USO DE UN AGONISTA DUAL DEL RECEPTOR DE GLP-1/GLUCAGON DE
ACCION PROLONGADA PARA EL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEAD DEL

HIGADO GRASO NO ALCHOLICO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una composicion

farmacéutica para la prevencion o tratamiento de la

enfermedad del higado graso no alcohdlico, que incl uyen un
agonista dual del receptor de péptido 1 tipo glucag on (GLP-
1)/glucagén de accién prolongada, y un método para prevenir o

tratar la enfermedad del higado graso no alcohdlico que

incluye administrar la composicion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico

(NAFLD) es un tipo de wuna enfermedad, que muestra

organizacion histoloégica similar a la de la enferme dad
hepatica alcohdlica, aunque no esta asociada con el consumo
de alcohol, y es un tipo de sindrome metabdlico aso ciado con
el higado graso no alcohdlico (NAFL), esteatohepati tis no

alcoholica  (NASH), cirrosis  hepatica, y  carcinomas

hepatocelulares. La aparicion de las enfermedades d e higado
graso no alcoholico aumenta con un aumento en la po blacion
con obesidad y diabetes. En Corea, la incidencia an ual ha

alcanzado aproximadamente el 16%.
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La enfermedad del higado graso no alcohdlico se

sabe que es causada por diversas etiologias, tales como
resistencia a la insulina, lipotoxicidad y respuest as
inflamatorias. Entre estas, la etiologia méas comudn es la

resistencia a la insulina.

Se ha hecho mucho esfuerzo para mejorar la
resistencia a la insulina para prevenir/tratar la e nfermedad
del higado graso no alcohdlico. Por ejemplo, los en sayos
clinicos actualmente para tiazolidnedinonas (TZD) o
metformina, una especie de sensibilizador de la ins ulina, se
han realizado de forma activa (ver, Hepatology (200 3) 38:
1008-1017, J Clin Invest (2001) 108: 1167-1174).

Sin embargo, en el caso del tratamiento con los

farmacos a base de TZD, hay desventajas de una gran ganancia
de peso y flujo de fluido lento, y por lo tanto el uso de tal
tratamiento se ha conocido que es imposible para lo S
pacientes con una enfermedad cardiaca. Ademas de lo S
farmacos a base de TZD, las pruebas clinicas que us an
agonistas del receptor de GLP-1 tales como Victoza 0
Byetta para la enfermedad del higado graso no alcoh olico
se han realizado de forma activa. Sin embargo, en e stos
casos, la vida media in vivo es extremadamente corta, y

por lo tanto las administraciones repetidas se debe n hacer
una vez o al menos dos veces por dia, como otras ho rmonas

polipeptidicas. Por lo tanto, hay una desventaja de bido a

610472599.1
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molestias a los pacientes. Tales administraciones
frecuentes causan un gran dolor y molestias a los
pacientes. Es decir, el simple uso de agentes terap

generales para la diabetes como un agente terapéuti

la enfermedad del higado graso no alcohdlico, a tra
mecanismo de la mejora de resistencia a la insulina
desventajas tales como varios efectos secundarios o
incomodidad del paciente. Debido a estos factores,

un farmaco conocido por ser eficaz en el tratamient

diabetes, tal como un farmaco para mejorar la resis

a la insulina, se usa directamente como un agente
terapéutico para la enfermedad del higado graso no
alcohdlico, se han conocido en la técnica varios fa

que pueden dar lugar a problemas tales como efectos
secundarios. Por lo tanto, si un farmaco conocido p

eficaz en el tratamiento de la diabetes, tal como u
farmaco para mejorar la resistencia a la insulina,

duda se puede usar como un agente terapéutico para

enfermedad  del higado graso no alcohdlico, es

controvertido. Por lo tanto, todavia existe una nec
de desarrollar farmacos capaces de tratar la enferm
del higado graso no alcohdlico asegurando al mismo

la comodidad del paciente sin efectos secundarios.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problema Técnico

Los presentes inventores han hecho muchos esfuerzos

para desarrollar un farmaco para la prevencion o tr atamiento
de la enfermedad del higado graso no alcohdlico, lo que
maximiza el cumplimiento del paciente al tiempo que aumenta
la vida media sin efectos secundarios tal como la g anancia de
peso corporal. Como resultado, los inventores han d escubierto
gue la vida media i n vivo de agonista dual del receptor de
GLP-1/glucagén de accion prolongada enlazado al fra gmento Fc
se mejora en gran medida y también tiene un resulta do eficaz
de pérdida de peso, y ademas los triglicéridos hepa ticos y el
colesterol de la sangre se reducen. La presente inv encion se

ha completado sobre la base de tal descubrimiento.

Solucién al Problema

Un objetivo de la presente invencion es

proporcionar una composicion farmaceéutica para la p revencion
o tratamiento de la enfermedad del higado graso no alcohalico
que incluye un agonista dual del receptor de péptid o 1 tipo

glucagon (GLP-1)/glucagon de accion prolongada.

Otro objetivo de la presente invencidbn es
proporcionar un método para prevenir o tratar la en fermedad
del higado graso no alcohdlico que incluye administ rar la

composicibn a un sujeto que se sospecha o que tiene la

610472599.1
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enfermedad del higado no alcohdlico.

Efectos Ventajosos de la Invencion

El agonista dual del receptor de GLP-1/glucagén de

accion prolongada de acuerdo con la presente invenc i6n puede
ampliar las opciones de los pacientes expandiendo | a
categoria de farmacos que habian sido aplicables a la
enfermedad del higado graso no alcohdlico, y aument ar la
comodidad del paciente aumentando significativament e la vida
media en la sangre. Ademas, la presente invencion p roporciona
una nueva alternativa que se puede aplicar sin peli gro a los
pacientes con enfermedades distintas de la enfermed ad del
higado graso no alcohdlico a través de la reduccion de

efectos secundarios tal como la ganancia de peso.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Fig. 1 es una gréafica que muestra los cambios en

el peso corporal y el peso del higado del agonista dual del
receptor de GLP-1/glucagén de accion prolongada en el modelo
de raton ob/ob con ingesta de alimento de alto cont enido de
grasas trans que contiene alto contenido de grasa, fructosa y

colesterol.

La Fig. 2 es una grafica que muestra los resultados
de la medicion de colageno-la, TNF- o, ARNm de SREBP-1c del

agonista dual del receptor de GLP-1/glucagbn de acc ion

610472599.1
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prolongada en el modelo de ratbn ob/ob con ingesta
alimento de alto contenido de grasas trans que cont
contenido de grasa, fructosa y colesterol.

