10

15

20

25

AGONISTA TRIPLE DE RECEPTORES DE GLUCAGON/GLP-1/GIP

[Campo Técnico]
La presente invencion se refiere a un agonista triple que tiene
actividades para todos los receptores de glucagén, GLP-1 y GIP, y usos de los

mismos.

[Técnica Anterior]

La obesidad y la diabetes que incluye diabetes tipo 2 son enfermedades
metabolicas representativas que se producen en la sociedad moderna. Estas
enfermedades son consideradas factores que amenazan la salud en el mundo
y los costos econdémicos acompafiantes debido a la incidencia de estas
enfermedades estan creciendo con rapidez en la actualidad.

El péptido de tipo glucagon 1 (GLP-1, por su sigla en inglés) y el
polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP, por su sigla en inglés)
son hormonas gastrointestinales representativas y hormonas neuronales y son
materiales implicados en el control de los niveles de glucosa en sangre de
acuerdo con la ingesta de alimentos. El glucagon es una hormona peptidica
secretada por el pancreas y esta involucrada en el control de los niveles de
glucosa en sangre junto con los dos materiales descritos con anterioridad.

El GLP-1 es una hormona secretada por el intestino delgado estimulada
por la ingesta de alimentos. EI GLP-1 promueve la secrecion de insulina en el
pancreas de una manera dependiente de la glucosa en sangre e inhibe la
secrecion de glucagoén, lo que de este modo ayuda a la accion de reduccion de

los niveles de glucosa en sangre. Ademas, el GLP-1 tiene las funciones de
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retardar la accion digestiva en el tracto gastrointestinal, al actuar como un
factor de saciedad y reducir la cantidad de ingesta de alimentos por medio del
retardo del tiempo para el vaciado de los alimentos digeridos en el tracto
gastrointestinal. Ademas, se informé de que la administracion de GLP-1 a ratas
tiene efectos de inhibicion de la ingesta de alimentos y reduccion de peso
corporal, y se confirm6é que estos efectos se producen igualmente tanto en
estados normales como obesos, lo que demuestra de esta manera el potencial
de GLP-1 como un agente para el tratamiento de la obesidad.

El GIP, una de las hormonas gastrointestinales secretadas por la
estimulacién de la ingesta de alimentos, como es el caso de GLP-1, es una
hormona que consiste en 42 aminoacidos secretados por las células K
intestinales. Se informo6 de que el GIP lleva a cabo las funciones de promocion
de la secrecion de insulina en el pancreas de una manera dependiente de la
glucosa en sangre y que ayuda a reducir los niveles de glucosa en sangre, lo
gue de ese modo muestra los efectos del aumento de la activacion de GLP-1,
anti-inflamacion, etc.

El glucagdn se produce en el pancreas cuando los niveles de glucosa en
sangre caen debido a razones tales como medicamentos, enfermedades,
deficiencia en hormonas o enzimas, etc. El glucagén envia una sefal para la
degradacion del glucégeno en el higado para inducir la liberacion de glucosa y
aumenta los niveles de glucosa en sangre a un nivel normal. Ademas del efecto
de aumentar los niveles de glucosa en sangre, el glucagon suprime el apetito
en animales y seres humanos y activa la lipasa sensible a las hormonas de los
adipocitos para promover la lipdlisis y el gasto de energia, lo que de ese modo

demuestra un efecto anti-obesidad.
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Como tales, se llevan a cabo estudios activos para desarrollar GLP-1
como un agente terapéutico para tratar la diabetes y la obesidad, basandose en
los efectos de GLP-1 para controlar los niveles de glucosa en sangre y reducir
el peso corporal. Actualmente, la exendina-4, preparada a partir de veneno de
lagarto y que tiene una homologia de aminoacidos de aproximadamente 50 %
con GLP-1, esta en desarrollo como un agente terapéutico para el tratamiento
de los mismos tipos de enfermedades. Sin embargo, se informd de que los
agentes terapéuticos que contienen GLP-1 y exendina-4 mostraban efectos
secundarios tales como vémitos y nauseas (Syed YY., Drugs, julio de 2015; 75
(10):1141 - 1152).

Ademas, para la maximizacion de la reduccion del peso corporal y como
una alternativa al material terapéutico basado en GLP-1 descrito con
anterioridad, los estudios se han centrado en agonistas dobles que tienen
actividades tanto para receptores de GLP-1 como para receptores de glucagon
y se demostré que eran mas eficaces en la reduccién del peso corporal debido
a la activacion de receptores de glucagon, en comparacion con cuando el GLP-
1 existente se tratd solo (Jonathan W y col., Nat Chem Bio., octubre de 2009
(5); 749 - 757).

Ademas, en el estudio relacionado con agonistas triples, que tienen
actividades para todos los receptores de GLP-1, GIP y glucagon en forma
simultdnea, se han hecho esfuerzos recientemente para aumentar la semivida
de los agonistas triples por medio de la sustitucibn de una secuencia de
aminoacidos para aumentar la resistencia a la dipeptidil peptidasa-IV (DPP-IV),
gue descompone las hormonas gastrointestinales para deshacerse de sus

actividades, seguido por la adicion de un grupo acilo a una regioén particular del
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mismo (Finan B y col., Nat Med., enero de 2015; 21 (1):27 - 36). Sin embargo,
sus efectos de activacion de tres diferentes tipos de receptores no eran
significativos y ningun agonista triple mostr6 diversas relaciones activas al
mismo.

En consecuencia, hay una necesidad para el desarrollo de un nuevo
material que pueda activar en gran medida los receptores de GLP-1, GIP y
glucagon, y tenga los efectos de controlar los niveles de glucosa en la sangre y
reducir el peso corporal sin provocar ningun efecto secundario tales como
vomitos y nauseas.

Ademas, también hay una necesidad para el desarrollo de un nuevo
material que tiene diversas proporciones activas para los receptores de GLP-1,
GIP y glucagon. Por ejemplo, hay una creciente necesidad para el desarrollo de
un material que tenga un efecto de reduccién del peso corporal, pero tenga un
efecto significativamente mayor de controlar los niveles de glucosa en la sangre
debido a las altas actividades de GLP-1 y GIP, pero con actividad de glucagén
relativamente baja para un efecto hipoglucémico; o un material que tiene altas
actividades para todos de GLP-1, GIP y glucagén, y por lo tanto tiene un efecto
significativamente alto de reduccion del peso corporal.

[Divulgacion]
[Problema Técnico]

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un péptido aislado
gue tiene actividades para un receptor de glucagoén, un receptor de péptido de
tipo glucagbn 1 (GLP-1), y un receptor de polipéptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (GIP).

Otro objetivo de la presente invencidén es proporcionar un polinucleétido
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que codifica el péptido aislado, un vector de expresion recombinante que
incluye el polinucleétido, y un transformante que incluye el polinucledtido o
vector de expresion recombinante.

Aln otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un método
para la preparacion del péptido aislado.

Aln otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una
composicién que contiene el péptido aislado.

Aln otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un método
para el tratamiento de una enfermedad diana, que incluye la administracion del
péptido aislado o de una composicion que contiene el péptido aislado a un
sujeto que lo necesite.

Aln otro objetivo de la presente invencidon es proporcionar un uso del
péptido aislado o la composicibn para su uso en la preparacion de un
medicamento.

[Solucion Técnica]

Para lograr los objetivos anteriores, en un aspecto, la presente invencion
proporciona un péptido aislado que tiene actividades para un receptor de
glucagon, un receptor de péptido de tipo glucagén 1 (GLP-1) y un receptor de
polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP).

En una realizacion especifica, el péptido es un analogo de glucagén
natural con una variacién seleccionado del grupo que consiste en la sustitucion,
la adicion, la supresion, la modificacion y una combinacion de los mismos, en
por lo menos un aminoacido de la secuencia de glucagon natural.

En otra realizacion especifica, la secuencia de aminoacidos con la

adicién se obtiene de una secuencia de aminoacidos de GLP-1 natural, una
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secuencia de aminoacidos de GIP natural o una secuencia de aminoacidos de
exendina-4 natural.

