ REMARKS
We respectfully request thet you please consider these new pages when you

exarpine the application. They are being delivered by Federal Express prior to the two
month deadline. We look forward to receiving the Written Opinion, PCT Rule 66 and

the Intemational Preliminary Examination Report.




L]

Fe 2005
Date

Paal G. Lunn, Patent Counsel

‘Nastech Pharmaceutical Company Inc,

3450 Monte Villa Parkway, Bothell, WA 90021-8906
Tel. (425) 908-3643

Fax: (425) 908-3653

Phon@nastech.com

Enclosures:
Claims Replacement pages (2 shects)
Transmittal Form

Respectfully Subnn

-

X6

Paul G. Lunn,
Reg. No. 32,743

Patent Counsel



02-04PCT

synthesis, or (x) an inhibitor of cholesterol synthesis; or (i) any combination of the
membrane penetration enhancing agents recited in (i)-(x);

(b)) amodulatory agent of epithelial junction pbysiology;

(i) a vasodilator agent;

G) a selective transport-enhancing agent; and
(k) a stabilizing delivery vehicle, carrier, support or complex-forming species.

10.  The formulation of claims 1-9 wherein the formulation is further comprised of
at least two polyols.

11.  The formulation of claim 10 wherein the polyols are lactose and sorbitol.

12.  The formulation of claims 1-11 further comprised of a chelating agent.

13.  The formulation of claim 12 wherein the chelating agent is ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA).

14. The formulation of claims 1-13 further comprised of a solubilizing agent. -
15.  The formulation of claim 14 wherein the solubilizing agent is a cyclodextrin.

16.  The formulation of claimsg 1-15 further comprised of a surfactant.

17.  The formulation of claim 16 wherein the surfactant is L-a-phosphatidylcholine -

didecanoyl (DDPC).

18.  The formulation of claims i-17 wherein the Y2 receptor agonistis a PYY
peptide.

19.  The formulation of claim 18 wherein the PYY peptide is comprised of an -
amino acid sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs: 1-21.

152
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02-04PCT
50.  The use of claims 44-49 wherein the medicament is further comprised of at
least two polyols. '

51.  The use of claim 50 wherein the polyols are lactose and sorbitol.

52.  The use-of claims 44-49 wherein the medicament is further comprised of a
chelating agent. ’

53.  The use of claim 22 wherein the chelating agent is ethylenediamine tetraacetic
acid (EDTA).

54.  The use of claims 44-53 further comprised of & solubilizing agent.
55. The use of claim 54 wherein the solubilizing agent is a cyclodextrin.

56.  Theuse of claims 44-55 wherein the medicament is further comprised of a .
surfactant.

§7.  Theuse of claim 56 wherein the surfactant is L-a- phosphatidylcholine
didecanoyl (DDPC).

58.  The use of claims 44-57 wherein the Y2 receptor agonist in the medicament is
a PYY peptide. .

59.  The use of claim 58 wherein the PY'Y peptide is comprised of an aminol acid
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs: 1-21.

60.  The use of claim 58 wherein the PYY peptide is PYY3-36 (SEQ ID NO: 2).

61.  The use of claim 60 wherein the medicament is further comprised of a
solubilizing agent.

157
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE
i USUARIO  RADICADOR
. PATENTE DE INVENCION / MODELO DE UTILIDAD () A
- '-Iml:al:lén de gue se solicita la concesidn de una patente. { ) { g
- 'Dafos de Identificacién del solicitante o de la persona que se presenta la solicitud. () {
.= Descripcion de lainvencin. . {) ( ﬁ
~= Dibulos de serestos partinentss. #- {) {
1.oo- = Comprobante de Pago de las tasas establecidas.
¥, ¥ COMPLETA () INCOMPLETA { ) ()
~ M DISENO INDUSTRIAL ( )
- Indicaclon de que se solicita el registro de Disefio Industrial () { )
- Datos de identificacion del solicltanie o de la persona que presenta () { )
= fasolicitud.
= Representacién grafica o folografica delDiseiio Industrial o mucaira del
Materlal que Incorpora el disefio. ( ) { )
Comprobante de pago de ias tasas establecidas { ) 0
CbMPLEl'A {( ) INCOMPLETA { ) ( )
'ESQUEMA DETRAZADO  { )
- Indicacion de'que"solicité el registro de un Esquema de trazado. () ()
- Datos de Identificaclon del solcltante o de la persona que presenta
(@ Lacoliciud. () ()
Representacion grafica del esquerna de trazado { ) ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas. { ) ()
OOMPLETA . () INCOMPLETA () ()

Firma Reeponsable: &]ud.o m Nem Q.

Fecha:



REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI

Bogotad,
2020

Doctor (a)
RUBIO CAMACHO HUMBERTO

REFERENCIA Radicacién No. 5 58645
Solicitud internacional Us2003/040538
Fecha inicio fase nacional 17/07/2005

Tramite 11
Bvanto 379
Actuacidn 430

oficio No. - 6 9 2 5

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 318 de
la Decisién 486 de la Comipgién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Gnica da la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la traducclén de las reivindicaciones tal como fueron
presentadas. (Numeral 5.2.5, capitulo quinto del titulo décimo de la Circular Onica
de la 8IC). Por cuanto las aportadas con la solicitud presentan deficiencias en su
numeracién. .

2. 81 fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccién de los anexos de
reporte de examen preliminar internacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

3. La solicitud no contiene la copla del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. {(Art. 26-k)
Decisifn 486.

4. ILa solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del C&digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia y representacién legal de la gsociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la facha de
notificacién del presente oficio, complaete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conaslderari abandonada y perder& su prelaciéno.

Notifiquese el presente oficic conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la péAgina sigulente...



REPUBLICA DE COLOMBIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Radicacifn No.:5 58645

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de h}:visiﬁn de Nuevas Creaciones
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HUMBERTO RUBIO & CIA.
ABOGADOS

Curvera 7 No. 74-64 Oficina 306
Telifonoa 31324 08-3132410-313243-313 17
Fax: (571) 313 16 — 47~ (571) 313 23 67
Emeli: rubiolpwiicable. net,co
Apartado Afreo 21848
Bogotd, D.C. - Colomshin

SUPERTIRUS
Redtcacion : B5058645 m CERCID

Sefior Fecka mn
SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIAY COMERCIO  Traite  + fi1 sty i3

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

———— —

REF: Expadiente No. 05-058.845
Patente de invencién: “COMPOSICIONES Y METODOS
PARA LA ADMINISTRACION
MEJORADA POR VIA MUCOSA DE
PEPTIDOS FIJADORES AL
RECEPTOR DE Y2 Y METODOS
PARA TRATAR Y PREVENIR LA
OBESIDAD”
Titular: NASTECH PHARMACEUTICAL
COMPANY INC.