La Fig. 3 es una grafica que muestra la reduccion
del contenido de triglicéridos hepaticos y colester
suero del agonista dual del receptor de GLP-1/gluca
accion prolongada en el modelo de ratén DIO con ing

alimento de alto contenido de grasas trans.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Con el fin de lograr los objetivos, un aspecto de

la  presente invencion proporciona  una  composiciéon

farmacéutica para la prevencion o tratamiento de la
enfermedad del higado graso no alcohdlico que compr
agonista dual del receptor de péptido 1 tipo glucag
1)/glucagdn de accién prolongada.

El agonista dual del receptor de GLP-1/glucagon de
accion prolongada puede ser un agonista dual del re
GLP-1/glucagén de accion prolongada que estd en una
conjugada, en donde un material biocompatible o un
capaz de aumentar la duracién de la actividad del a
dual se enlaza al agonista por un enlace covalente
enlazante.

En el caso del tratamiento con farmacos a base de

TZD, que son farmacos para mejorar la respuesta de
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insulina que es un mecanismo para mejorar la resist
insulina, y agentes terapéuticos convencionales par
enfermedad del higado graso no alcohdlico, hay desv
porque no fue posible que el tratamiento se aplicar
pacientes con enfermedades del corazén debido a efe
secundarios tales como gran ganancia de peso y fluj
fluido lento. En el caso de farmacos de proteinas t
hormona peptidica, hay desventajas porque la vida m
Vi vo es corta y por lo tanto es necesaria la administra
repetida. Los presentes inventores han descubierto
agonista dual del receptor de GLP-1/glucagbn de acc
prolongada ya sea no tiene efectos secundarios de g
peso o reduce el efecto secundario de la ganancia d
diversos modelos animales de enfermedad del higado
alcoholico y que el agonista dual del receptor de G
1/glucagon de accion prolongada puede tratar la enf
del higado graso no alcohdlico en una forma en la @
incrementa drasticamente la sostenibilidad en la sa
acuerdo con ello, la presente invencion se ha compl
proporcionar el uso del agonista dual del receptor
1l/glucagon de accion prolongada para la prevencion
tratamiento de la enfermedad del higado graso no al

La composicion de la presente invencion
distingue ya sea por no tener efecto secundario de

de peso o reducir el efecto secundario de ganancia
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Ademas, la composicion de la presente invencién

puede prevenir o tratar la enfermedad del higado gr

alcohdlico realizando al menos una de las siguiente
funciones: (a) reducir la expresion o actividad de
la, que es un marcador de fibrosis; (b) reducir la
o actividad del factor de necrosis tumoral-
un marcador pro-inflamatorio; (c) reducir la expres
actividad de proteina de union al elemento regulato
esterol-1¢c (SREBP-1c), que es un marcador de la lip
(d) reducir los triglicéridos hepaticos; y (e) redu
colesterol en la sangre.

En una modalidad de

la presente invencion,

agonista dual del receptor de GLP-1/glucagbn de acc

prolongada de la presente invencién se administré a

modelos animales de enfermedad del higado graso

alcoholico. Como resultado, se confirmd que el peso
y peso del higado se redujeron significativamente e
comparacion con los de un grupo no tratado (Fig. 1)

habia efecto secundario tal como la ganancia de pes

el uso de un agente terapéutico convencional. Adema
confirmé que la expresion de colageno-la, TNF-
disminuy6 notablemente en comparaciéon con la del gr
evitando asi es decir, fibros

tratado, la fibrosis,

hepatica, inhibiendo la inflamacién, e inhibiendo |

inhibicion de la acumulacion de grasa (Figura 2). P
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tanto, se confirmé que el agonista dual del recepto r de GLP-
1/glucagén de accién prolongada de la presente inve ncién se
puede usar como un farmaco para la prevencién y tra tamiento
de diversas enfermedades del higado no alcohdlico. Ademas, se
confirmd que los triglicéridos hepéticos y colester ol en la
sangre se redujeron significativamente en comparaci 6n con los

del grupo no tratado y que se redujeron de manera

significativa a un nivel de animal normal (Fig. 3). Por lo
tanto, se confirmé que el agonista dual del recepto r de GLP-
1/glucagén de accién prolongada de la presente inve ncién se
puede usar como un farmaco excelente para la preven cion y

tratamiento de diversas enfermedades del higado no

alcohdlico.
Como se usa en la presente, el término “Agonista

dual del receptor de GLP-1/glucagén” se puede usar de forma
intercambiable con un “agonista dual de GLP-1/gluca gon”. El
agonista dual del receptor de GLP-1/glucagon incluy e todos
los péptidos, o fragmentos, precursores, derivados o]
variantes de los mismos que tienen actividad dual d e GLP-
1/glucagon, como oxintomodulina, un agonista dual d el
receptor de GLP-1/glucagon nativo, y también materi ales que
puede activar el receptor del GLP-1 y glucagon al m ismo
tiempo, pero no se limita a estos. En la presente i nvencion,
el agonista del receptor de GLP-1/glucagon puede se roun

agonista dual-dual del receptor que aplica la técni ca de

610472599.1
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accion prolongada para superar la corta vida media,

preferiblemente un agonista dual del receptor de ac
prolongada que se puede administrar una vez a la se
no se limita a este. Los ejemplos especificos del a
dual del receptor de GLP-1/glucagbn de acuerdo con
presente invencion parcialmente pueden incluir, por
el agonista dual del receptor de GLP-1/glucagén, un
del mismo, y un tipo de accién prolongada del mismo
describe en las Publicaciones de Solicitud de Paten
Nos. 10-2012-0137271 y 10-2012-0139579, cuyos conte
completos se incorporan en la presente como referen

En una modalidad de

la presente invencion,

agonista dual del receptor de GLP-1/glucagbn de acc
prolongada puede estar en una forma conjugada, en d
material biocompatible o un portador se enlaza con
agonista por un enlace covalente o un enlazante. En
modalidad, tal tipo de accion prolongada puede esta
forma, en donde un material biocompatible o un port
puede enlazar directamente al agonista dual del rec
GLP-1/glucagén por un enlace covalente mediante una
de recombinacion genética conocida. El tipo de acci
prolongada del mencionado agonista dual del recepto
1/glucagon puede mejorar la vida media o biodisponi
comparacion con una forma en la que la secuencia de

dual del receptor de GLP-1/glucagén no es el tipo d
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prolongada pero de otro modo es la misma. De acuerd 0 con una
modalidad de la presente invencién, como un ejemplo del
agonista dual del receptor de GLP-1/glucagbn de acc i6n
prolongada, una composicion en la que la regiéon Fc de
inmunoglobulina se enlaza al aminoacido 30 del agon ista dual
del receptor de GLP-1/glucagén por el enlazante de polimero
no peptidico, preferiblemente PEG, se puede usar, p ero no se
limita a este.