En incluso otra realizacion especifica, el péptido es un péptido aislado
que incluye una secuencia de aminoacidos representada por la Formula
General 1 a continuacion:

Xaal-Xaa2-Xaa3-Gly-Thr-Phe-Xaa7-Ser-Asp-Xaal0-Ser-Xaal2-Xaal3-
Xaal4-Xaal5-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xaa20-Xaa21l-Phe-Xaa23-Xaa24-
Trp-Leu-Xaa27-Xaa28-Xaa29-Xaa30-R1 (Férmula General 1, SEQ ID NO: 103)

en el que, en la Formula General 1,

Xaal es histidina (His, H), 4-imidazoacetilo (CA) o tirosina (Tyr, Y);

Xaa2 es glicina (Gly, G), acido a-metil-glutamico o Aib (acido
aminoisobutirico);

Xaa3 es acido glutamico (Glu, E) o glutamina (GIn, Q);

Xaa7 es treonina (Thr, T) o isoleucina (lle, 1);

Xaalo es leucina (Leu, L), tirosina (Tyr, Y), lisina (Lys, K), cisteina (Cys,
C) o valina (Val, V);

Xaalz es lisina (Lys, K), serina (Ser, S) o isoleucina (lle, 1);

Xaal3 es glutamina (GIn, Q), tirosina (Tyr, Y), alanina (Ala, A) o cisteina
(Cys, C);

Xaal4 es leucina (Leu, L), metionina (Met, M) o tirosina (Tyr, Y);

Xaal5 es cisteina (Cys, C), acido aspartico (Asp, D), acido glutamico
(Glu, E) o leucina (Leu, L);

Xaals6 es glicina (Gly, G), &cido glutamico (Glu, E) o serina (Ser, S);

Xaal7 es glutamina (GIn, Q), arginina (Arg, R), isoleucina (lle, 1), acido

glutamico (Glu, E), cisteina (Cys, C) o lisina (Lys, K);
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Xaal8 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), arginina (Arg, R) o
histidina (His, H);

Xaal9 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), cisteina (Cys, C) o valina
(val, V);

Xaa20 es lisina (Lys, K), glutamina (GIn, Q) o arginina (Arg, R);

Xaa2l es acido glutamico (Glu, E), glutamina (GIn, Q), leucina (Leu, L),
cisteina (Cys, C) o acido aspartico (Asp, D);

Xaa23 es isoleucina (lle, 1) o valina (Val, V);

Xaa24 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), cisteina (Cys, C),
asparagina (Asn, N), acido aspartico (Asp, D) o acido glutamico (Glu, E);

Xaa27 es valina (Val, V), leucina (Leu, L), lisina (Lys, K) o metionina
(Met, M);

Xaa28 es cisteina (Cys, C), lisina (Lys, K), alanina (Ala, A), asparagina
(Asn, N) o acido aspartico (Asp, D);

Xaa29 es cisteina (Cys, C), glicina (Gly, G), glutamina (GlIn, Q), treonina
(Thr, T), acido glutamico (Glu, E) o histidina (His, H);

Xaa30 es cisteina (Cys, C), glicina (Gly, G), lisina (Lys, K) o histidina
(His, H), o esta ausente; y

R1 es cisteina (Cys, C), GKKNDWKHNIT (SEQ ID NO: 106), m-
SSGAPPPS-n (SEQ ID NO: 107) o m-SSGQPPPS-n (SEQ ID NO: 108), o esta
ausente;

en la que,

m es -Cys-, -Pro- o -Gly-Pro-,

n es -Cys-, -Gly-, -Ser- o0 -His-Gly, o esta ausente.

En incluso otra realizacion especifica,



en la Férmula General 1,
Xaal4 es leucina o metionina; y
Xaalb es cisteina, acido aspartico o leucina.
En incluso otra realizacion especifica, en la Férmula General 1,
5 Xaaz2 es glicina, acido a-metil-glutdmico o Aib;
Xaa7 es treonina,;
Xaalo es tirosina, cisteina o valina;
Xaal? es lisina o isoleucina;
Xaal3 es tirosina, alanina, glutamina o cisteina;
10 Xaal4 es leucina, cisteina o metionina;
Xaalb es cisteina, leucina, acido glutamico o acido aspartico;
Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, cisteina, acido glutdmico o
lisina,;
Xaal8 es alanina, glutamina, arginina o histidina;
15 Xaal9 es alanina, glutamina, valina o cisteina,
Xaa20 es lisina, arginina o glutamina;
Xaa2l es acido glutamico, glutamina, leucina, cisteina o acido aspartico;
Xaa23 es isoleucina o valina;
Xaa24 es cisteina, alanina, glutamina, asparagina, acido glutamico o
20 A&cido aspartico; y
Xaa27 es leucina o lisina.
En incluso otra realizacion especifica, el péptido comprende una
secuencia de aminoacidos representada por la Formula General 2 a
continuacion:

25 Xaal-Xaa2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-XaalO-Ser-Lys-Xaal3-Xaal4-
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Xaalb-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xaa20-Xaa2l-Phe-Xaa23-Xaa24-Trp-Leu-

Leu-Xaa28-Xaa29-Xaa30-Xaa31-Ser-Ser-Gly-GIn-Pro-Pro-Pro-Ser-Xaa40

(Formula General 2, SEQ ID NO: 104)

lisina;

En la Formula General 2,

Xaal es 4-imidazoacetilo, histidina o tirosina;

Xaaz2 es glicina, acido a-metil-glutdmico o Aib;
Xaalo es tirosina o cisteina,

Xaal3 es alanina, glutamina, tirosina o cisteina;
Xaal4 es leucina, metionina o tirosina;

Xaals es acido aspartico, acido glutamico o leucina;
Xaals6 es glicina, acido glutamico o serina;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, acido glutamico, cisteina o

Xaal8 es alanina, glutamina, arginina o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, cisteina o valina,

Xaa20 es lisina, glutamina o arginina;

Xaa2l es cisteina, acido glutdmico, glutamina, leucina o acido aspartico;
Xaa23 es isoleucina o valina;

Xaa24 es cisteina, alanina, glutamina, asparagina o acido glutamico;
Xaa28 es lisina, cisteina, asparagina o acido aspartico;

Xaa29 es glicina, glutamina, cisteina o histidina;

Xaa30 es cisteina, glicina, lisina o histidina;

Xaa3l es prolina o cisteina; y

Xaa40 es cisteina o esta ausente.

En incluso otra realizacién especifica, en la Férmula General 1,
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XaaZ2 es glicina, acido a-metil-glutdmico o Aib;

Xaa7 es treonina,;

Xaalo es tirosina, cisteina o valina;

Xaal? es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina o cisteina;

Xaal4 es leucina o0 metionina;

Xaalb es cisteina o acido aspartico;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, cisteina o lisina;
Xaal8 es alanina, arginina o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina o cisteina;

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa2l es acido glutamico, cisteina o acido aspartico;

Xaa23 es valina;

Xaa24 es alanina, glutamina, cisteina, asparagina o acido aspartico; y
Xaa27 es leucina o lisina.

En incluso otra realizacién especifica, en la Férmula General 2,
Xaal3 es alanina, tirosina o cisteina;

Xaalbs es acido aspartico o acido glutamico;

Xaal7 es glutamina, arginina, cisteina o lisina;

Xaal8 es alanina, arginina o histidina;

Xaa2l es cisteina, acido glutdmico, glutamina o acido aspartico;
Xaa23 es isoleucina o valina;

Xaa24 es cisteina, glutamina o asparagina,

Xaa28 es cisteina, asparagina o acido aspartico;

Xaa29 es glutamina, cisteina o histidina; y
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Xaa30 es cisteina, lisina o histidina.

En incluso otra realizacion especifica, en la Férmula General 1,
Xaa2 es acido a-metil-glutamico o Aib;

Xaa7 es treonina,;

Xaalo es tirosina o cisteina;

Xaal? es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina o cisteina;

Xaal4 es leucina o0 metionina;

Xaalb es cisteina o acido aspartico;

Xaal6 es acido glutamico;

Xaal7 es arginina, isoleucina, cisteina o lisina;

Xaal8 es alanina, arginina o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina o cisteina;

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa2l es acido glutamico o acido aspartico;

Xaa23 es valina;

Xaa24 es glutamina, asparagina o acido aspartico;
Xaa27 es leucina; y

Xaa28 es cisteina, alanina, asparagina o acido aspartico.
En incluso otra realizacion especifica, en la Férmula General 1,
Xaal es histidina o 4-imidazoacetilo;

Xaa2 es acido a-metil-glutdmico o Aib;

Xaa3 es glutamina;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina;
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Xaal?2 es isoleucina;

Xaal3 es alanina o cisteina;
Xaal4 es metionina;

Xaals es acido aspartico;
Xaal6 es acido glutamico;
Xaal7 es isoleucina o lisina;
Xaal8 es alanina o histidina;
Xaal9 es glutamina o cisteina;
XaaZ20 es lisina;

Xaa2l es acido aspartico;
Xaa23 es valina;

Xaa24 es asparagina,
Xaa27 es leucina;

Xaa28 es alanina o asparagina;

12

Xaa29 es glutamina o treonina; y

Xaa30 es cisteina o lisina, 0 esta ausente.