DESTINQ: 09

HUMBERTO RUBIO CAMACHO, mayor de edad, domiciliado en Bogotd, D.C.,
identificado con la cédula de ciudadania nimero 17.182.082 de Bogotd, abogado
titulado con Tarjeta Profesional No. 50.007 del Consejo Superior de la Judicatura,
actuando en cardcter de APODERADO de la Sociedad NASTECH PHARMACEUTICAL
COMPANY INC., domiciliada en Bothell, Washington, Estados Unidos de América;
encontrandome dentro del término legal; me permito anaxar:

1.- Copia del Reporte de Examen Preliminar Intemacdional, junto con anexos
y su respectiva traduccién al Idioma Espailol, conforme lo sefialado por
ol Art. 38.2.b del Tratado de PCT.

Teniendo en cuenta lo anterior, solicito respetuosamente continuar con el
correspondiente tramite.

Del Sefior Superintendente,

(B
HUMBERTO RUBIO CAMACHO
C.C. 17.192.062 de Bogota
T.R. 80.007 Conselo Superior

de la Judicatura.
COD. 4134

05/1962-01/pl.-
cpin.-

%

Foliss; 3
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PATENT COOFERATION TREATY

BOTHELL, WA 98021-8906 WRITTEN OPINION

(PCT Rule 66)

within | mogthe’das fom
the shove duis of
[ nterotiona] agplication No. ot fing data (deiwentijuay) | Priorky dete (

PCTZURDM0S38 17 D-hmin.%q 17 Duceyaber 2002 (17.12.200%)
Tcustiona| Patest «x both

EEE ASIK 3000 and US Cl: 51412; 530524 _
NASTECH PHARMACEUTICAL COMPANY, INC.

1. Thia writios opinkm is the firgt_(first, cin,} drwwn by this interrtionsl Prelimisary Bxsroining Anthority.
2 “This apinion eontatms indientions relating 1o the followleg ko
R [ a——
n ) Py
M [T Nowestsliidhr of opision with mgeed 10 sreoity, huvestive siop end intatris] spplicshility
v [ Lackofusity ofiuvestion

V DX Monscasd satrent wacter Rute 653 (s)M) with regerd to maveiky, iovastive stop o fofstziel epptissbity;
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vi D Cartai docoments giind
Vit ] Cotete defocts i the intwramtiom! epplimticn
VI [] Cartain ctwmrvations on the kerasiom] application

3,  Thesppliosst is lereby hevited te reply to this opioion,
Whex:? Sao the time il indicated show

Baw? By mimnitting s writin reply, assompesind, whsse sprenprista, by sxcndmests, asarding to Rule 643,
For tx form sed the hagouge of the srectwests, soe Rules 55,5 and 66.9,

Almo For an sckiitional opportusity 1o ssbmit sxcsdmegts, me Rk 66.4.
For the sxaminer's obiigaion 1o consider sssmdmerts pnd/or sgomnonts, soo Rale 66.4 bis.
For an infhemal commasnication with fhe oxarnier, ses Rule §6.6

oo reply & fied, the intornctioonl pretimnery camnimtion report will be estabiished om the busks of this aplaton.
A The fioal dete by whish the ickeerstiogal pratiminery
exsminsrion repret tnsst be estalifished sosonting to Bule 8.2 ic 17 A 2005 (1704 X05) .

Neos and mudikg address of s (PEA/UB

Mall Biop PCT, At FRA/ 18 : ;
Cospplslaner for Falimly
PO Bog 1410

Vinghila 723 13- 430

s i, 7

Porm FCTIFEAOR (cower shostluly 1998)
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DUE .. &lz3/e) .|

MAY 25 2805
NASTECH LEGAL



(Tateraatioms) sppiivwion No.
WRITTEN OFINION -
L. Basls of the opinien
1. Whi rogand 1o the shenents of fe keemetions] appliostion: *
the isernationsl appiication as originally Gled
the dexcxiption:
pesl-le ___, ascedgilly fled

PgesONE , fled with the demand
MpsNONE . flod with the letier of

E the chimx
meea 13010, es originalfly filed
mgeNONE sy suended (ogether with arry sistetosnt) under Articin 19

E the sequence listing part of {he description:
mgsldd . asorigimily filed
mges NONB » filed with the demand
e NONE , fied with the lenterof -

2 Witk regard to the bmguage, sll the elempnty owrked sbove wers availshle or fsmishad o this Authosity in the
hnpuage: in which the intemational spplication was flled, unless otherwise ndicsted under this item.
Thess alsments ware aveilabie or farnisbed fo this Aathority in the Rlowing lengmge wirich Is:
] thelangaage of a trensiation furnished for the parposes of insermetional assrch (under Rule2s. 1(5)).
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1. A use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity or controlling eating in a patient, wherein mucosal administration of at least 50
ug of said peptide in said medicament raises plasma concentrations of said peptide in the
subject by at least 5 pmole/l.

2 The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament induces satiety.

3. The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament induces loss of hunger.

4, The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament induces loss of appetite.

5. The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament is oral,

6. The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament is bucal.

7. The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament is intranasal.

8. The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament decreases food intake.

9. The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of 8 medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament promotes weight loss.

10.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament treats obesity.

I1.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament prevents the onset or
progression of obesity.

12.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 1, wherein administration of the medicament treats diabetes.
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13.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of 2 medicament for treating
obesity of claim 7, wherein about 50 pL to about 200 pL of the medicament is
administered intranasally.

14.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 13, wherein about 3 ug — 10 ug peptide’kg body weight is administered.

15.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 13, wherein 50 pg to 800 pg peptide is administered.

16. A use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity in a mammal, wherein a time to maximum plasma concentration, Trmax, of said
peptide following mucosal administration of said medicament to the mammal is less than
30 minutes.

17.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 16, wherein Ty, is about 20 minutes,

18.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 16, wherein mucosal administration of said peptide has an elimination
half life of about 55 minutes.

19. A use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity in mammals, wherein a C,y greater than 300 pg/ml results from a single mucosal
administration of said medicament.

20.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 19, wherein the C,..x is greater than 75 pmole/l.

21. A use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity in mammals, wherein exposure of a mucosal epithelial cell layer to said
medicament decreases electrical resistance across said layer by at least 100-fold.

22.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 21, wherein said mucosal epithelial cell layer is a monolayer of bronchial
cells.

30‘!1
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23. A use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity in mammals, wherein exposure of a mucosal epithelial cell layer to said
medicament increases permeation of the peptide across said layer at least 30-fold over
simple buffer solutions.

24.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 23, wherein said mucosal epithelial cell layer is a monolayer of bronchial
cells.

25. A use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity in mammals, wherein mucosal administration of said medicament raises plasma
concentrations of said peptide without causing an occurrence of adverse side effects such
as nausea or light-headedness.