Como se usa en la presente, el término “material
biocompatible” o “portador’” se refiere a materiales que
pueden aumentar la duracion de la actividad del ago nista dual
del receptor de GLP-1/glucagbn cuando el material
biocompatible y el portador se enlazan covalente o no

covalentemente al agonista dual del receptor de GLP -

1/glucagon de la presente invencion directa o indir ectamente
para formar un conjugado. Por ejemplo, cuando se fo rma el
conjugado, un material que puede aumentar la vida m edia in
vi vo del agonista dual del receptor de GLP-1/glucagén p uede
ser un material biocompatible o portador de acuerdo con la
presente invencién. El tipo de material biocompatib le o
portador que se puede usar para aumentar la vida me dia varia,

y ejemplos del mismo pueden incluir polietilenglico |, acidos
grasos, colesterol, albimina y un fragmento de la m isma, una
sustancia de unién a la albumina, un polimero de un idades de

repeticion de una secuencia especifica de aminoéacid 0S, un

610472599.1
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anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, un material de unién

al receptor neonatal de Fc (FcRn), un tejido conect ivo in
Vi Vo, un nucledtido, fibronectina, transferrina, un sac arido,
un polimero, etc. Por supuesto, los portadores 0 ma teriales
biocompatibles pueden usarse en combinacion de al m enos dos
de los mismos. El material biocompatible o portador incluye
un material biocompatible que extiende la vida medi a in vivo

a través de un enlace covalente o no covalente.

En la presente invencion, los métodos en los que el

material biocompatible o el portador se enlaza al a gonista
dual del receptor de GLP-1/glucagéon incluyen un mét odo de
recombinacién genética y un enlace in vitro usando polimeros

0 productos quimicos de bajo peso molecular, pero n 0 se
limitan a los mismos. El material de union a FcRn p uede ser
una region Fc de inmunoglobulina. Por ejemplo, cuan do el
polietilenglicol se usa como el portador, se puede incluir
una técnica Recode por Ambrx Inc., que puede unir a la
especificamente a la posicion al polietilenglicol. Los
métodos pueden incluir una técnica de glicopegilaci on por la
compafia Neose que se puede unir especificamente a la porcién
glicosilada. Ademas, los métodos pueden incluir una técnica
de PEG liberable en la que se remueve el polietilen glicol,
pero no se limita a esta. Los métodos pueden inclui r técnicas
que pueden aumentar la biodisponibilidad usando PEG . Ademas,

polimeros tales como polietilenglicol, polipropilen glicol,

610472599.1
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copolimero de etilenglicol-propilenglicol, poliol

polioxietilado, alcohol polivinilico, polisacéaridos :
dextrano, éter polivinil etilico, polimero biodegra dable,
polimero de lipido, quitinas, o acido hialurénico p ueden ser
incluidos.

Cuando la albumina se usa como un portador, los

métodos pueden incluir una tecnologia en la que las albuminas
o fragmentos de albumina directamente se pueden enl azar
covalentemente a los péptidos del agonista dual del receptor
de GLP-1/glucagbn para aumentar la estabilidad in vivo.
Incluso si la albumina no se enlaza directamente, s e puede
incluir una técnica en la que los materiales de uni on a la
albumina, por ejemplo, anticuerpo de unién especifi ca a la
albumina o un fragmento de anticuerpo se unen a los péptidos
para unirse a la albimina y una técnica en la que u n cierto
péptido/proteina que tiene una afinidad de union a la
albumina se une a los péptidos. Ademas, los métodos pueden
incluir una técnica en la que un acido graso, etc., gue tiene
una afinidad de union a la albumina se une a los pé ptidos,
pero no se limita a esta. Cualquier técnica o métod o de union
gue puede aumentar la estabilidad i n vivo usando albumina se

puede incluir en la presente.
La técnica para la union al péptido usando el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo como un portad or para

aumentar la vida media en vi vo se puede incluir también en la

610472599.1
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presente invencion. El anticuerpo o fragmento de an ticuerpo
gue tiene un sitio de unién a FcRn se puede usar, y cualquier
fragmento de anticuerpo que no contiene el sitio de union a
FcRn tal como Fab se puede usar. La técnica CovX-bo dy de la
compafila CovX que usa un anticuerpo catalitico se p uede
incluir en la presente, y la técnica que aumenta la la vida

media i n vivo usando fragmentos de Fc se puede incluir en la
presente invencién. Cuando se usa el fragmento de F c, el
enlazante que une al fragmento de Fc y el péptido y su método

de union pueden incluir un enlace peptidico o un

polietilenglicol o similar, pero no se limita a est ey
cualquier método de unidon quimica puede ser aplicab le.
Ademas, la relacion de union de los agonistas agoni sta dual
del receptor de GLP-1/glucagon de la presente inven cion puede
ser 1:1 o 1:2, pero no se limita a esta, y cualquie r relacion
que puede aumentar la vida media i n vivo se puede incluir sin

limitacion alguna.

Ademas, el portador que se usa para aumentar la
vida media in vivo puede ser un material no peptidilo tal
como un polisacéarido o un acido graso.

El enlazante que se une al portador que se usa para

aumentar la vida media in vivo puede incluir péptidos,
polietilenglicoles, acidos grasos, azucares, polime ros,
compuestos de bajo peso molecular, nucleétidos, y u na

combinacion de los mismos, y puede ser cualquier en lace

610472599.1
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quimico tal como un enlace quimico no covalente, un enlace
guimico covalente, etc., sin limitacion.

La formulacién que puede aumentar la
biodisponibilidad o continuamente mantener la activ idad puede
incluir una formulacibn de liberacibn sostenida por
microparticulas, nanoparticulas y similares usando PLGA,
acido hialurénico, quitosano, etc.

Ademas, la formulaciéon de los diferentes aspectos

gue puede aumentar la biodisponibilidad o continuam ente
mantener la actividad puede ser una formulacion tal es como
implantes, inhalantes, formulaciones transnasales o parches.

En una modalidad ejemplar de la invencién, los
ejemplos del agonista dual del receptor de GLP-1/gl ucagon
pueden incluir un agonista dual del receptor de GLP -
1/glucagon nativo tal como oxintomodulina y los der ivados de
la misma, la formulacion de accion prolongada de la misma, y
similares también pueden ser incluidos.

Como se wusa en la presente, el término
“oxintomodulina” significa un péptido derivado de u n
precursor de glucagon, pre-glucagbn, e incluye una
oxintomodulina nativa, precursores, derivados, frag mentos de
la misma, y variantes de la misma. Preferiblemente, puede
tener la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 1
(HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA).