En incluso otra realizacion especifica,

en la Formula General 1,

Xaaz2 es glicina, acido a-metil-glutdmico o Aib;
Xaa3 es glutamina;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina, cisteina o valina;

Xaal2 es lisina,

Xaal3 es tirosina,

Xaal4 es leucina;
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Xaals es acido aspartico;

Xaalb es glicina, acido glutamico o serina;
Xaal7 es glutamina, arginina, cisteina o lisina,
Xaal8 es alanina, arginina o histidina;

Xaal9 es alanina o glutamina;

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa2l es acido glutamico, cisteina o acido aspartico;
Xaa23 es valina;

Xaa24 es alanina, glutamina o cisteina;

Xaa27 es leucina o lisina; y

Xaa29 es glicina, glutamina, treonina o histidina.

En incluso otra realizacion especifica, el péptido es un péptido que

incluye una secuencia de aminoacidos representada por la Formula General 3

a continuacion:

Xaal-Xaa2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Xaal3-Leu-Asp-

Glu-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Lys-Xaa21l-Phe-Val-Xaa24-Trp-Leu-Leu-Xaa28-
Xaa29-Xaa30-Xaa31l-Ser-Ser-Gly-GIn-Pro-Pro-Pro-Ser-Xaa40 (Férmula
General 3, SEQ ID NO: 105),

En la Formula General 3,

Xaal es histidina o tirosina;

Xaa2 es acido a-metil-glutadmico o Aib;
Xaal3 es alanina, tirosina o cisteina;
Xaal7 es arginina, cisteina o lisina;
Xaal8 es alanina o arginina;

Xaal9 es alanina o cisteina;
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Xaa2l es acido glutamico o acido aspartico;

Xaa24 es glutamina o asparagina;

Xaa28 es cisteina o acido aspartico;

Xaa29 es cisteina, histidina o glutamina;

Xaa30 es cisteina o histidina,;

Xaa3l es prolina o cisteina; y

Xaa40 es cisteina o esta ausente.

En incluso otra realizacion especifica, R1 es cisteina, CSSGQPPPS
(SEQ ID NO: 109), GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 110), GPSSGAPPPSC (SEQ
ID NO: 111), PSSGAPPPS (SEQ ID NO: 112), PSSGAPPPSG (SEQ ID NO:
113), PSSGAPPPSHG (SEQ ID NO: 114), PSSGAPPPSS (SEQ ID NO: 115),
PSSGQPPPS (SEQ ID NO: 116) o PSSGQPPPSC (SEQ ID NO: 117), o esta
ausente.

En incluso otra realizacién especifica, en las Formulas Generales 1 a 3,
el 16° aminoacido y el 20° aminoacido desde el extremo N-terminal juntos
forman un anillo.

En incluso otra realizacion especifica, el péptido incluye una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 a
102.

En incluso otra realizacién especifica, el péptido tiene por lo menos una
de las siguientes actividades de i) a iii):

i) la activacién de un receptor de GLP-1;

ii) la activacion de un receptor de glucagon; y

i) la activacién de un receptor de GIP.

En incluso otra realizacion especifica, el péptido tiene una mayor
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semivida in vivo en comparacion con la de cualquiera de GLP-1 natural,
glucagon natural, y GIP natural.

En incluso otra realizacion especifica, el extremo C-terminal del péptido
esta amidado.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un polinucledtido que
codifica el péptido aislado, un vector de expresion recombinante que incluye el
polinucledtido y un transformante que incluye el polinucleétido o el vector de
expresion recombinante.

Incluso otro aspecto de la presente invencidon proporciona un método
para la preparacion del péptido aislado.

Incluso otro aspecto de la presente invencion proporciona una
composicidon que incluye el péptido aislado.

En una realizacion especifica, la composicibn es una composicion
farmaceéutica.

En otra realizacién especifica, la composicidn es para la prevencion o el
tratamiento del sindrome metabdlico.

En incluso otra realizacion especifica, el sindrome metabdlico incluye la
tolerancia a la glucosa alterada, la hipercolesterolemia, la dislipidemia, la
obesidad, la diabetes, la hipertension, la arterioesclerosis debida a la
dislipidemia, la ateroesclerosis, la arterioesclerosis o la enfermedad cardiaca
coronaria.

Aln otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un método
para el tratamiento de una enfermedad diana, que incluye la administracion del
péptido aislado o de una composicion que contiene el péptido aislado a un

sujeto que lo necesite.
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Aln otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un uso del
péptido aislado o composicion para su uso en la preparacion de un
medicamento.

[Efectos Ventajosos de la Invencidn]

El péptido de acuerdo con la presente invencion tiene actividades para
un receptor de glucagon, un receptor de péptido de tipo glucagon 1 (GLP-1) y
un receptor de polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP), y por
lo tanto se puede aplicar para el tratamiento del sindrome metabdlico.
[DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION]

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se
describira en mas detalle.

Al mismo tiempo, cada una de las explicaciones y realizaciones
representativas desveladas en el presente documento pueden aplicarse a otras
explicaciones y realizaciones representativas. Es decir, todas las
combinaciones de diversos factores desvelados en el presente documento
pertenecen al alcance de la presente invencién. Ademas, el alcance de la
presente invencion no debe estar limitado por la divulgacion especifica
proporcionada a continuacion.

En el conjunto de la memoria descriptiva de la presente invencion, no
solo se utilizan los cddigos convencionales de una letra y de tres letras para los
aminoacidos de origen natural, sino también los cédigos de tres letras
admitidos por lo general para otros aminoacidos, tales como el acido a-
aminoisobutirico (Aib), Sar (N-metilglicina), y el acido a-metil-glutamico.

Ademas, los aminoacidos mencionados en el presente documento se

abrevian de acuerdo con las reglas de nomenclatura de IUPAC-IUB de acuerdo
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alanina (Ala, A) arginina (Arg, R)
asparagina (Asn, N) acido aspartico (Asp, D)
cisteina (Cys, C) acido glutamico (Glu, E)
glutamina (GIn, Q) glicina (Gly, G)

histidina (His, H) isoleucina (lle, I)
leucina (Leu, L) lisina (Lys, K)
metionina (Met, M) fenilalanina (Phe, F)
prolina (Pro, P) serina (Ser, S)

treonina (Thr, T) triptéfano (Trp, W)
tirosina (Tyr, Y) valina (Val, V)

Un aspecto de la presente invencion proporciona un péptido aislado que
tiene actividades para un receptor de glucagon, un receptor de péptido de tipo
glucagon 1 (GLP-1) y un receptor de polipéptido insulinotrépico dependiente de
glucosa (GIP).

En la presente invencion, el péptido aislado que tiene actividades para
todos del receptor de glucagén, un receptor de péptido de tipo glucagéon 1
(GLP-1) y un receptor de polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa
(GIP) se puede utilizar en forma intercambiable con un agonista triple.

El agonista triple puede incluir diversos materiales (por ejemplo, diversos
péptidos) que tienen un nivel significativo de actividades para los receptores de
glucagon, GLP-1y GIP.

El agonista triple que tiene un nivel significativo de actividades para los
receptores de glucagon, GLP-1 y GIP puede presentar actividades in vitro de

0,1% omés, 1% omas,2% omas, 3% o0 mas, 4% omas, 5% omas, 6% o
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mas, 7 % o mas, 8% o mas, 9% o mas, 10 % o mas, 20 % o mas, 30 % o
mas, 40 % o mas, 50 % o mas, 60 % o mas, 70 % o mas, 80 % o mas, 90 % o
mas y 100% o mas, a uno o mas receptores, en concreto dos o mas
receptores, y en forma mas especifica los tres receptores entre los receptores
de glucagén, GLP-1 y GIP, en comparacion con los ligandos naturales de los
receptores correspondientes (glucagon natural, GLP-1 natural y GIP natural),
pero no esta limitado en particular al mismo.