26. A use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity in mammals, wherein the medicament is comprised of a solubilizing agent, a
chelating agent, one or more polyols and said PYY peptide.

27.  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 26, wherein the medicament is further comprised of a surface active
agent.

28. The use of PYY(3-36) peptide in the manufecture of & medicament for treating
obesity of claim 26, wherein the solubilizing agent is a methyl-B-cyclodextrin.

29,  The use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of a medicament for treating
obesity of claim 27, wherein the surface-active agent is L-a-phosphatidylcholine
didecanoyl (DDPC).

30. A use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity in
a patient, wherein the medicament is comprised of a solubilizing agent, a chelating agent,
a polyol and a PYY peptide wherein the PYY peptide is comprised of an amino acid
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs: 2, 3 and SEQ ID NOs: 90-
105.
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31. The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 30, wherein the medicament is comprised of at least two polyols.

32, The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 31 wherein the polyols are selected from the group consisting of
sucrose, mannitol, sorbitol, lactose, L-arabinose, D-erythrose, D-ribose, D-xylose, D-
mannose, trehalose, D-galactose, lactulose, cellobiose, gentibiose, glycerin and
polyethylene glycol.

33.  The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 32, wherein the polyols are lactose and sorbitol.

34, The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 30 wherein the chelating agent is ethylene diamine tetraacetic acid
(EDTA) or ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA).

35.  The use of PYY peptide in the mamnufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 34, wherein the chelating agent is EDTA.

36.  The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 30 wherein the solubilizing agent is selected from the group
consisting of a cyclodextran, hydroxypropyl-f-cyclodextran, sulfobutylether-§-
cyclodextran and methyl-p-cyclodextrin.

37. The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 36 wherein the solubilizing agent is & cyclodextrin.

38. The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 30 wherein the composition is further comprised of a surface-active
agent.

39. The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 38 wherein the surface-active agent is selected from the group
consisting of nonionic polyoxyethylene ether, bile salts such, sodium glycocholate
(SGC), deoxycholate (DOC), derivatives of fusidic acid, sodium taurodihydrofusidate
(STDHF), L-a-phosphatidylcholine didecanoyl (DDPC), polysorbate 80 and polysorbate

gy,
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20, a polyethylene glycol (PEG), cetyl alcohol, polyvinylpyrolidone (PVP), a polyvinyl
alcohol (PVA), lanolin alcohol, and sorbitan monooleate.

40. The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 39 wherein the surface-active agent is DDPC.

41.  The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 30 wherein the composition is an aqueous PYY composition further
comprised of water.

42.  The use of PYY peptide in the manufiacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 41 wherein pH of the aqueous PYY composition is from about 3 to
about 6.

43.  The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 42 wherein the pH of the aqueous PY'Y composition is 5.0+ 0.3.

44,  The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
in a patient of claim 30 wherein the PYY peptide is comprised of PYY(3-36) (SEQ ID
NO; 2).

45. A use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity in
a patient, wherein the medicament is comprised of a PYY peptide and one or more of the
group consisting of a polyol, a solubilizing agent, and a chelating agent, wherein the PYY
peptide is comprised of an amino acid sequence selected from the group consisting of
SEQ ID NOs: 2, 3 and SEQ ID NOs: 90-105.

46.  The use of PYY peptide in the manuficture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament induces satiety.

47. The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament induces loss of hunger.

48, The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament induces loss of appetite.

3
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49,  The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament is oral.

50. The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament is bucal.

51.  The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament is intranasal.

52. The use of PYY peptide in the manufecture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament decreases food intake.

53. The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament promotes weight loss.

54. The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament treats obesity.

55. The use of PYY peptide in the manufiacture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament prevents the onset or progression
of obesity.

56. The use of PYY peptide in the manufacture of a medicament for treating obesity
of claim 45, wherein administration of the medicament treats diabetes.

57. A transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation capable of raising the
concentration of the Y2 receptor-binding peptide in the plasma of a mammal by at least 5
pmole per liter of plasma or more when a dose containing at least 50 pg of the Y2
receptor-binding agonist is administered transmucosally to said mammal.

58. The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claim 57, wherein
the Y2 receptor-binding peptide is selected from the group consisting of peptide YY
(PYY), neuropeptide Y (NPY) and pancreatic peptide (PP).

59.  The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claims 57 and 58
further comprised of at ieast one mucosal delivery-enhancing agent selected from the
group consisting of:
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a solubilization agent;

a charge-modifying agent;

a pH control agent;

& degradative enzyme inhibitory agent;

& mucolytic or mucus clearing agent;

a ciliostatic agent;

a membrane penetration-enhancing agent selected from (i) a surfactant, (ii)
a bile salt, (iii) a phospholipid additive, mixed micelle, liposome, or

® ™o a0 o P

carrier, (iv) an alcohol, (v) an enamine, (vi) a NO donor compound, (vii) a
long-chain amphipathic molecule (viii) a small hydrophobic penetration
enhancer; (ix) sodium or a salicylic acid derivative; (x) a glycerol ester of
acetoacetic acid (xi) a cyclodextrin or beta-cyclodextrin derivative, (xii) a
medium-chain fatty acid, (xiii) a chelating agent, (xiv) an amino acid or
salt thereof, (xv) an N-acetylamino acid or salt thereof, (xvi) an enzyme
degradative to a selected membrane component, (xvii) an inhibitor of fatty
acid synthesis, or (xviii) an inhibitor of cholesterol synthesis; or (xix) any
combination of the membrane penetration enhancing agents recited in (i)-
(xix);

h. a modulatory agent of epithelial junction physiology;

i. a vasodilator agent;

j- aselective transport-enhancing agent; and

k. a stabilizing delivery vehicle, camrier, support or complex-forming
species.

60.  The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claim 57 wherein
the formulation is an intranasal formulation.

61. The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claims 57-60
wherein the formulation is further comprised of at least two polyols.

62.  The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claim 61 wherein
the polyols are lactose and sorbitol.

63. The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claims 57-90
further comprised of a chelating agent.
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64. The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claim 63 wherein
the chelating agent is ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA).

65. The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claims 57-64
further comprised of a solubilizing agent.

66. The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claim 65, wherein
the solubilizing agent is a cyclodextrin.

67. The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claims 57-66,
further comprising a surfactant.

68.  The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claim 67 wherein
the surfactant is L-a-phosphatidylcholine didecanoyl (DDPC).

69. The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claim 57 wherein
the Y2 receptor-binding peptide is PYY3-36.

70.  The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claim 68 wherein
the formulation is further comprised of water.

71.  The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claim 69 wherein
the formulation has a pH of about of about 3 to about 6.