El término ‘“variante de oxintomodulina” es un

610472599.1
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péptido que tiene una 0 mAas secuencias de aminoacid 0s
diferentes de las de la oxintomodulina nativa, y Si gnifica un
péptido que conserva la funciébn de la activacién de los
receptores de GLP-1 y glucagén, y se puede preparar por
cualquiera de sustitucion, adicién, supresion y mod ificacion

0 por una combinacién de los mismos en una parte de las
secuencias de aminoacidos de la oxintomodulina nati va.

El término “derivado de oxintomodulina” incluye

péptidos, derivados de péptidos o miméticos de pépt idos que
se preparan mediante la adicién, supresion o sustit ucién de
aminoacidos de oxintomodulina para activar tanto el receptor
de GLP-1 como el receptor de glucagén a un nivel al to, en
comparacion con la oxintomodulina nativa. Preferibl emente, el
derivado de oxintomodulina tiene una secuencia de a minoacidos
de SEQ ID No. 25y, mas preferiblemente, sus aminoa cidos 16 y

20 forman un anillo.

El término “fragmento de oxintomodulina” significa

un fragmento que tiene uno o mas aminoacidos afadid 0S 0
suprimidos en el extremo N-terminal o el extremo C- terminal
de la oxintomodulina nativa, en el que los aminoaci dos de
origen no natural (por ejemplo, aminoacido tipo D) se pueden
afadir, y tiene una funcion de activacion tanto del receptor

de GLP-1 como el receptor de glucagon.
Cada uno de los métodos de preparacion para las

variantes, derivados, y fragmentos de oxintomodulin a se puede
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usar individualmente o en combinacién. Por ejemplo,
presente invencion incluye un péptido que tiene uno
aminoacidos diferentes de los del péptido nativo
desaminacion del residuo aminoacido N-terminal, y t

funcién de activacién tanto del receptor de GLP-1 ¢

receptor de glucagon.

El extremo C-terminal de las variantes, derivados,

y fragmentos de oxintomodulina de la presente inven

puede amidar.

El material portador que se puede usar en

presente invencidbn se puede seleccionar del grupo g

consiste de un anticuerpo, una region Fc de inmunog

una albumina, un &cido graso, un carbohidrato, un p

que tiene una unidad de repeticion de un péptido, u
transferrina, y un PEG, y preferiblemente una regio
inmunoglobulina. En una modalidad ejemplar de la pr
invencion, el agonista dual del receptor de GLP-1/g

accion prolongada se enlaza a un portador por el po
peptidilo como un enlazante. En una modalidad mas e

un portador enlazado a un polimero no peptidilo es

fragmento Fc de inmunoglobulina.

En la presente invencion, el agonista dual del

receptor de GLP-1/glucagén de accion prolongada es
en la que el agonista dual del receptor de GLP-1/gl

enlaza a una regidbn Fc de inmunoglobulina, y muestr

610472599.1

iene una

omo del

cion se

ue
lobulina,
olimero
na
n Fc de
esente
lucagon de
limero no
jemplar,

un

una forma
ucagon se

a la



10

15

20

25

18

sostenibilidad y seguridad. La union de la region F c de
inmunoglobulina y el agonista dual del receptor de GLP-
1/glucagoén puede ser una fusion en armazén sin un e nlazante o

se puede enlazar usando un enlazante de polimero no

peptidico. En la presente invencion, la inmunoglobu lina Fc se
puede wusar de forma intercambiable con fragmentos d e
inmunoglobulina.

Como se usa en la presente, el término “polimero no

peptidilo” se refiere a un polimero biocompatible g ue incluye
al menos dos unidades de repeticion enlazadas entre si por
cualquier enlace covalente excluyendo un enlace pep tidico. En
la presente invencion, el polimero no peptidilo se puede usar

indistintamente con el enlazante no peptidilo.
El polimero no peptidilo que se puede usar en la
presente invencion se puede seleccionar del grupo q ue

consiste de un polimero  biodegradable, tal como

polietilenglicol, polipropilenglicol, copolimero de
etilenglicol-propilenglicol, poliol polioxietilado, alcohol
polivinilico, polisacarido, dextrano, éter polivini | etilico,
acido polilactico (PLA) o acido polilactico-glicali co (PLGA),
un polimero de lipido, quitina, &cido hialurodnico, y una
combinacion de los mismos, y preferiblemente, el po limero
biodegradable es polietilenglicol. Ademas, los deri vados de
los mismos conocidos en la técnica y derivados prep arados

facilmente por un método conocido en la técnica se pueden
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incluir en el alcance de la presente invencion.
El enlazante peptidico que se usa en la proteina de

fusibn obtenida por un método de fusibn en armazén

convencional tiene la desventaja de que es facilmen te
escindido I n Vvivo por una proteasa, y por lo tanto un efecto

suficiente de aumentar la vida media en suero del f armaco
activo por un portador no se puede obtener como se esperaba.
Sin embargo, en la presente invencion, el polimero que tiene
resistencia a la proteasa se puede usar para manten er la vida
media en suero de un péptido de manera similar como el
portador. Por lo tanto, cualquier polimero no pepti dilo se
puede usar sin limitacion, siempre que sea un polim ero que
tiene la funcidn mencionada, es decir, un polimero que tiene
resistencia a la proteasa i n vivo. El polimero no peptidilo

tiene un peso molecular en el rango de 1 a 100 kDa, y
preferiblemente de 1 a 20 kDa. Ademas, el polimero no
peptidilo de la presente invencion, enlazado a la r egion Fc
de inmunoglobulina, puede ser un polimero o una com binacion

de diferentes tipos de polimeros.

El polimero no peptidilo usado en la presente

invencion tiene un grupo reactivo capaz de unirse a la region

Fc de inmunoglobulina y farmaco de proteina. El gru po
reactivo en ambos extremos de los polimeros no pept idilo se
selecciona preferiblemente del grupo que consiste d e un grupo

aldehido reactivo, un propionaldehido, un grupo
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butiraldehido, un grupo maleimida, y un
succinimida. El derivado de succinimida puede ser p
de succinimidilo, hidroxi  succinimidilo,  succinimid
carboximetilo, o carbonato de succinimidilo. En par

cuando el polimero no peptidilo tiene un grupo reac

grupo aldehido reactivo en ambos extremos del mismo
eficaz para minimizar las reacciones no especificas

un polipéptido fisiolégicamente activo y una inmuno

en ambos extremos del polimero no peptidilo. Un pro
final producido por alquilacion reductora por un en
aldehido es mucho mas estable que el enlazado por u

de amida. El grupo reactivo aldehido se une selecti

un extremo N-terminal a un pH bajo, y se une a un r

lisina para formar un enlace covalente a un pH alto

pH 9.0. Los grupos reactivos en ambos extremos del

no peptidilo pueden ser los mismos o diferentes ent

ejemplo, el polimero no peptidilo puede poseer un ¢
maleimida en un extremo, y un grupo aldehido, un gr
propionaldehido, o un grupo butiraldehido en el otr

Cuando se usa un polietilenglicol que tiene un grup

reactivo en ambos extremos como el polimero no pept

grupo hidroxi se puede activar para diversos grupos

por reacciones quimicas conocidas, o0 un polietileng

disponible comercialmente que tiene un grupo reacti

modificado se puede usar para preparar el conjugado
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agonista dual del receptor de GLP-1/glucagbn de acc
prolongada de la presente invencion.