El método para la medicion de las actividades in vitro del agonista triple
se pueden referir al Ejemplo 2 de la presente invencion, pero no se limita en
particular al mismo.

Mientras tanto, el agonista triple se caracteriza por tener una o0 mas de
las siguientes actividades de i) a iii), en concreto una actividad o actividades
significativas de las mismas:

i) la activacion de un receptor de GLP-1; ii) la activacion de un receptor
de glucagon; vy iii) la activacién de un receptor de GIP.

En particular, la activacion de los receptores puede incluir, por ejemplo,
los casos en que las actividades in vitro son 0,1 % o mas, 1 % o mas, 2% o
mas, 3% o0 mas, 4 % o mas, 5% o mas, 6 % o mas, 7 % o mas, 8 % 0 mas,
9 % 0 mas, 10 % o mas, 20 % o mas, 30 % o mas, 40 % o mas, 50 % o mas,
60 % o mas, 70% o mas, 80% o mas, 90 % o mas y 100 % o mas, en
comparacion con ligandos naturales de los receptores correspondientes, pero
la activacion no se limita a los mismos.

Ademas, el agonista triple puede ser uno gue tiene una mayor semivida
in vivo en relacion con cualquiera del GLP-1 natural, el glucagén natural y el

GIP natural, pero no esté limitado en particular al mismo.
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El analogo de glucagon anterior puede ser uno que es de origen no
natural, pero no se limita en particular al mismo.

En forma especifica, el péptido aislado puede ser un analogo de
glucagon natural, pero no esta limitado en particular al mismo.

El analogo de glucagon natural de acuerdo con la presente invencion
puede incluir péptidos que tienen por lo menos una diferencia en la secuencia
de aminoacidos en comparacion con la de glucagon natural;, péptidos que
fueron modificados a través de la modificacion de la secuencia de glucagén
natural; y miméticos del glucagén natural.

Mientras tanto, el glucagon natural puede tener la siguiente secuencia
de aminoacidos, pero no se limita en particular a la misma:

His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-
Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp Leu-Met-Asn-Thr (SEQ ID NO: 118)

En forma especifica, el péptido aislado puede ser un analogo de
glucagon natural con una variacion, seleccionada del grupo gque consiste en la
sustitucion, la adicién, la supresién, la modificacién, y una combinacién de los
mismos, en por lo menos un aminoacido de la secuencia de glucagon natural,
pero no se limita en particular al mismo.

Ademas, la sustitucién del aminoacido puede incluir tanto una sustitucion
a un aminoacido como una sustitucién a un compuesto no natural.

Ademas, la adicion se puede llevar a cabo en el extremo N-terminal y/o
C-terminal de un péptido. Al mismo tiempo, la longitud del aminoacido para la
adicién no esta limitada en particular, pero se pueden afiadir 1 o0 mas, 2 o mas,
30mas,4o0mas, 50 mas, 6 omas, 70 mas, 8o mas, 9o mas, 10omasy 11

0 mas aminoacidos, y en un sentido amplio, la adicidon puede incluir la adicion
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de un polipéptido, pero no esta limitada en particular a la misma.

En forma mas especifica, el analogo de glucagon puede ser aquellos en
los que 1 0 mas, 2 0 mas, 3 o0 mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o
mas, 9 o0 méas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o mas, 14 o mas, 15 o mas,
16 o més, 17 o més, 18 o mas, 19 o mas o 20 aminoacidos seleccionados del
grupo que consiste en los aminoacidos en las posiciones 1, 2, 3, 7, 10, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 27, 28 y 29 en la secuencia de
aminoéacidos de glucagon natural estan sustituidos con otros aminoacidos, Vv,
ademas, pueden ser aquellos en los que 1 0 mas, 2 0 mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5
0 mas, 6 o0 mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas u 11 o mas aminoacidos
se afiaden en forma independiente o adicional al extremo C-terminal de la
misma, pero no esta limitado en particular al mismo.

En forma aun mas especifica, el andlogo de glucagon puede ser
aguellos en los que 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7 0
mas, 8 0 mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o mas, 14 o mas, 15
0 mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas o 19 aminoéacidos seleccionados del
grupo gue consiste en los aminoacidos en las posiciones 1, 2, 3, 10, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 27, 28 y 29 en la secuencia de aminoacidos
del glucagén natural estan sustituidos con otros aminoacidos, y, ademas,
puede ser aquellos en los que 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 o mas, 6
0 Mas, 7 0 mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas u 11 o mas aminoacidos se
afiaden en forma independiente o en forma adicional al extremo C-terminal de
la misma, pero no esta limitado en particular al mismo.

En forma alun mas especifica, el andlogo de glucagén puede ser

aguellos en los que 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7 0
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mas, 8 0 mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o mas, 14 o mas, 15
0 mas, 16 o mas o 17 aminoéacidos seleccionados del grupo que consiste en los
aminoécidos en las posiciones 1, 2, 3, 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23,
24, 28 y 29 en la secuencia de aminoacidos del glucagon natural estan
sustituidos con otros aminoacidos, y, ademas, puede ser aquellos en los que 1
0 mas, 2 0 mas, 3 0mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o
mas, 10 o mas u 11 o mas aminoacidos se afiaden en forma independiente o
en forma adicional al extremo C-terminal de la misma, pero no esta limitado en
particular al mismo.

En forma aun mas especifica, el analogo de glucagén puede ser
aguellos en los que 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7 0
mas, 8 o0 mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o méas, 12 o méas, 13 o mas o 14
aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los aminoacidos en las
posiciones 1, 2, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 27, 28 y 29 en la secuencia
de aminoacidos del glucagon natural estan sustituidos con otros aminoacidos,
y, ademas, puede ser aquellos en los que 1 0 mas, 2 o0 mas, 3 o0 mas, 4 o mas,
50 mas, 6 0 mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas u 11 o mas
aminoacidos se afiaden en forma independiente o en forma adicional al
extremo C-terminal de la misma, pero no esta limitado en particular al mismo.

Los aminoéacidos para introducir en el glucagon natural anterior se
pueden seleccionar del grupo que consiste en tirosina, acido a-metil-glutamico,
Aib, metionina, acido glutdmico, histidina, lisina, leucina, isoleucina, glutamina,
valina, glicina, alanina, cisteina, serina, alanina, acido aspartico y arginina, pero
no estan limitados en particular a los mismos.

Por ejemplo, la secuencia o las secuencias de aminoacidos que se
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afiaden pueden ser por lo menos una secuencia de aminoacidos derivada de
una secuencia de aminoacidos de GLP-1 natural, GIP natural o exendina-4
natural.

El analogo de glucagbn o agonista triple pueden incluir un enlace
intramolecular (por ejemplo, una reticulacién covalente o una reticulacion no
covalente), y, en forma especifica, esta en una forma que incluye un anillo, por
ejemplo, esta en una forma en donde se forma un anillo entre el 16°
aminoéacido y el 20° aminoacido del analogo de glucagén o del agonista triple,
pero no esta limitado en particular al mismo.

El ejemplo no limitante del anillo puede incluir un enlace de lactama (o
un anillo de lactama).

En forma adicional, el analogo de glucagén o agonista triple incluye
todos aquellos que estan modificados para incluir un anillo, o para incluir un
aminoéacido capaz de formar un anillo en una posicion diana.

Por ejemplo, el analogo de glucagon o agonista triple puede ser uno en
el que el par de aminoacidos de los aminoacidos 16° y 20° estan sustituidos
con &cido glutdmico o lisina, que pueden formar un anillo, respectivamente,
pero el analogo de glucagon o agonista triple no se limitan a los mismos.

El anillo se puede formar entre cadenas laterales de aminoacidos dentro
del andlogo de glucagon o el agonista triple; por ejemplo, puede estar en la
forma de un anillo de lactama entre una cadena lateral de lisina y una cadena
lateral de &cido glutamico, pero el anillo no esta limitado en particular al mismo.