72.  The transmucosal Y2 receptor-binding peptide formulation of claim 70 wherein
the pH is 5.0+ 0.3.

73. A peptide YY (PYY) composition comprised of a solubilizing agent, a chelating
agent, a polyol and a PYY peptide wherein the PYY peptide is comprised of an amino
acid sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs: 2, 3 and SEQ ID NOs:
90-105.

74.  The PYY composition of claim 73 wherein the PYY composition is comprised of
at least two polyols.

75. The PYY composition of claim 73 wherein the polyols are selected from the
group consisting of sucrose, mannitol, sorbitol, lactose, L-arabinose, D-erythrose, D-
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ribose, D-xylose, D-mannose, trehalose, D-galactose, lactulose, cellobiose, gentibiose,
glycerin and polyethylene glycol.

76. The PYY composition of claim 74 wherein the polyols are lactose and sorbitol.

77. The PYY compostion of claim 73 wherein the chelating agent is ethylene diamine
tetraacetic acid (EDTA) or ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA).

78. The PYY composition of claim 77 wherein the chelating agent is EDTA.

79. The PYY composition of claim 72 wherein the solubilizing agent is selected from

the group consisting of a cyclodextran, hydroxypropyl-B-cyclodextran, sulfobutylether--
cyclodextran and methyl-B-cyclodextrin,

80. The PYY composition of claim 78 wherein the solubilizing agent is a
cyclodextrin.

81. The PYY composition of claim 72 wherein the composition is further comprised
of a surface-active agent.

82. The PYY composition of claim 80 wherein the surface-active agent is selected
from the group consisting of nonionic polyoxyethylene ether, bile salts such, sodum
glycocholate (SGC), deoxycholate (DOC), derivatives of fusidic acid, sodium
taurodihydrofusidate (STDHF), L-a-phosphatidylcholine didecanoyl (DDPC),
polysorbate 80 and polysorbate 20, a polyethylene glycol (PEG), cetyl alcohol,
polyvinylpyrolidone (PVP), a polyvinyl alcohol (PVA), lanolin alcohol, and sorbitan
monooleate.

83. ThePYY composition of claim 81 wherein the surface-active agent is DDPC.

84. The PYY composition of claim 72 wherein the composition is an aqueous PYY
composition further comprised of water.

85. The PYY composition of claim 83 wherein pH of the aqueous PYY composition
is from about 3 to about 6.

86. The PYY composition of claim 85 wherein the pH of the aqueous PYY
composition is 5.0+ 0.3,

sk
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87. The PYY composition of claim 72 wherein the PYY peptide is comprised of
PYY(3-36) (SEQ ID NO: 2).

88. A PYY composition comprised of methyl-B-cyclodextrin, EDTA, lactose,
sorbitol, DDPC and a PYY peptide wherein the PYY peptide is comprised of an amino
acid sequence selected from the group consisting of SEQ 1D NOs: 2, 3 and SEQ ID NOs:
90-105.

89. The PYY composition of claim 88 wherein the PYY peptide is comprised of
PYY(3-36) (SEQ ID NO: 2).

90. An aqueous PYY(3-36) formulation capable of maising the concentration of the
PYY(3-36) in the plasma of a patient by at least 5 pmole per liter of plasma when a dose
containing at least 50 pg of PYY(3-36) is administered transmucosally to said mammal.

91. The PYY(3-36) formulation of claim 90, wherein about 50 to about 200 pL of the
formulation is administered intranasally to said patient.

92. An aqueous PYY(3-36) formulation comprising PYY(3-36) and a solubilizing
agent wherein the formulation is substantially free of a stabilizer that is a polypeptide or a
protein.

93. The PYY(3-36) formulation of claim 91, further comprising a chelating agent, one
or more polyols, and a pH 3.0 to about pH 6.5.

94, The PYY(3-36) formulation of claim 92, further comprising a surface-active
agent.

95.  The PYY(3-36) formulation of claim 93, wherein the formulation is about pH 5.0.

96. The PYY(3-36) formulation of claim 93, wherein the formulation is endotoxin-
free.

97.  The PYY(3-36) formulation of claim 92, wherein the formulation is comprised of
at least two polyols.

98. The PYY(3-36) formulation of claim 96, wherein the polyols are selected from
the group consisting of sucrose, mannitol, sorbitol, lactose, L-arabinose, D-erythrose, D-
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ribose, D-xylose, D-mannose, trehalose, D-galactose, lactulose, cellobiose, gentibiose,
glycerin and polyethylene glycol.

99. The PYY(3-36) formulation of claim 97, wherein the polyols are lactose and
sorbitol.

100. The PYY(3-36) formulation of claim 92, wherein the chelating agent is
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) or ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA).

101. The PYY(3-36) formulation of claim 100, wherein the chelating agent is EDTA.

102. The PYY(3-36) formulation of claim 92, wherein the solubilizing agent is

selected from the group consisting of a cyclodextran, hydroxypropyl-p-cyclodextran,
sulfobutylether-f-cyclodextran and methyl-B-cyclodextrin.

103. The PYY(3-36) formulation of claim 101, wherein the solubilizing agent is a
cyclodextrin.

104. The PYY(3-36) formulation of claim 92, wherein the surface-active agent is
selected from the group consisting of nonionic polyoxyethylene ether, bile salts such,
sodium glycocholate (SGC), deoxycholate (DOC), derivatives of fusidic acid, sodium
taurodihydrofusidate (STDHF), L-a-phosphatidylcholine didecanoyl (DDPC),
polysorbate 80 and polysorbete 20, a polyethylene glycol (PEG), cetyl alcohol,
polyvinylpyrolidone (PVP), a polyvinyl alcohol (PVA), lanolin alcohol, and sorbitan
monooleate.

105. The PYY(3-36) formulation of claim 103, wherein the surface-active agent is
DDPC.

106. The PYY(3-36) formulation of claim 92, wherein the formulation is further
comprised of a preservative selected from the group consisting of chlorobutanol and
benzalkonium chloride.

107. The PYY(3-36) formulation of claim 105, wherein the preservative is
chlorobutanol.

316
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108. The PYY(3-36) formulation of claim 103 or 107, wherein about 50 to about 200
ML of the formulation is administered intranasally.

109. The PYY(3-36) formulation of claim 92, wherein following mucosal
administration of said formulation a time to maximum plasma concentration, Tmx, of said
peptide is less than 30 minutes.

110. The PYY(3-36) formulation of claim 109, wherein Ty is about 20 minutes.

111. The PYY(3-36) formulation of claim 109, wherein mucosal administration of said
formulation raises plasma concentrations of said peptide has an elimination half life of
about 55 minutes.

112. A use of PYY(3-36) peptide in the manufacture of 8 medicament for treating
obesity in mammals, wherein a Cna. greater than 300 pg/ml results from a single mucosal
administration of said medicament.