Ademas, la region Fc de inmunoglobulina
ventajosa en términos de la preparacion, purificaci
rendimiento del conjugado, ya que no sélo el peso m
es relativamente pequefio en comparacién con toda la
sino la homogeneidad de los materiales también se i
en gran medida y el potencial de inducir antigenici
sangre se reduce, debido a que las secuencias de am
son diferentes en cada anticuerpo, y por lo tanto s
la porcion de Fab que muestra una alta no homogenei

Como se usa en la presente, el término “region Fc
de inmunoglobulina” se refiere a la region constant
cadena pesada 2 (CH2) y la region constante de cade
3 (CH3) de una inmunoglobulina, excluyendo las regi
variables de las cadenas pesada y ligera, la region
de cadena pesada 1 (CH1), y el region constante de
ligera 1 (CL1) de la inmunoglobulina. Puede incluir
una region de bisagra en la region constante de cad
pesada. Ademas, la region Fc de inmunoglobulina de
presente invencion puede contener una parte o la to
la region Fc que incluye la region constante de cad
1 (CH1) y/o la region constante de cadena ligera 1

excepto las regiones variables de las cadenas pesad

de la inmunoglobulina, siempre que tenga un efecto
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sustancialmente equivalente o mejor que la proteina nativa.
Ademas, la regibn Fc de inmunoglobulina puede ser u n

fragmento que tiene una supresibon de una porcidén

relativamente larga de la secuencia de aminoacidos que
corresponde a CH2 y/o CH3. Es decir, la regiébn Fc d e
inmunoglobulina de la presente invencion puede comp render 1)
un dominio de CH1, un dominio de CH2, un dominio de CH3 y un
dominio de CH4, 2) un dominio de CH1 y un dominio d e CH2, 3)
un dominio de CH1 y un dominio de CH3, 4) un domini ode CH2y
un dominio de CH3, 5) una combinacion de uno o mas dominios y
una region de bisagra de inmunoglobulina (o una por cion de la
region de bisagra), y 6) un dimero de cada dominio de las
regiones constantes de cadena pesada y la region co nstante de

cadena ligera.

Ademas, la region Fc de inmunoglobulina de la

presente invencion incluye una secuencia de aminoac idos
nativa, asi como un derivado de secuencia (mutante) de la
misma. Un derivado de la secuencia de aminoacidos t iene una
secuencia diferente debido a una supresion, una ins ercion,

una  sustitucion no conservadora 0 conservadora, O

combinaciones de los mismos de uno o mas residuos d e
aminoacidos de las secuencias de aminoacidos nativa s. Por
ejemplo, en un Fc de IgG, los residuos de aminoacid os en las
posiciones 214 a 238, 297 a 299, 318 a 322, 0 327 a 331, se

sabe que son importantes en la unién, se pueden usa r como un
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objetivo adecuado para la modificacién.
Ademas, son posibles varios tipos de derivados,
incluyendo una en el que se suprime una regién capa

formar un enlace de disulfuro, ciertos residuos de

aminoacidos son eliminados en el extremo N-terminal

nativo, un residuo de metionina se anfade al extremo

terminal de un Fc nativo, etc. Ademas, para remover

efectoras, se puede suprimir un sitio de union de

complemento, tal como un sitio de unién a Clqg, y un
citotoxicidad mediada por células dependientes de a
(ADDC). Las técnicas de preparacion de tales deriva
secuencia de la region Fc de inmunoglobulina se des

las Publicaciones Internacionales Nos.: WO 97/34631

96/32478, etc. Los intercambios de aminoacidos en p
péptidos, que no alteran totalmente la actividad de
moléculas, son conocidos en la técnica (H. Neurath,
Hill, The Proteins, Academic Press, New York, 1979)
intercambios que ocurren con mas frecuencia son Ala

Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/As

Ala/vVal, Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/As

Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, y Asp/Gly, en ambas dire
Ademas, la region Fc, si se desea, se puede modifi
sulfatacion, acrilacion,

fosforilacion, glicosilaci

metilacion, farnesilacion, acetilacion, amidacion,

similares.
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Los derivados de Fc son derivados que tienen una
actividad bioldgica idéntica a la region Fc de la p resente
invencion, con estabilidad estructural mejorada de la region
Fc, por ejemplo, contra el calor, pH o similares.

Ademas, estas regiones Fc se pueden obtener de
formas nativas aisladas de seres humanos y otros an imales,

incluyendo  vacas, cabras, cerdos, ratones, conejos,

hamsteres, ratas, cobayos, etc., o pueden ser recom binantes o

derivados de las mismas, obtenidos de microorganism 0S O
células animales transformadas. En la presente, se pueden
obtener de una forma nativa aislando las inmunoglob ulinas

completas de organismos humanos o0 animales vy luego

tratandolas con una proteasa. Cuando la papaina es tratada,
la papaina digiere la inmunoglobulina nativa en reg iones Fab
y Fc, y cuando la pepsina es tratada, la inmunoglob ulina
nativa se corta en pF'c y F(ab)2. Fc o pF'c se pued en aislar

por  cromatografia ~de  exclusion por tamafio, etc.
Preferiblemente, una region Fc derivada de humanos es una
region Fc de inmunoglobulina recombinante que se ob tiene de
un microorganismo.

Ademas, la region Fc de inmunoglobulina puede estar

en la forma que tiene cadenas de azlcar nativo, 0 a umenta o
disminuye de cadenas de azucar en comparacion con u na forma
nativa, o puede estar en una forma desglicosilada. El

aumento, disminucidon o remocioén de las cadenas de a zUcar de

610472599.1
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Fc de inmunoglobulina se puede lograr por métodos ¢ omunes en

la técnica, tales como un método quimico, un método

enzimatico y un método de ingenieria genética que u sa un
microorganismo. La remocion de las cadenas de azlca r de una
regidbn Fc resulta en una notable disminucion de la afinidad
de unién a la parte C1lq y una disminucién o pérdida de la
citotoxicidad mediada por células dependientes de a nticuerpo

o citotoxicidad dependiente del complemento, por lo cual no
se inducen respuestas inmunes innecesarias in-vivo. En este
sentido, una regibn Fc de inmunoglobulina en una fo rma
desglicosilada o aglicosilada puede ser mas adecuad a para el
objetivo de la presente invencibn como un portador de
farmaco.