Los ejemplos del andlogo de glucagdon preparado por medio de una
combinacion de estos métodos pueden incluir péptidos, cuyas secuencias de

aminoacidos difieren de la de glucagon natural en por lo menos un aminoacido,
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y en el que el a-carbono en el extremo N-terminal de la misma se retira,
mientras que tiene actividades para un receptor de glucagon, un receptor de
GLP-1 y un receptor de GIP, etc., pero no se limitan a los mismos, y se pueden
preparar analogos de glucagén natural aplicables a la presente invencion por
medio de la combinacion de diversos métodos para la preparacion de
analogos.

Ademas, con respecto al agonista triple de la presente invencion, una
parte de los aminoacidos pueden estar sustituidos con otros aminoacidos o
compuestos no naturales para evitar el reconocimiento por la peptidasa para
incrementar la vida media in vivo del agonista triple, pero el agonista triple no
esta limitado en particular al mismo.

En forma especifica, el péptido puede ser un péptido en el que la
semivida in vivo se incrementd al evitar el reconocimiento por la peptidasa a
traves de la sustitucion de la 22 secuencia de aminoacidos entre las secuencias
de aminoacidos del agonista triple, pero cualquier sustitucion o modificacion de
aminoacidos para evitar el reconocimiento por medio de peptidasa in vivo esta
incluida sin limitaciones.

En forma adicional, tal modificacion para la preparacion de analogos de
glucagon natural puede incluir la totalidad de las modificaciones por el uso de
aminoacidos de tipo L o de tipo D y/o aminoacidos no naturales; y/o una
modificacion de secuencia nativa, por ejemplo, una modificacién de un grupo
funcional de la cadena lateral, un enlace covalente intramolecular (por ejemplo,
una formacién de anillo entre las cadenas laterales), la metilacién, la acilacion,
la ubiquitinacion, la fosforilacion, la aminohexanacion, la biotinilacién, etc.

Ademas, la modificacion puede incluir también todas aquellas en las que
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se afladen uno o mas aminoacidos a los extremos amino y/o carboxilo
terminales de glucagon natural.

Durante la sustituciéon o adicion de aminoéacidos, se pueden utilizar no
solo los 20 aminoacidos que se encuentran habitualmente en las proteinas
humanas, sino también los aminoacidos atipicos 0 no naturales. Las fuentes
comerciales de aminoacidos atipicos pueden incluir Sigma-Aldrich, ChemPep
Inc. y Genzyme Pharmaceuticals. Los péptidos que incluyen estos aminoacidos
y secuencias de péptidos tipicos se pueden sintetizar y adquirir de proveedores
comerciales, por ejemplo, American Peptide Company, Bachem (EE.UU.) o
Anygen (Corea).

Los derivados de aminoacidos se pueden obtener de la misma manera,
y como un ejemplo de ello, se puede utilizar el acido 4-imidazoacético.

Ademas, el péptido de acuerdo con la presente invencion puede estar en
la forma de una variante en la que el extremo amino y/o carboxilo, etc., del
péptido esta modificado quimicamente o protegido por grupos organicos, o se
pueden afiadir aminoacidos al extremo terminal del péptido, para su proteccién
de proteasas in vivo, mientras que aumenta su estabilidad.

En particular, en el caso de un péptido sintetizado quimicamente, sus
extremos N- y C-terminales estan cargados eléctricamente y por lo tanto los
extremos N- y C-terminales del péptido pueden ser acetilados y/o amidados,
pero el péptido no se limita en particular a los mismos.

Ademas, el péptido de acuerdo con la presente invencion puede incluir
todos aquellos en la forma del péptido en si, una sal del mismo (por ejemplo,
una sal aceptable para uso farmacéutico del mismo), o un solvato del mismo.

Ademas, el péptido puede estar en cualquier forma aceptable para uso
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farmaceéutico.

El tipo de sal no esta limitado en particular. Sin embargo, la sal con
preferencia es una que es segura y eficaz para un sujeto, por ejemplo, un
mamifero, pero no esta limitada en particular a la misma.

La expresion "aceptable para uso farmacéutico” se refiere a un material
gue se puede utilizar de manera eficaz para el uso previsto dentro del alcance
de la decision farmaco-médica sin inducir toxicidad excesiva, irritacion,
respuestas alérgicas, etc.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sal aceptable
para uso farmacéutico” se refiere a una sal derivada de &cidos inorganicos,
acidos organicos o bases aceptables para uso farmacéutico. Los ejemplos de
las sales adecuadas pueden incluir &cido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
sulfurico, acido nitrico, acido perclorico, acido fumarico, acido maleico, acido
fosforico, acido glicélico, acido lactico, acido salicilico, acido succinico, acido
tolueno-p-sulfénico, &acido tartarico, acido acético, acido citrico, acido
metanosulfonico, acido formico, é&cido benzoico, acido maldnico, &cido
naftaleno-2-sulfénico, acido bencenosulfénico, etc. Los ejemplos de las sales
derivadas de bases adecuadas pueden incluir metales alcalinos tales como
sodio, potasio, etc.; metales alcalinotérreos tales como magnesio; amonio, etc.

Como se usa en el presente documento, el término "solvato” se refiere a
un complejo formado entre el péptido de acuerdo con la presente invencion o
una sal del mismo y una molécula de disolvente.

En una realizacion especifica, el péptido puede ser un péptido aislado
qgue incluye una secuencia de aminoacidos representada por la Férmula

General 1 a continuacion.
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Xaal-Xaa2-Xaa3-Gly-Thr-Phe-Xaa7-Ser-Asp-Xaal0-Ser-Xaal2-Xaal3-
Xaal4-Xaal5-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xaa20-Xaa21l-Phe-Xaa23-Xaa24-
Trp-Leu-Xaa27-Xaa28-Xaa29-Xaa30-R1 (Férmula General 1, SEQ ID NO: 103)

En la Formula General 1 anterior,

Xaal es histidina (His, H), 4-imidazoacetilo (CA) o tirosina (Tyr, Y);

Xaa2 es glicina (Gly, G), acido a-metil-glutamico o Aib (acido
aminoisobutirico);

Xaa3 es acido glutamico (Glu, E) o glutamina (GIn, Q);

Xaa7 es treonina (Thr, T) o isoleucina (lle, 1);

Xaalo es leucina (Leu, L), tirosina (Tyr, Y), lisina (Lys, K), cisteina (Cys,
C) o valina (Val, V);

Xaalz2 es lisina (Lys, K), serina (Ser, S) o isoleucina (lle, 1);

Xaal3 es glutamina (Gln, Q), tirosina (Tyr, Y), alanina (Ala, A) o cisteina
(Cys, C);

Xaal4 es leucina (Leu, L), metionina (Met, M) o tirosina (Tyr, Y);

Xaal5 es cisteina (Cys, C), acido aspartico (Asp, D), acido glutamico
(Glu, E) o leucina (Leu, L);

Xaals6 es glicina (Gly, G), acido glutamico (Glu, E) o serina (Ser, S);

Xaal7 es glutamina (GIn, Q), arginina (Arg, R), isoleucina (lle, 1), acido
glutamico (Glu, E), cisteina (Cys, C) o lisina (Lys, K);

Xaal8 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), arginina (Arg, R) o
histidina (His, H);

Xaal9 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), cisteina (Cys, C) o valina
(val, V);

Xaa20 es lisina (Lys, K), glutamina (GIn, Q) o arginina (Arg, R);
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Xaa2l es acido glutamico (Glu, E), glutamina (GIn, Q), leucina (Leu, L),
cisteina (Cys, C) o acido aspartico (Asp, D);

Xaa23 es isoleucina (lle, 1) o valina (Val, V);

Xaa24 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), cisteina (Cys, C),
asparagina (Asn, N), acido aspartico (Asp, D) o acido glutamico (Glu, E);

Xaa27 es valina (Val, V), leucina (Leu, L), lisina (Lys, K) o metionina
(Met, M);

Xaa28 es cisteina (Cys, C), lisina (Lys, K), alanina (Ala, A), asparagina
(Asn, N) o acido aspartico (Asp, D);

Xaa29 es cisteina (Cys, C), glicina (Gly, G), glutamina (GIn, Q), treonina
(Thr, T), acido glutamico (Glu, E) o histidina (His, H);

Xaa30 es cisteina (Cys, C), glicina (Gly, G), lisina (Lys, K) o histidina
(His, H), o esta ausente;

R1 es cisteina (Cys, C), GKKNDWKHNIT (SEQ ID NO: 106), m-
SSGAPPPS-n (SEQ ID NO: 107) o m-SSGQPPPS-n (SEQ ID NO: 108), o esta
ausente;

en la que,

m es -Cys-, -Pro- o -Gly-Pro-;

n es -Cys-, -Gly-, -Ser- o0 -His-Gly-, 0 esta ausente.