113. The PYY(3-36) formulation of claim 112, wherein the Cpayx is greater than 75
pmole/l. '

114. The PYY(3-36) formulation of claim 112, wherein exposure of a mucosal
epithelial cell layer to said formulation decreases electrical resistance across said layer by
at least 100-fold.

115. The PYY(3-36) formulation of claim 114, wherein said mucosal epithelial cell
layer is a monolayer of bronchial cells.

116. The PYY(3-36) formulation of claim 112, wherein exposure of a mucosal
epithelial cell layer to said formulation increases permeation of the peptide across said
layer at least 30-fold over simple buffer solutions.

117. The PYY(3-36) formulation of claim 116, wherein permeation of the peptide
across said layer at least 100-fold over simple buffer solutions.

118. The PYY(3-36) formulation of claim 117, wherein said mucosal epithelial cell
layer is a monolayer of bronchial cells.

39
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119. The PYY(3-36) formulation of claim 112, wherein the stability of the peptide in
the formulation is at least 96% over one month at either 5 °C or 25 °C.

120. A peptide YY (PYY) composition comprised of a PYY peptide, and a stabilizer
other than a polypeptide or protein, wherein the PYY peptide is comprised of an amino
acid sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs: 2, 3 and SEQ ID NOs:
90-105.

121. A PYY(3-36) formulation comprised of water, a Y2 receptor-binding peptide, one
or more polyols and a surface-active agent wherein the formulation has a pH of about 3.0
to about 6.5, and the formulation is substantially free of a stabilizer that is a polypeptide
or protein.

122. The aqueous formulation of claim 120 wherein the polyol is selected from the
group consisting of lactose, sorbitol, trehalose, sucrose, mannose and maltose and
derivatives and homologs thereof.

123. The PYY(3-36) formulation of claims 120-121 wherein the surface-active agent is
selected from the group consisting of nonionic polyoxyethylene ether, bile salts such,
sodium glycocholate (SGC), deoxycholate (DOC), derivatives of fusidic acid, sodium
taurodihydrofusidate (STDHF), L-a-phosphatidylcholine didecanoyl (DDPC),
polysorbate 80 and polysorbate 20, a polyethylene glycol (PEG), cetyl alcohol,
polyvinylpyrolidone (PVP), a polyvinyl alcohol (PVA), lanolin alcohol, and sorbitan
monooleate.

124. The PYY(3-36) formulation of claim 120-122 further comprising a solubilizing
agent and a chelating agent.

125. The PYY(3-36) formulation of claim 123 wherein the solubilizing agent is
selected from the group consisting of hydroxypropyl-B-cyclodextran, sulfobutylether-p-
cyclodextran and methyl-B-cyclodextrin,

126. A PYY composition comprised of water, sodium citrate, citric acid, methyl-p-
cyclodextrin, EDTA, lactose, sorbitol, DDPC and PYY(3-36) (SEQ ID NO: 2), wherein
the formulation has a pH of about 5.0+ 0.3.



127. The PYY composition of claim 126 further comprised of a preservative selected
from the group consisting of chlorobutanol and benzalkonium chloride.

128. The composition of claim 127 wherein the preservative is chlorobutanol.

129. A PYY composition comprised of water, chlorobutanol, sodium citrate, citric
5 acid, methyl-B-cyclodextrin, EDTA, lactose, sorbitol, DDPC and PYY(3-36) (SEQ ID
NO: 2), wherein the formulation has a pH of about 5.0+ 0.3.

32l
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1. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad o controlar la accién de comer en un paciente, en donde la
administracién por via mucosa de por lo menos 50 ug de dicho péptido en dicho
medicamento aumenta la concentracion de dicho péptido en el plasma del paciente en por
lo menos 5 pmol/l.

2. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde la administracién
del medicamento provoca saciedad.

k Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde la administracién
del medicamento provoca la pérdida del hambre.

4. Uso del péptido PYY(3-36) la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde la administracién
del medicamento provoca la pérdida del apetito.

5. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde la administracién
del medicamento es por via oral.

6. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde la administracion
del medicamento es via bucat.

7. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde la administracién
del medicamento es intranasal.

8. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde la administracién
del medicamento disminuye el consumo de alimentos.

“@‘



10

15

20

25

02.-04PCT 2

0. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde la administracién
del medicamento provoca pérdida de peso.

10. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde la administracion
del medicamento trata la obesidad.

11. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacidon de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde la administracién
del medicamento previene el principio o progresion de la obesidad.

12  Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde la administracién
del medicamento trata la diabetes.

13. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 7,en donde alrededor de 50 pL
hasta alrededor de 200 pL del medicamento es administrado intranasalmente.

14. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 13, en donde alrededor de 3 pg
— 10 pug de péptido’kg de peso corporal es administrado.

15. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 13, en donde 50 pg hasta 800
ug del péptido es administrado.

16.  Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para tratar la
obesidad en un mamifero, en donde seguido a una administracién via mucosa de dicho
medicamento se alcanza una concentracién méxima en el plasma de dicho péptido en un
tiempo, Tuux, menor que 30 minutos.

17.  Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para tratar la
obesidad de acuerdo a la reivindicacion 16, en donde Ty es alrededor de 20 minutos.

/
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18. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 16,. en donde la administraciéon
por via mucosa de dicho péptido y aumenta la concentracién en el plasma de dicho
péptido teniendo una vida media de eliminacién de alrededor 55 minutos.

19. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad en mamiferos, en donde resulta una Cp,x mis grande que 300
pg/ml de una imica administrecién via mucosa de dicho medicamento.

20. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 19, en donde la Cmax €8 mis

grande que 75 pmol/l.

21, Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad en mamiferos, en donde la exposicion de una capa de células
epiteliales de la mucosa a dicho medicamento disminuye la resistencia eléctrica a través
de dicha capa en por lo menos 100 veces.

22, Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 21, en donde dicha capa de
células epiteliales de la mucosa es una monocapa de células bronquiales.

23. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad en mamiferos, en donde la exposicién de una capa de células
epiteliales de la mucosa a dicho medicamento aumenta la penetracidn del péptido a través
de dicha capa en por lo menos 30 veces con soluciones de buffer simples.

24. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 23, en donde dicha capa de
células epiteliales de la mucosa es una monocapa de células bronquiales.

25. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de ia obesidad en mamiferos, en donde la administracién via mucosa de dicho
medicamento aumenta la concentracién plasmética de dicho péptido sin provocar la
presencia de efectos laterales adversos tales como ndusea o mareo leve.

et
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26. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad en mamiferos, en donde el medicamento consta de un agente
solubilizante, un agente quelante, uno o mas polioles y dicho péptido PYY.

27. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 26, en donde el medicamento
ademés comprende un agente tensoactivo.

28. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 26, en donde el agente
solubilizante es una metil-B-ciclodextrina.

29. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad de acuerdo a la reivindicaciébn 27, en donde el agente
tensoactivo es L-a-fosfatidilcolina didecanoil (DDPC).

30. Uso del péptido PYY en la preparacidn de un medicamento para el tratamiento de
1a obesidad en un paciente, en donde el medicamento comprende un agente solubilizante,
un agente quelante, un poliol y un péptido PYY en donde el péptido consta de una
secuencia de aminodcidos seleccionados desde el grupo consistente en SEQ ID NOs: 2, 3
y SEQ ID NOs: 90-105.

31.  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacién 30, en donde el medicamento
consta de por lo menos dos polioles.

32.  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacion 31, en donde los polioles son
seleccionados desde el grupo consistente en sacarosa, manitol, sorbitol, lactosa, L-
ambinosa, D-eritrosa, D-ribosa, D-xilosa, D-manosa, trealosa, D-galactosa, lactulosa,
celobiosa, gentibiosa, glicerina y polietilenglicol.

33.  Uso del péptido PYY en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacién 32, en donde los polioles son
lactosa y sorbitol.

323
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34.  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacién 30, en donde el agente quelante
es acido es etilendiamintetraacético (EDTA) o dcido etilenglicoltetraacético (EGTA).

35.  Uso del péptido PYY en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacidn 34, en donde el agente quelante
EDTA.

36. Uso del péptido PYY en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacién 30, en donde el agente
solubilizante es seleccionado desde el grupo consistente de un ciclodextrano,
hidroxipropil-p-ciclodextrano, sulfobutilether-B-ciclodextrano y metil-p-ciclodextrina.

37.  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacion 36, en donde el agente
solubilizante es una ciclodextrina.

38. Uso del péptido PYY en In preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacién 30, en donde la composicion

ademds comprende un agente tensoactivo.

39.  Uso del péptido PYY en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo & la reivindicacién 38, en donde el agente
tensoactivo es seleccionado desde el grupo consistente en éter polioxietileno no iénico,
sales semejantes a las biliares, glicolato de sodio (SGC), deoxicolato (DOC), derivados
de é&cido fusidico, taurodihidrofusidato de sodioc (STDHF), L-a-fosfatidilcolina
didecanoil (DDPC), polisorbato 80 and polisorbato 20, un polietilenglicol (PEG), alcohol
cetilico, polivinilpirrolidona (PVP), un alcohol polivinilico (PVA), alcohol de lanolina, y
monooleato de sorbitin,

40.  Uso del péptido PYY en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacién 38, en donde el agente
tensoactivo es DDPC.

W
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41. Uso del péptido PYY en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacidn 30, en donde la composicién es
una composicién de PYY acuosa, que contiene agua.

42,  Uso del péptido PYY en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicaciéon 41, en donde el pH de la
composicion acuosa de PYY es de alrededor 3 hasta alrededor 6.

43,  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacion 41, en donde el pH de la
composicion acuosa de PYY es 5.0+ 0.3.

44,  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente de acuerdo a la reivindicacién 30, en donde el péptido PYY
consta de PYY(3-36) (SEQ ID NO: 2).

45.  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad en un paciente, en donde el medicamento consta de un péptido PYY y uno o
mis del grupo compuesto por un poliol, un agente solubilizante, y un agente quelante, en
donde el péptido PYY comprende una secuencia de aminoacidos seleccionadas del grupo
consistente de SEQ ID NOs: 2, 3 y SEQ ID NOs: 90-105.

46. Uso del péptido PYY en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 45, en donde la administracién del
medicamento provoca saciedad.

47.  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 45, en donde la administracién del
medicamento provoca la pérdida del hambre.

48.  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad de acuerdo & la reivindicacién 45, en donde la administracién del
medicamento provoca la pérdida del apetito.
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49.  Uso del péptido PYY en Ia preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 45, en donde la administracion del
medicamento es via oral.

50. Uso del péptido PYY en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad de acuerdo a la retvindicacion 45, en donde la administracion del
medicamento es bucal.

51.  .Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 45, en donde la administracion del
medicamento es intranasal.

52.  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 45, en donde la administracién del

medicamento disminuye el consumo de alimentos.

53.  Uso del péptido PYY en la preparacion de un medicamento pars el tratamiento de
la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 45, en donde la administracién del
medicamento provoca pérdida de peso.

54. Uso del péptido PYY en la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad de acuerdo a la reivindicacion 45, en donde la administracion del
medicamento trata la obesidad.

55.  Uso del péptido PYY en Ia preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad de acuerdo a la reivindicacién 45, en donde la administracién del
medicamento previene el principio o progresion de la obesidad.

56.  Uso del péptido PYY en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
la obesidad de acuerdo a la reivindicacibn 45, en donde la administracion del
medicamento trata la diabetes.

57. Una formulacién transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 capaz de
aumentar la concentracién del péptido ligando del receptor Y2 en el plasma de un
mamifero en al menos 5 pmoles por litro de plasma o més cuando se administra por via



10

15

20

25

30

02-04FCT

transmucosa una dosis que contiene por lo menos 50 pg del agonista del ligando del
receptor Y2 a dicho mamifero

58. .La formulacién transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a la
reivindicacion 57, en donde el péptido ligando del receptor Y2 es seleccionado del grupo
consistente en péptido YY (PYY), neuropéptido Y (NPY) y péptido pancreético (PP).

59. La formulacién transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdoala
reivindicacidn 57 y 58 que ademés comprenda un agente que aumente la entrega a través
de la mucosa seleccionado desde el grupo consistente en:

® e Ao P

un agente solubilizante;

un agente modificador de carga;

un agente de control de pH;

un agente inhibidor de la degradacion enzimitica;

un agente mucolitico o un agente clarificador de moco;

un agente ciliostético;

un agente que aumente la penetracion a través de la membrana elegido
desde (i) un surfactante, (ii) una sal biliar, (iii) un aditivo fosfolipidico,
micelas mixtas, liposoma, o un transportador, (iv) un alcohol, (v) una
enamina, (vi) un compuesto donante de NO, (vii) una molécula de cadena
larga anfipética (viii) un agente que aumente levemente la penetracion
hidrofobica; (ix) un derivado de acido salicilico o sodio; (x) un éster
glicerol de dcido acetoacético (xi) un derivado de ciclodextrina o© beta-
ciclodextrina, (xii) un acido graso de cadena media, (xiii) un agente
quelante, (xiv) un aminodcido o sal del mismo, (xv) un écido N-
acetilamino o la sal del mismo, (xvi) una enzima que degrade un
componente de membrana seleccionado, (xvii) un inhibidor de la sintesis
de écido graso, o (xviii) un inhibidor de la sintesis de colesterol; o (xix)
cualquier combinacion de los facilitadores de penetracién de membrana
citados en (1)-(xix);

un agente modulador de la fisiologia de union epitelial;

un agente vasodilatador;

Rb,
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j. unagente que aumente el transporte selectivo; y
k. un vehiculo, transportador o soporte que estabilice la entrega o especies
formadoras de complejos.