Como se wusa en la presente, el término
“desglicosilacion” se refiere a la remocion enzimat ica de
porciones de azucar de una region Fc, y el término
“aglicosilacion” se refiere a una region Fc que se produce en
un procariota, preferentemente E. coli, y no es gli cosilada.

Mientras tanto, la region Fc de inmunoglobulina se
puede derivar de seres humanos u otros animales, in cluyendo
vacas, cabras, cerdos, ratones, conejos, hamsteres, ratas,
cobayos, etc., y preferiblemente de seres humanos.

Ademas, la region Fc de inmunoglobulina puede ser
una region Fc que se deriva de IgG, IgA, IgD, IgE e IgM, una

combinacion de las mismas, o sus hibridos. Preferib lemente,
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se deriva de IgG o IgM que son los mas abundantes e n la
sangre humana, y muy preferiblemente de 1gG, que se sabe que
mejora la vida media de las proteinas de union al | igando,

pero no se limita a estas.

Como se wusa en la presente, el término

“combinacion” se refiere a polipéptidos que codific an
regiones Fc de inmunoglobulina de cadena unica del mismo
origen que se enlazan a un polipéptido de cadena un ica de un
origen diferente para formar un dimero o multimero. Es decir,

un dimero o multimero se puede formar de dos 0 mas fragmentos
seleccionados del grupo que consiste de Fc de IgG, Fc de IgA,

Fc de IgM, Fc de IgD, y fragmentos Fc de IgE.

Como se usa en la presente, el término “hibrido” se

refiere a que una secuencia correspondiente a al me nos dos
fragmentos Fc de un origen diferente esta presente en una
region Fc de inmunoglobulina de cadena unica. En la presente
invencion, son posibles varios tipos de hibrido. Es decir, el
hibrido que consiste de 1 a 4 dominios seleccionado s del
grupo que consiste de CH1, CH2, CH3 y CH4 de Fc de IgG, Fc de
IgM, Fc de IgA, Fc de IgE y Fc de IgD es posible, y puede

incluir una bisagra.

Por otro lado, IgG también se puede clasificar en
subclases 1gG1, 1gG2, 1gG3, e IgG4, y en la present e
invencion, una combinacion o hibridacion de las mis mas es

posible. Son preferibles las subclases 1gG2 e 1gG4, y la mas
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preferible es una regién Fc de 1gG4 que sustancialm ente no
tiene una funciéon efectora tal como una citotoxicid ad
dependiente del complemento (CDC).

Es decir, la region Fc de inmunoglobulina para el

portador del farmaco de la presente invenciéon puede ser, por
ejemplo, region Fc aglicosilada derivada de 1gG4 hu mana, pero
no se limita a esta. La regiébn Fc derivada de human 0s se
prefiere sobre la regién Fc derivada de no humanos que puede
causar respuestas inmunes indeseables, por ejemplo, que
pueden actuar como un antigeno en el cuerpo humano para

producir un nuevo anticuerpo.

El método para preparar un agonista dual del

receptor de GLP-1/glucagon de accion prolongada de la
presente invencidbn no esta particularmente limitado . Por
ejemplo, los detalles del método de preparacion y s us efectos
se describen, por ejemplo, en la Publicacién de Sol icitud de

Patente Coreana No. 10-2012-0139579.
El uso del agonista dual del receptor de GLP-
1/glucagon de accion prolongada tiene enormes venta jas de que
el namero de administracibn a un paciente cronico q ue
necesita la administracion diaria se puede reducir
drasticamente debido a un aumento de la vida media en sangre
y sostenibilidad i n vivo, por lo cual se mejora la calidad de
vida del paciente. Por lo tanto, es muy utl en el

tratamiento de la enfermedad del higado graso no al cohdlico.
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Como se usa en la presente, el término “enfermedad

del higado graso no alcohdlico” se refiere a casos

graso en los que no hay historial de consumo de alc

los cuales el consumo de alcohol no esta relacionad
ocurrencia. El higado graso se refiere a un fenémen
que hay una acumulacion anormal de triglicéridos en
células del higado, en comparacién con los niveles

de triglicéridos. Aproximadamente el 5% de higado n
consiste de tejido adiposo y los principales compon

la grasa son triglicéridos, &cidos grasos, fosfolip
colesterol y ésteres de colesterol. Sin embargo, un

se produce el higado graso, la mayoria de los compo
reemplazan con triglicéridos. Si la cantidad de tri

es mas de 5% del peso del higado, se diagnostica co
graso. El higado graso es causado por un trastorno
metabolismo de lipidos o un defecto en el proceso d
exceso de grasa en las células del higado, y es cau
principalmente por trastornos del metabolismo de li

el higado. La mayor parte de la grasa acumulada en

graso puede ser un triglicérido. La enfermedad del
graso no alcohdlico incluye higado graso no alcohdl
esteatohepatitis no alcohdlica, cirrosis, cancer de

similares, pero la enfermedad del higado graso a pr
tratar con la composicion de la presente invencion

incluye, sin limitacion.
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Como se usa en la presente, el término “prevencion”

se refiere a todas las acciones mediante las cuales se impide
o retasa la enfermedad del higado graso no alcohdli co por la
administracion de la composicion de la presente inv encion. El
“tratamiento” se refiere a todas las acciones media nte las
cuales se alivian, o se cambian positivamente, los sintomas
de la enfermedad del higado graso no alcohdlico. El

tratamiento de la enfermedad del higado graso no al cohdlico
es aplicable a cualquier mamifero que pueda experim entar la
enfermedad del higado graso no alcohdlico, y los €] emplos del
mismo incluyen no sélo seres humanos y primates, Si no también
ganado tales como vaca, cerdo, oveja, caballo, perr 0 y gato,
sin limitacién, pero es preferiblemente un ser huma no.

Como se wusa en la presente, el término
“administracion” se refiere a la introduccion de un a cantidad
de una sustancia predeterminada a un paciente por u n meétodo
adecuado. La composicion de la presente invencion s e puede
administrar a través de cualquiera de las rutas com unes,
siempre y cuando sea capaz de llegar a un tejido de seado. Por
ejemplo, puede ser administracion intraperitoneal,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intradérmic a, oral,
topica, intranasal, intrapulmonar, o intrarrectal, pero no se
limita a estas. Sin embargo, ya que los péptidos so
digeridos después de la administracion oral, los in gredientes
activos de una composicion para administracion oral deben ser
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revestidos o formulados para la proteccion contra | a
degradacion en el estdmago. Preferiblemente, la com posicion
se puede administrar en la forma de inyecciones. Ad emas, la
formulacién de accién prolongada se puede administr ar por
cualquier aparato en el que un material activo se p uede
transportar en una célula objetivo.