Por ejemplo, el agonista triple puede ser uno que incluye una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 a
102; y uno que (esencialmente) consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 a 102, pero no se
limita los mismos.

Ademas, si bien se describe como "un péptido que consiste en una SEQ
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ID NO particular" en la presente invencion, no excluye una mutacién que se
puede producir por medio de la adicién de una secuencia sin sentido corriente
arriba o corriente abajo de la secuencia de aminoacidos de la correspondiente
SEQ ID NO, o una mutacion que puede ocurrir en forma natural, o una
mutacion silenciosa de los mismos, con la condicién de que el péptido tenga
una actividad igual o correspondiente a la del péptido que consiste en una
secuencia de aminoéacidos de la correspondiente SEQ ID NO, e incluso cuando
esta presente la adicion o mutacion de secuencia es evidente que pertenece al
ambito de la presente invencion.

Lo anterior se puede aplicar en otras realizaciones o0 aspectos de la
presente invencion especificos, pero no se limita a los mismos.

En forma especifica, en la Formula General anterior, Xaal4 puede ser
leucina 0 metionina, y Xaal5 puede ser cisteina, acido aspartico o leucina.

Los ejemplos del péptido pueden incluir un péptido que incluye una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NO:1al2,14a17y 21 al02 o un péptido que (esencialmente) consiste en el
mismo, pero no estan limitados en particular al mismo.

El péptido puede activar en forma significativa por lo menos uno del
receptor de glucagén, el receptor de GLP-1 y el receptor de GIP, pero no esta
limitado en particular a los mismos. En forma especifica, el péptido puede ser
uno que activa en forma significativa el receptor de GLP-1 o en forma adicional
el receptor de glucagén y/o el receptor de GIP, pero no esta limitado en
particular al mismo.

En forma aun mas especifica, el péptido puede ser:

en la Férmula General 1 anterior,
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XaaZ2 es glicina, acido a-metil-glutdmico o Aib;

Xaa7 es treonina,;

Xaalo es tirosina, cisteina o valina;

Xaal? es lisina o isoleucina;

Xaala3 es tirosina, alanina, glutamina o cisteina;

Xaal4 es leucina, cisteina o metionina;

Xaalbs es cisteina, leucina, acido glutamico o acido aspartico;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, cisteina, acido glutamico o
lisina,;

Xaal8 es alanina, glutamina, arginina o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, valina o cisteina;

Xaa20 es lisina, arginina o glutamina;

Xaa2l es acido glutamico, glutamina, leucina, cisteina o acido aspartico;

Xaa23 es isoleucina o valina;

Xaa24 es cisteina, alanina, glutamina, asparagina, acido glutamico o
acido aspartico; y

Xaa27 es leucina o lisina, pero no esta limitado en particular a los
mismos.

En forma aun mas especifica,

en la Férmula General 1 anterior,

Xaa2 es glicina, acido a-metil-glutamico o Aib;

Xaa7 es treonina,;

Xaalo es tirosina, cisteina o valina;

Xaalz2 es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina o cisteina;
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Xaal4 es leucina o metionina;

Xaalbs es cisteina o acido aspartico;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, cisteina o lisina;

Xaal8 es alanina, arginina o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina o cisteina;

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa2l es acido glutamico, cisteina o acido aspartico;

Xaa23 es valina;

Xaa24 es alanina, glutamina, cisteina, asparagina o acido aspartico; y

Xaa27 es leucina o lisina, pero no esta limitado en particular a los
mismos.

En forma alun mas especifica,

en la Férmula General 1 anterior,

Xaa2 es acido a-metil-glutdmico o Aib;

Xaa7 es treonina,;

Xaalo es tirosina o cisteina;

Xaal? es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina o cisteina;

Xaal4 es leucina o0 metionina;

Xaalb es cisteina o acido aspartico;

Xaal6 es acido glutamico;

Xaal7 es arginina, isoleucina, cisteina o lisina;

Xaal8 es alanina, arginina o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina o cisteina;

Xaa20 es lisina o glutamina;
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Xaa2l es acido glutamico o acido aspartico;
Xaa23 es valina;

Xaa24 es glutamina, asparagina o acido aspartico;
Xaa27 es leucina; y

Xaa28 es cisteina, alanina, asparagina o acido aspartico.
En forma especifica,

en la Férmula General 1 anterior,

Xaal es histidina o 4-imidazoacetilo;

Xaa2 es acido a-metil-glutdmico o Aib;
Xaa3 es glutamina;

Xaa7 es treonina,;

Xaalo es tirosina;

Xaal?2 es isoleucina;

Xaal3 es alanina o cisteina;

Xaal4 es metionina;

Xaals es acido aspartico;

Xaal6 es acido glutamico;

Xaal7 es isoleucina o lisina;

Xaal8 es alanina o histidina;

Xaal9 es glutamina o cisteina,

Xaa20 es lisina;

Xaa2l es acido aspartico;

Xaa23 es valina;

Xaa24 es asparagina,

Xaa27 es leucina;
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Xaa28 es alanina o asparagina;

Xaa29 es glutamina o treonina; y

Xaa30 es cisteina o lisina, o esta ausente.

En forma mas especifica,

en la Férmula General 1 anterior,

Xaaz2 es glicina, acido a-metil-glutdmico o Aib;
Xaa3 es glutamina;

Xaa7 es treonina,;

Xaalo es tirosina, cisteina o valina;

Xaal? es lisina;

Xaal3 es tirosina;

Xaal4 es leucina;

Xaals es acido aspartico;

Xaals6 es glicina, acido glutamico o serina;
Xaal7 es glutamina, arginina, cisteina o lisina;
Xaal8 es alanina, arginina o histidina;

Xaal9 es alanina o glutamina;

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa2l es acido glutamico, cisteina o acido aspartico;
Xaa23 es valina;

Xaa24 es alanina, glutamina o cisteina;

Xaa27 es leucina o lisina; y

Xaa28 es glicina, glutamina, treonina o histidina;

pero no se limita en particular a los mismos.

Estos péptidos pueden corresponder a un caso en el que el péptido tiene
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niveles significativos de activacion tanto en el receptor de GLP-1 como en el
receptor de glucagon, o mayores niveles de activacion en comparacion con la
del receptor de GIP; un caso en el que el péptido tiene niveles significativos de
activacion en todos del receptor de GLP-1, el receptor de glucagon y el
receptor de GIP; o un caso en el que el péptido tiene niveles significativos de
activacion tanto en el receptor de GLP-1 como en el receptor de GIP y niveles
de activacion mayores en comparacion con el del receptor de glucagon; pero
no estan limitados en particular a los mismos.

Cuando el péptido tiene niveles de activacion significativos tanto en el
receptor de GLP-1 como en el receptor de GIP, y también mayores niveles de
activacion en comparacion con la del receptor de glucagén, es posible
proporcionar un péptido con capacidad de control de los niveles de glucosa en
sangre mas mejorada junto con el efecto de reduccién del peso corporal,
mientras que cuando el péptido tiene niveles significativos de activacion en
todos del receptor de GLP-1, el receptor de glucagon y el receptor de GIP, hay
una ventaja en que el efecto de reduccion del peso corporal se puede
maximizar, pero los efectos no estan limitados en particular a los mismos.

Los ejemplos del péptido pueden incluir un péptido que incluye una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 8, 9, 21 a 37, 39, 42, 43, 49 a 61, 64 a 83, 85, 86, 88,89,91a 93y 9 a
102; o un péptido que (esencialmente) consiste en el mismo, pero no estan
limitados en particular al mismo.

En una realizacion especifica, el péptido puede incluir una secuencia de
aminodacidos representada por la Férmula General 2 a continuacion.