60. La formulacién transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a la
reivindicacion 57 , en donde la formulacién es una formulacion intranasal.

61. La formulacion transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a las
reivindicaciones 57-60 , en donde la formulacién ademis comprende por lo menos dos
polioles.

62. La formulacién transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a la
reivindicacion 61 en donde los polioles son lactosa y sorbitol.

63. La formulacion transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a las
reivindicaciones 57-60 ademis comprende un agente quelante.

64. La formulaci6bn transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a la
reivindicacion 63 en donde el agente quelante es icido etilendiamino tetracético
(EDTA).

65. La formulacién transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a las
reivindicaciones 57-64 adernis comprende un agente solubilizante.

66. La formulacién transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a la
reivindicacién 65 en donde el agente solubilizante es ciclodextrina.

67. La formulacién transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a las
reivindicaciones 57-66 ademés comprende un surfactante.

68. La formulacion transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdoala
reivindicacion 67 en donde el surfactante es L-a-fosfatidilcolina didecanoil (DDPC).

69. La formulacion transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a la
reivindicacién 57 en donde el péptido ligando del receptor Y2 es PYY3-36.
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70. La formulacion transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a la
reivindicacién 68 en donde la formulacion ademéas comprende agua.

71.  La formulacién transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdo a la
reivindicacién 69 en donde la formulacion tiene un pH de alrededor 3 hasta alrededor 6.

72.  La formulacion transmucosa de péptido ligando del receptor Y2 de acuerdoala
reivindicacién 70 en donde el pH es 5.0+ 0.3.

73.  Una composicién de péptido YY (PYY) que comprende un agente solubilizante,
un agente quelante, un poliol, y un péptido PYY en donde el péptido PYY comprende
una secuencia de aminoicidos seleccionada desde el grupo consistente en SEQ ID NOs:
2, 3 y SEQ 1D NOs: 90-105.

74. La composicién PYY de acuerdo a la reivindicacién 73 en donde la composicion
PYY comprende por lo menos dos polioles.

75.  La composicion PYY de acuerdo a la reivindicacion 73 en donde los polioles son
seleccionados desde el grupo consistente en sacarosa, manitol, sorbitol, lactosa, L-
arabinosa, D-eritrosa, D-ribosa, D-xilosa, D-manosa, trealosa, D-galactosa, lactulosa,
celobiosa, gentibiosa, glicerina y polietilenglicol.

76. Lacomposicién PYY de acuerdo a la reivindicacion 74 en donde los polioles son
lactosa y sorbitol.

77. La composicidn PYY de acuerdo a la reivindicacion 73 en donde el agente
quelante es écido etilendiamin tetraacético (EDTA) o édcido etilenglicol tetraacético
(EGTA)

78. La composicibn PYY de acuerdo a la reivindicacion 77 en donde el agente
quelante es EDTA.

79. La composicién PYY de acuerdo a la reivindicacién 72 en donde el agente
solubilizante es seleccionado desde el grupo consistente en ciclodextrano, hidroxipropil-
p-ciclodextrano, sulfobutiléter-p-ciclodextrano y metil-p-ciclodextrina.
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80. La composicion PYY de acuerdo a la reivindicacién 78 en donde el agente
solubilizante es una ciclodextrina.

81. La composicion PYY de acuerdo a la reivindicacién 72 en donde la composicién
ademas comprende un agente tensoactivo.

82. La composicion PYY de acuerdo a la reivindicacion 80 en donde el agente
tensoactivo es seleccionado desde el grupo consistente en éter polioxietileno no idnico,
sales semejantes a las biliares, glicolato de sodio (SGC), deoxicolato (DOC), derivados
de acido fusidico, taurodihidrofusidato de sodio (STDHF), L-u-fosfiutidilcolina
didecanoil (DDPC), polisorbato 80 and polisorbato 20, un polietilenglicol (PEG), alcohol
cetilico, polivinilpirrolidona (PVP), un alcohol polivinilico (PVA), alcohol de lanolina, y
monooleato de sorbitén,

83. La composicibn PYY de acuerdo a la reivindicacion 81 en donde el agente
tensoactivo es DDPC,

84. La composicion PYY de acuerdo a la reivindicaciéon 72 en donde la composiciéon
es una composicién acuosa de PYY, comprende ademés agua.

85. La composicién PYY de acuerdo a la reivindicacion 83 en donde el pH de la
composicion acuosa PYY es desde alrededor 3 hasta alrededor 6.

86. La composicién PYY de acuerdo a la reivindicacién 85 en donde el pH de la
composicién acuosa PYY es 5.0+ 0.3.

87. Lacomposicion PYY de acuerdo a la reivindicacién 72 en donde el péptido PYY
consta de PYY(3-36) (SEQ ID NO: 2).

88. Una composicion PYY que comprende metil-B-ciclodextrina, EDTA, lactosa,
sorbitol, DDPC y un péptido PYY en donde el péptido consta de una secuencia de
aminodcidos seleccionada desde el grupo consistente en SEQ ID NOs: 2, 3 y SEQ ID
NOs: 90-105.

89. La composicion PYY de acuerdo a la reivindicacién 88 en donde el péptido PYY
consta de PYY(3-36) (SEQ ID NO: 2).
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90. Una formulacién acuosa de PYY(3-36) capaz de aumentar la concentracién de
PYY(3-36) en el plasma de un paciente en por lo menos 5 pmol por litro de plasma
cuando una dosis que contiene por lo menos 50 ug de PYY(3-36) es administrada
transmucosalmente a dicho mamifero.

91. Laformulacion PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacién 90, en donde alrededor
de 50 hasta alrededor 200 pL de la formulacién es administrada intranasalmente a dicho
paciente.

92. Una formulacién acuosa de PYY(3-36) comprendiendo PYY(3-36) y un agente
solubilizante en donde la formulacion esta sustanciaimente libre de un estabilizador que
un polipéptido o una proteina.

93. La formulacién de PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacion 91, ademas
comprende un agente quelante, uno o mas polioles, y posee un pH 3.0 hasta alrededor un
pH 6.5.

94. La formulacion de PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacion 92, ademis
comprende un agente tensoactivo.

95. La formulacién de PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacion 93, en donde la
formulacién posee un pH de alrededor 5.0.

96. La formulacién de PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacion 93, en donde la
formulacién estd libre de endotoxina.

97. La formulacién de PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacién 93, en donde la
formulacién consta de por lo menos dos polioles.