La dosis y frecuencia de administracion de la
composiciéon farmacéutica de la presente invencién s e
determinan por el tipo de ingrediente activo, junto con
varios factores tales como la enfermedad a tratar, ruta de
administracion, edad del paciente, género y peso co rporal y
gravedad de la enfermedad.

La composicion farmacéutica de la presente
invencion puede incluir ademas un portador, excipie nte o
diluyente farmacéuticamente aceptable. Como se usa en la
presente, el término “portador farmacéuticamente ac eptable”
se refiere a un portador o un diluyente que no esti mula el
organismo e inhibe la actividad bioloégica o caracte risticas
de un compuesto administrado. Para la administracio n oral, el
portador puede incluir un aglutinante, un lubricant e, un
desintegrante, un excipiente, un solubilizante, un agente
dispersante, un estabilizante, un agente de suspens idn, un
colorante, y un agente saborizante. Para las prepar aciones
inyectables, el portador puede incluir un agente
amortiguador, un agente conservador, un analgésico, un
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solubilizante, un agente isotdnico, un estabilizant e, etc.
Para las preparaciones para administracion topica, el
portador puede incluir una base, un excipiente, un

lubricante, un agente conservador, etc.

La composicion de la presente invencion se puede

formular en una variedad de formas de dosificacién en
combinacion con los portadores farmacéuticamente ac eptables
anteriormente mencionados. Por ejemplo, para la
administracion oral, la composicion farmacéutica se puede

formular en tabletas, trociscos, cdapsulas, elixires :

suspensiones, jarabes u obleas. Para preparaciones

inyectables, la composicion farmacéutica se puede f ormular en
una ampolleta como una forma de dosificacion unica 0 un
envase multidosis. La composicion farmacéutica tamb ién se
puede formular en soluciones, suspensiones, tableta S,
pildoras, capsulas y preparaciones de accion prolon gada.

Por otra parte, los ejemplos del portador, el

excipiente, y el diluyente adecuados para las formu laciones
farmacéuticas incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol,
manitol, xilitol, eritritol, maltitol, almidén, gom a de
acacia, alginato, gelatina, fosfato de calcio, sili cato de
calcio, celulosa, metilcelulosa, celulosa microcris talina,
polivinilpirrolidona, agua, metilhidroxibenzoato,
propilhidroxibenzoato, talco, estearato de magnesio y aceites

minerales. Ademas, las formulaciones farmacéuticas pueden
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incluir adicionalmente rellenadores, agentes anti-
coagulantes, lubricantes, humectantes, saborizantes y
antisépticos.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona

un método para prevenir o tratar una enfermedad del higado no
alcohodlico, que comprende una etapa de administrar la
composicién que comprende el agonista dual del rece ptor de
GLP-1/glucagén de accion prolongada a un sujeto, ex clusivo de
seres humanos, en alto riesgo de o que tienen la en fermedad

del higado no alcohdlico.
La descripcién de la composicion y enfermedad del

higado no alcohdlico es la misma que la anterior.

Modo de la Invencién

En lo sucesivo, la presente invencidén se describira

en mas detalle a modo de ejemplos. Estos ejemplos s olo
pretenden ilustrar la presente invencion, y el alca nce de la

presente invencidon no se interpreta como limitada a estos
ejemplos.

Ejemplo 1: Sintesis de derivados de oxintomodulina

En los ejemplos, se sintetizaron los derivados de
oxintomodulina que tienen las siguientes secuencias de

aminoacidos (Tabla 1).
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Oxintomodulina y derivados de oxintomodulina

SEQ ID NO, Secuencia de aminoacidt

SEQIID NG HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDEVOWLMNTRKRNRNNIA

SEQIDNO. 2 CA-SQGTFTSDYSEYLDEEAVRLFIEWLMNTRKRNRNNIA

SEQIDING. 3 CA-SQGTFTSDY SKYLDERRAQDFVAWLENTGPSSGAFPPP
S

SEQIDNO. 4 CA-GQGTFTSDYSRYLEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS

SEQIDNG. 8 CA-GOGTFTSDY SROMEEEAVRLFIEWLENGGPSSGAPPP
S

SEQIDNO.6 CA-GEGTFTSDLSRQMEEEAVRLFIEWAAHSQGTFTSDYS
KYLD

SEQIDNG. 7 CA-SQGTFISDYSRYLDEEAVRLFIEWEMNTK

SEQIDNO. 8 CA-SQGTFTSDLSRQLEEEAVRLFIEWLMNK

SEQIDNO.9 CA-GOGTFTSDYSRYLDEEAVXLFIEWLMNTKRNRNNIA

SEQHYNO. 10 CA-SQGTFTSDY SROMEEEAVRLFIEWLMNGGPSSGAPPP
SK

SEQIDNO. 11 CA-GEGTFTSDLSRQMEEEAVRLFIEWAAHSQGTFTSDYS
RYLDK

SEQ NG, 12 CA-SQGTFISDYSRYLDGGGHGEGTFISDLSKOMEEEAV
K

SEQID NO. 13 CA-SQGTFTSDYSRYLDXEAVXLFIEWLMNTK

SEQIDNG. 14 CA-GQUTFTSDYSRYLDEEAVALFIXWLMNTRKRNRNNIA

SEQ I NO. 15 CA-GQGTFTSDYSRYLDEEAVRLFIXWLMNTKRNRNNIA

SEQ ID NO. 16 CA-SQGTFISDLSRQLEGGGHSQGTFTSDLSRQLEK

SEQIDNO.17 CA-SQGTFTSDYSRYLDEEAVRLFIEWIRNTKRNRNNIA

SEQ D NG I8 CA-SQGTFISDYSRYLDEEAVRLFIEWIRNGGPSSGAPPPS
K

SEQIDNO. 19 CA-SQGTFISDYSRYLDEEAVELFIEWIRNTKRNRNNIA

SEQIDNO. 20 CA-SQGTFTSDYSRYLDEEAVKLFIEWIRNGGPSSGAPPPS
K

610472599.1




10

15

20

25

34

SEQID NO. 21 CA-SQGTFISDYSRQLEEEAVRLFIEWVRNTKRNRNNIA
SEQID NO. 22 DA-SQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQWLMNTK
SEQIDNO. 23 HAIQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVOWLIMNT

SEQIDNO. 24 HABQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVOQWLMNTC
SEQIDNO. 25 HAIQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVOQWLMNTC

SEQ ID NO. 26 HADQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVOWLMNTC

SEQID NO. 27 HABQGTFTSDYSKYLDEQAAKEFICWLMNT

SEQ 1D NO. 28 HABQGTFISDYSKYLDEKRAKEFVQWLMNT

SEQID NGO, 29 HGSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA

SEQ ID NO. 30 CA-SQGTFISDYSKYLDSRRAQDFVOQWLMNTEKRNRNNIA

SEQ ID NQO. 31 CAdSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVOWLMNTKRNRNN
1A

SEQIDNO. 32 CA-AIBQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVOWLMNTC
SEQIDNO. 33 HADQGTFTSDYAKYLDEKRAKEFVQWLMNTC
SEQIDNO. 34 YADQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQWLMNTC

En la Tabla 1, los aminoacidos en negritas y

subrayados representan la formacion de anillos, y | 0s
aminoacidos representados por X significan un amino acido no
nativo, acido alfa-metil-glutamico. Ademas, CA repr esenta 4-

imidazoacetilo, y DA representa desamino-histidilo.

En lo sucesivo, un agonista dual del receptor de

GLP-1/glucagén de accion prolongada representativo, es decir,

el agonista dual del receptor de GLP-1/glucagén de accion
prolongada en el que Fc se enlaza al aminoacido 30 del
agonista dual del receptor de GLP-1/glucagon por el polimero
no peptidilo, PEG (polietilenglicol), se prepar6 y se utilizo
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en los Ejemplos 2-3 a continuacion.

Ejemplo 2. Confirmacion de los efectos del agonista

dual del receptor de GLP-1/glucagén de accion prolo ngada en
la enfermedad del higado graso no alcohdlico en el modelo de
ratbn ob/ob con ingesta de alimento de alto conteni do de
grasas trans que contiene alto contenido de grasa, fructosa y
colesterol

Con el fin de confirmar los efectos del agonista
dual del receptor de GLP-1/glucagén de accién prolo ngada en
la enfermedad del higado graso no alcohdlico, una d ieta con
alto contenido de grasas trans (dieta HTF) que cont iene alto
contenido de grasa (40% de kcal), fructosa (22%) y colesterol
(2%) se administré al modelo de raton ob/ob durante 8 semanas
para preparar un modelo animal de enfermedad del hi gado graso
no alcoholico. Luego, el agonista dual del receptor de GLP-
1/glucagon de accion prolongada se administré por Vv ia
subcutanea al raton una vez cada dos dias (Q2D) con 0.7y 1.4
nmol/kg y la administracion se repitié durante 4 se manas. El
peso de los animales se comparé con el del grupo tr atado con
vehiculo durante la prueba de 4 semanas. Después de la
terminacion de la prueba de 4 semanas, los pesos de | higado
se midieron y compararon. Ademas, después de la ter minacion
de la prueba de 4 semanas, se confirmaron los ARNmM de

colageno-la que es un marcador de fibrosis; TNF-
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marcador pro-inflamatorio; y SREBP-1c que es un mar cador de
la lipogénesis.

Como resultado, la medicién del peso corporal y el

peso del higado después de la administracion durant e 4
semanas ha mostrado que, con el agonista dual del r eceptor de
GLP-1/glucagébn de accion prolongada, el peso se red ujo
significativamente en comparaciéon con el del grupo tratado
con vehiculo (Fig. 1). Tales resultados sugieren qu e el
agonista dual del receptor de GLP-1/glucagbn de acc i6n
prolongada de la presente invencidn puede suprimir la
ganancia de peso que se produce en el modelo animal para la
enfermedad del higado graso no alcohélico y que pue de reducir
los efectos secundarios de los farmacos convenciona les para

mejorar la resistencia a la insulina.

Ademas, la comparacion de ARNm de colageno-1a, TNF-

o, SREBP-1c ha mostrado que en el grupo tratado con agonista
dual del receptor de GLP-1/glucagon de accion prolo ngada,
estos ARNm se redujeron significativamente (Fig. 2) . Tales
resultados sugieren que el agonista dual del recept or de GLP-
1/glucagon de accién prolongada de la presente inve ncion
reduce la fibrosis, la pro-inflamacion y similares en el
modelo animal de la enfermedad del higado graso no alcohalico
e inhibe la produccidon de grasa, siendo asi efectiv o para la
prevencion y tratamiento de la enfermedad del higad 0 graso no

alcohdlico.
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Ejemplo 3. Confirmacion de los efectos del agonista

dual del receptor de GLP-1/glucagén de accion prolo ngada en
la enfermedad del higado graso no alcohdlico en el modelo de
ratdbn DIO con ingesta de alimento de alto contenido de grasas
trans

Con el fin de confirmar los efectos del agonista

dual del receptor de GLP-1/glucagén de accién prolo ngada en
la enfermedad del higado graso no alcohdlico, una d ieta de
60% alto contenido de grasas trans se administré a un modelo
de ratén normal (C57BL/6) durante 12 semanas para p reparar un
modelo animal de enfermedad del higado graso no alc ohdlico.
Luego, 3 nmol/kg del agonista dual del receptor de GLP-
1/glucagon de accién prolongada se administraron po r via

subcutanea al ratbn una vez cada semana (QW) y la

administracion se repiti6 durante 4 semanas. Despué s de la
terminacion de la prueba de 4 semanas, se midieron los
triglicéridos hepaticos (TG hepaticas) y colesterol en suero.

Como resultado, la medicion de los triglicéridos
hepaticos y colesterol en suero después de la admin istracion

durante 4 semanas ha mostrado que, en el caso de la

administracion del agonista dual del receptor de GL P-
1/glucagon de accion prolongada, se redujeron
significativamente en comparacion con los del grupo tratado

con vehiculo y también que se redujeron de manera

significativa al nivel de un animal normal que ha s ido
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sometido a una dieta de pienso (Fig. 3). Tales resu
sugieren que el agonista dual del receptor de GLP-1
de accion prolongada de la presente invencion puede
los triglicéridos hepéaticos y colesterol en suero a
normales de los animales en el modelo animal de la

del higado graso no alcohdlico, siendo asi efectivo
prevencion y tratamiento de la enfermedad del higad

alcohdlico.

De la descripcidbn anterior, un experto en

técnica apreciara que la invencién se puede realiza

formas especificas sin cambiar el espiritu técnico

caracteristicas esenciales. En este sentido, las mo
descritas anteriormente deben entenderse como ilust
lugar de restrictivas en todos los aspectos. El alc
invencion se debe interpretar como el significado y
de las reivindicaciones adjuntas antes que la descr
detallada y todos los cambios o variaciones derivad
conceptos equivalentes caen dentro del alcance de |

invencion.
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