Xaal-Xaa2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-XaalO-Ser-Lys-Xaal3-Xaal4-
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Xaalb-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xaa20-Xaa2l-Phe-Xaa23-Xaa24-Trp-Leu-

Leu-Xaa28-Xaa29-Xaa30-Xaa31-Ser-Ser-Gly-GIn-Pro-Pro-Pro-Ser-Xaa40

(Formula General 2, SEQ ID NO: 104)

lisina;

En la Formula General 2 anterior,

Xaal es 4-imidazoacetilo, histidina o tirosina;

Xaaz2 es glicina, acido a-metil-glutdmico o Aib;
Xaalo es tirosina o cisteina,

Xaal3 es alanina, glutamina, tirosina o cisteina;
Xaal4 es leucina, metionina o tirosina;

Xaalbs es acido aspartico, acido glutamico o leucina;
Xaals6 es glicina, acido glutamico o serina;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, acido glutamico, cisteina o

Xaal8 es alanina, glutamina, arginina o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, cisteina o valina,

Xaa20 es lisina, glutamina o arginina;

Xaa2l es cisteina, acido glutdmico, glutamina, leucina o acido aspartico;
Xaa23 es isoleucina o valina;

Xaa24 es cisteina, alanina, glutamina, asparagina o acido glutamico;
Xaa28 es lisina, cisteina, asparagina o acido aspartico;

Xaa29 es glicina, glutamina, cisteina o histidina;

Xaa30 es cisteina, glicina, lisina o histidina;

Xaa3l es prolina o cisteina; y

Xaa40 es cisteina o esta ausente.

En forma mas especifica, en la Formula General 2 anterior,
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Xaal3 es alanina, tirosina o cisteina,;

Xaalbs es acido aspartico o acido glutamico;

Xaal7 es glutamina, arginina, cisteina o lisina;

Xaal8 es alanina, arginina o histidina;

Xaa2l es cisteina, acido glutamico, glutamina o acido aspartico;

Xaa23 es isoleucina o valina;

Xaa24 es cisteina, glutamina o asparagina;

Xaa28 es cisteina, asparagina o acido aspartico;

Xaa29 es glutamina, cisteina o histidina; y

Xaa30 es cisteina, lisina o histidina.

Los ejemplos del péptido pueden incluir un péptido que incluye una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 21, 22, 42, 43, 50, 64 a 77 y 95 a 102; en forma mas especifica, un péptido
que incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 21, 22, 42, 43,50, 64 a 77 y 96 a 102; o un péptido
gue (esencialmente) consiste en el mismo, pero no estan limitados en particular
al mismo.

En una realizacion especifica, el péptido puede incluir una secuencia de
aminodcidos representada por la Férmula General 3 a continuacion.

Xaal-Xaa2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Xaal3-Leu-Asp-
Glu-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Lys-Xaa21l-Phe-Val-Xaa24-Trp-Leu-Leu-Xaa28-
Xaa29-Xaa30-Xaa31l-Ser-Ser-Gly-GIn-Pro-Pro-Pro-Ser-Xaa40 (Férmula
General 3, SEQ ID NO: 105),

En la Formula General 3 anterior,

Xaal es histidina o tirosina;
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Xaa2 es acido a-metil-glutamico o Aib;

Xaal3 es alanina, tirosina o cisteina,

Xaal7 es arginina, cisteina o lisina;

Xaal8 es alanina o arginina;

Xaal9 es alanina o cisteina;

Xaa2l es acido glutamico o acido aspartico;

Xaa24 es glutamina o asparagina,

Xaa28 es cisteina o acido aspartico;

Xaa29 es cisteina, histidina o glutamina;

Xaa30 es cisteina o histidina;

Xaa3l es prolina o cisteina; y

Xaa4O0 es cisteina o esta ausente.

Los ejemplos del péptido pueden incluir un péptido que incluye una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 21, 22, 42, 43, 50, 64 a 71, 75 a 77 y 96 a 102; o un péptido que
(esencialmente) consiste en el mismo, pero no estan limitados en particular al
mismo.

Ademas, en la Férmula General 1 anterior, R1 puede ser cisteina,
GKKNDWKHNIT (SEQ ID NO: 106), CSSGQPPPS (SEQ ID NO: 109),
GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 110), GPSSGAPPPSC (SEQ ID NO: 111),
PSSGAPPPS (SEQ ID NO: 112), PSSGAPPPSG (SEQ ID NO: 113),
PSSGAPPPSHG (SEQ ID NO: 114), PSSGAPPPSS (SEQ ID NO: 115),
PSSGQPPPS (SEQ ID NO: 116) o PSSGQPPPSC (SEQ ID NO : 117), o esta
ausente, pero no se limita en particular a los mismos.

Incluso otro aspecto de la presente invenciébn proporciona un
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polinucledtido que codifica el péptido aislado, un vector de expresion
recombinante que incluye el polinucleétido, y un transformante que incluye el
polinucledtido o el vector de expresion recombinante.

El péptido es el mismo que se explicd con anterioridad.

Ademas, el polinucleétido aislado que codifica el péptido incluye, dentro
del alcance de la presente invencién, una secuencia de polinucleétido que tiene
una identidad de secuencia con la secuencia correspondiente de 75 % o mas,
en forma especifica 85 % o0 mas, en forma mas especifica 90 % o0 mas y en
forma aun mas especifica 95 % o mas.

Como se usa en el presente documento, el término "homologia" indica la
similitud de secuencia con una secuencia de aminoacidos de tipo silvestre o
una secuencia de acido nucleico de tipo silvestre, y la comparacion de
homologia se puede realizar a simple vista o por el uso de un programa de
comparacion disponible en el mercado. Usando un programa informéatico
disponible en el mercado, la homologia entre dos o0 mas secuencias se puede
expresar como un porcentaje (%), y la homologia (%) entre las secuencias
adyacentes se puede calcular.

Como se usa en el presente documento, la expresién "vector
recombinante" se refiere a una construccion de ADN, en la que el polinucleétido
que codifica el péptido diana, por ejemplo, el péptido, esta unido en forma
operativa a una secuencia reguladora apropiada para permitir la expresiéon del
péptido diana, por ejemplo, el péptido, en una célula huésped.

La secuencia reguladora incluye un promotor capaz de iniciar la
transcripcion, cualquier secuencia de operador para la regulacion de la

transcripcion, una secuencia que codifica un dominio de union a ribosoma del
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ARNmM adecuado, y una secuencia para la regulacion de la terminacion de la
transcripcion y la traducciéon. El vector recombinante, después de haber sido
transformado en una célula huésped adecuada, se puede replicar o puede
actuar en forma independiente del genoma huésped, o puede estar integrado
en el propio genoma huésped.

El vector recombinante utilizado en la presente invencion puede no estar
limitado en particular con la condicion de que el vector sea replicable en la
célula huésped, y se puede construir por el uso de cualquier vector conocido en
la técnica. Los ejemplos del vector utilizado en forma convencional puede
incluir plasmidos naturales o recombinantes, césmidos, virus y bacteriéfagos.
Los vectores para utilizar en la presente invencion no estan limitados en
particular, sino que se puede utilizar cualquier vector de expresion conocido en
la técnica.

El vector recombinante se utiliza para la transformacion de una célula
huésped para la produccion de péptidos de la presente invencion. Ademas,
estas células transformadas, como una parte de la presente invencion, se
pueden utilizar para la amplificacion de fragmentos de &cido nucleico y
vectores, o pueden ser células cultivadas o lineas celulares utilizadas en la
produccion recombinante de péptidos de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "transformaciéon” se
refiere a un proceso de introduccién de un vector recombinante que incluye un
polinucledtido que codifica una proteina diana en una célula huésped, lo que
permite la expresion de la proteina codificada por el polinucle6tido en la célula
huésped. Para el polinucleétido transformado, no importa si se inserta en el

cromosoma de una célula huésped y se sitia sobre el mismo o se sitla fuera
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del cromosoma, con la condicion de que se pueda expresar en la célula
huésped, y se incluyen ambos casos.

En forma adicional, el polinucleotido incluye ADN y ARN que codifican la
proteina diana. El polinucledtido se puede introducir en cualquier forma con la
condicion de que se pueda introducir en una célula huésped y expresarse en la
misma. Por ejemplo, el polinucleétido se puede introducir en una célula
huésped en la forma de un casete de expresion, que es una construccion
génica que incluye todos los elementos esenciales necesarios para su
autoexpresion. El casete de expresion puede incluir en forma convencional un
promotor unido en forma operativa al polinucleétido, una sefal de terminacion
de la transcripcion, un dominio de unidon de ribosomas y una sefial de
terminacion de la traduccion. El casete de expresion puede estar en la forma de
un vector de expresion con capacidad de autorreplicacion. Ademas, el
polinucledtido se puede introducir en una célula huésped tal como esta y unirse
en forma operativa a una secuencia esencial para su expresion en la célula
huésped, pero no se limita a ello.