98. La formulacién de PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacién 96, en donde los
polioles son seleccionados desde el grupo consistente en sacarosa, manitol, sorbitol,
lactosa, L-arabinosa, D-eritrosa, D-ribosa, D-xilosa, D-manosa, trealosa, D-galactosa,
lactulosa, celobiosa, gentibiosa, glicerina y polietilenglicol.

99. La formulacién de PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacién 97, en donde los
polioles son lactosa y sorbitol.



10

15

20

25

100. La formulacion de PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacién 92, en donde el
agente quelante dcido etilendiamintetraacético (EDTA) o acido etilenglicol
tetrancético (EGTA).

101. La formulacién de PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacién 100, en donde el
agente quelante es EDTA.

102. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacién 92 en donde el agente
solubilizante es seleccionado desde el grupo consistente en ciclodextrano, hidroxipropil-
P-ciclodextrano, sulfobutiléter-f-ciclodextrano y metil-B-ciclodextrina.

103. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacion 101 en donde el agente
solubilizante es ciclodextrina.

104. La formulacion PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacion 92 en donde el agente
tensoactivo es seleccionado desde el grupo consistente en éter polioxietileno no idnico,
sales semejantes a las biliares, glicolato de sodio (SGC), deoxicolato (DOC), derivados
de d4cido fusidico, taurodihidrofusidato de sodio (STDHF), L-a-fosfatidilcolina
didecanoil (DDPC), polisorbato 80 and polisorbato 20, un polietilenglicol (PEG), alcohol
cetilico, polivinilpirrolidona (PVP), un alcohol polivinitico (PVA), alcohol de lanolina, y
monooleato de sorbitén.

105. La formulacion PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacién 103 en donde el agente
tensoactivo es DDPC.

106. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a Ia reivindicacién 92 en donde la
formulacién ademds consta de un preservante seleccionado del grupo consistente en
clorobutanol y cloruro de benzalconio.

107. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacion 105 en donde el
preservante es clorobutanol.

108. La formulaciéon PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacién 103 o 107 en donde
alrededor de 50 hasta alrededor 200 pL de la formulacion es administrada
intranasalmente.
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109. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacion 92, en donde seguido a
una administracién via mucosa de dicha formulacién se alcanza una concentracion
méaxima en el plasma de dicho péptido en un tiempo, Tmex, menor que 30 minutos.

110. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacién 109, en donde Tmex €3
de alrededor 20 minutos.

111. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacion 109, en donde Iz
administracién es por via mucosa de dicha formulacion y aumenta la concentracion en el
plasma de dicho péptido teniendo una vida media de eliminacion de airededor 55

minutos.

112. Uso del péptido PYY(3-36) en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la obesidad en mamiferos, en donde resulta una C,ux mas grande que 300
pg/ml de una iinica administracién por via mucosa de dicho medicamento.

i13. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacion 112, en donde la Crax
més grande que 75 pmol/l.

114. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacion l12, en donde la
exposicion de una capa epitelial de la mucosa a dicha formulacion disminuye la
resistencia eléctrica a través de dicha capa por lo menos 100 veces.

115. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacién 114, en donde dicha
capa de células epiteliales de la mucosa es una monocapa de células bronquiales.

116. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacion 112, en donde la
exposicion de una capa de células epiteliales de la mucosa a dicha formulacion aumenta
la penetracion del péptido a través de dicha capa por lo menos 30 veces sobre soluciones
buffer simples.

117. La formulacion PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacion 116, en donde la
penetracién del péptido a través de dicha capa es por lo menos 100 veces sobre
soluciones buffer simples.
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118. La formulacion PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacion 117, en donde dicha
capa de células epiteliales de la mucosa es una monocapa de células bronquiales.

119. La formulacién PYY (3-36) de acuerdo a la reivindicacién 112, en donde la
estabilidad del péptido en la formulacion es por lo menos 96% durante un mes ya sea 8 5
°Co25°C.

120. Una composicion peptidica YY (PYY) que consta de un péptido, y un
estabilizador distinto a un polipéptido o proteina, en donde el péptido consta de una
secuencia de aminodcidos seleccionada desde el grupo consistente en SEQ ID NOs: 2,3 y
SEQ ID NOs: 90-105.

121. Una formulacién PYY(3-36) que comprende agua, un péptido ligando del
receptor Y2, uno o mas polioles y un agente superficial activo en donde la formulacién
posee un pH de alrededor 3,0 hasta alrededor 6,5, y la formulacién estd sustancialmente
libre de un estabilizador que es un polipéptido o proteina.

122. La formulacién acuosa de acuerdo a la reivindicacién 120 en donde el poliol es
seleccionado desde el grupo consistente en lactosa, sorbitol, trealosa, sacarosa, manosa y
maltosa y derivados u homélogos de ellos mismos.

123. La formulacién acuosa PYY(3-36) de acuerdo a las reivindicaciones 120-121 en
donde el agente tensoactivo es seleccionado desde el grupo consistente en éter
polioxietileno no idnico, sales semejantes a las biliares, glicolato de sodio (SGC),
deoxicolato (DOC), derivados de dcido fusidico, taurodihidrofusidato de sodio (STDHF),
L-o-fosfatidilcolina didecanoil (DDPC), polisorbato 80 and polisorbato 20, un
polietilenglicol (PEG), ealcohol cetflico, polivinilpirrolidona (PVP), un alcohol
polivinilico (PVA), alcohol de lanolina, y monooleato de sorbitén.

124, La formulacidn PYY(3-36) de acuerdo a las reivindicaciones 120-122, ademés
comprende un agente solubilizante y un agente quelante

125. La formulacién PYY(3-36) de acuerdo a la reivindicacién 123 en donde el agente
solubilizante es seleccionado desde el grupo consistente en hidroxipropil-B-ciclodextrano,
sulfobutiléter-B-ciclodextrano y metil-p-ciclodextrina.
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126. Una composicion PYY que comprende agua, citrato de sodio, écido citrico,
metil-p-ciclodextrina, EDTA, lactosa, sorbitol, DDPC y PYY(3-36) (SEQ ID NO: 2), en
donde la formulacién tiene un pH de alrededor 5.0+ 0.3.

127. La composicién PYY de acuerdo a la reivindicacion 126, ademas consta de un
preservante seleccionado desde el grupo consistente en clorobutanol y cloruro de
benzalconio.

128. La composicion de acuerdo a la reivindicacién 127 en donde el preservante es
clorobutanol.

129. Una composicién PYY que comprende agua, clorobutanol, citrato de sodio, écido
citrico, metil-p-ciclodextrina, EDTA, lactosa, sorbitol, DDPC y PYY(3-36) (SEQ ID NO:
2), en donde la formulacién posee un pH de alrededor 5.0+ 0.3,