Ademas, como se usa en el presente documento, la expresion "unido en
forma operativa" se refiere a una conexion funcional entre una secuencia de
promotor, que inicia y media en la transcripcion del polinucleétido que codifica
el péptido diana de la presente invencion, y la secuencia génica anterior.

Un huésped apropiado para utilizar en la presente invencion puede no
estar limitado en particular con la condicibn de que pueda expresar el
polinucledtido de la presente invencion. Los ejemplos del huésped apropiado
pueden incluir bacterias que pertenecen al género Escherichia, tales como E.

coli; bacterias que pertenecen al género Bacillus tales como Bacillus subtilis;



10

15

20

25

40

bacterias que pertenecen al género Pseudomonas tales como Pseudomonas
putida; levaduras tales como Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe; células de insectos tales como Spodoptera
frugiperda (Sf9) y células animales tales como CHO, COS, y BSC.

Incluso otro aspecto de la presente invencidon proporciona un método
para la preparacion del péptido aislado.

El péptido es el mismo que se explicd con anterioridad.

Ademas, el péptido de la presente invencion se puede sintetizar por un
meétodo bien conocido en la técnica, de acuerdo con su longitud, por ejemplo,
por medio de un sintetizador de péptidos automatico, y se puede producir por
medio de tecnologia de ingenieria genética.

En forma especifica, el péptido de la presente invencion se puede
preparar por un método de sintesis convencional, un sistema de expresion
recombinante, o cualquier otro método conocido en la técnica. En
consecuencia, el péptido de la presente invencion se puede sintetizar por
muchos métodos que incluyen, por ejemplo, los métodos descritos a
continuacion:

(a) un método de sintesis de un péptido por un método en fase sélida o
en fase liquida por pasos o por el montaje de fragmentos, seguido por el
aislamiento y la purificacion del producto peptidico final; o

(b) un método de expresion de una construccién de acido nucleico que
codifica un péptido en una célula huésped y de recuperacion del producto de
expresion del cultivo de células huésped; o

(c) un método de realizacion de una expresion libre de células in vitro de

una construccion de &cido nucleico que codifica un péptido y de recuperacion
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del producto de expresion del mismo; o

un método de obtencion de fragmentos de péptidos por medio de
cualquier combinacion de los métodos (a), (b) y (c), de obtencion del péptido
por medio de la union de los fragmentos de péptidos, y luego la recuperacion
del péptido.

En un ejemplo mas especifico, un péptido deseado se puede producir
por medio de manipulacion genética, que incluye la preparacion de un gen de
fusién que codifica una proteina de fusion, que incluye una pareja de fusion y
un péptido, la transformacion del resultante en una célula huésped, la
expresion de la proteina de fusion y la escision del péptido de la proteina de
fusidon por el uso de una proteasa o compuesto seguido de aislamiento. Para
este propésito, por ejemplo, una secuencia de ADN que codifica la secuencia
de aminoéacidos que puede ser escindida por una proteasa tal como Factor Xa
o0 enteroquinasa, CNBr, o un compuesto tal como hidroxilamina, se puede
insertar entre la pareja de fusion y un polinucleétido que codifica un péptido.

Incluso otro aspecto de la presente invencidon proporciona una
composicién que contiene el péptido aislado.

El péptido es el mismo que se explicé con anterioridad.

En forma especifica, la composicion puede ser una composicion
farmacéutica, y en forma mas especifica, una composicién farmacéutica para la
prevencion o el tratamiento del sindrome metabdlico.

Como se usa en el presente documento, el término "prevencién" se
refiere a todas las actividades que inhiben o retardan el sindrome metabdlico
por medio de la administraciéon del péptido o la composicion anterior, y el

término "tratamiento” se refiere a todas las actividades que mejoran o, en forma
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ventajosa, cambian los sintomas de sindrome metabdlico por medio de la
administracion del péptido o la composicion anterior.

Como se usa en el presente documento, el término "administracion” se
refiere a la introduccidon de una sustancia en particular en un sujeto por medio
de un método apropiado, y la via de administracion de la composicién puede
ser cualquier via convencional que permite el suministro de la composicion a la
diana, por ejemplo, la administracion intraperitoneal, la administracion
intravenosa, la administracion intramuscular, la administracion subcutanea, la
administracion intradérmica, la administracion oral, la administracion topica, la
administracion intranasal, la administracién intrapulmonar, la administracion
intrarrectal, etc., pero no se limita a los mismos.

Como se usa en el presente documento, la expresién "sindrome
metabolico” se refiere a un sintoma donde diversas enfermedades que se
producen debido a un trastorno metabodlico cronico se producen solas o en
combinacion. En particular, los ejemplos de enfermedades que pertenecen al
sindrome metabdlico pueden incluir la tolerancia a la glucosa alterada, la
hipercolesterolemia, la dislipidemia, la obesidad, la diabetes, la hipertension, la
arterioesclerosis debida a la dislipidemia, la ateroesclerosis, la arterioesclerosis
y la enfermedad cardiaca coronaria, pero no se limita a los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "obesidad" se refiere
a una afeccion médica con acumulacion de exceso de grasa corporal y por lo
general se define a las personas como obesas cuando su indice de masa
corporal (IMC; un valor de masa corporal (kg) sobre la altura del cuerpo al
cuadrado (m)) es de 25 o superior. La obesidad mas habitualmente es

provocada por un desequilibrio de energia debido a la ingesta excesiva de
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alimentos en comparacion con el consumo de energia durante un largo periodo
de tiempo. La obesidad, al ser una enfermedad metabdlica que afecta a todo el
cuerpo, aumenta la posibilidad de desarrollar diabetes e hiperlipidemia,
aumenta el riesgo de incidencia de disfuncion sexual, artritis y enfermedad
cardiovascular, y en algunos casos esta asociada con el desarrollo del cancer.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede contener
ademas un vehiculo, excipiente o diluyente aceptable para uso farmacéutico. El
vehiculo, excipiente o diluyente aceptable para uso farmacéutico, puede ser de
origen no natural.

Como se usa en el presente documento, la expresién "aceptable para
uso farmaceéutico" se refiere a las propiedades de tener una cantidad suficiente
para mostrar un efecto terapéutico y no provocar efectos adversos, y se puede
determinar con facilidad por un experto en la materia basandose en los factores
bien conocidos en la campo de la medicina, tales como el tipo de enfermedad,
la edad, el peso corporal, el estado de salud, el sexo, la sensibilidad a los
farmacos de un paciente, la via de administracion, el método de administracion,
la frecuencia de administracion, la duracién del tratamiento, un farmaco o
farmacos para mezclar o administrar en forma simultanea, etc.

La composicion farmacéutica de la presente invencion que contiene el
péptido de la presente invencion puede contener ademas un vehiculo
aceptable para uso farmacéutico. El portador aceptable para uso farmacéutico
puede incluir, para la administraciéon oral, un aglutinante, un lubricante, un
disgregante, un excipiente, un agente solubilizante, un dispersante, un agente
estabilizante, un agente de suspensidén, un agente colorante, un agente

aromatizante, etc.; para inyecciones, un agente tamponante, un agente
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conservante, un analgésico, un agente solubilizante, un agente isotonico, un
agente estabilizante, etc., que se puede combinar para ser utilizado; y para las
administraciones topicas, una base, un excipiente, un lubricante, un agente
conservante, etc.

El tipo de formulacién de la composicion de acuerdo con la presente
invencion se puede preparar de diversas maneras por medio de la combinacion
con un vehiculo aceptable para uso farmaceéutico descrito con anterioridad. Por
ejemplo, para la administracién oral, la composicion se puede formular en
forma de comprimidos, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes,
obleas, etc. Para las inyecciones, la composicion se puede formular en
ampollas de dosis unitarias o recipientes de dosis mdultiples. La composicion
también se puede formular en soluciones, suspensiones, comprimidos,
pildoras, capsulas, formulaciones de liberacion sostenida, etc.

Mientras tanto, los ejemplos de vehiculos, excipientes, y diluyentes
adecuados pueden incluir lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, xilitol,
eritritol, maltitol, almidén, goma arabiga, alginato, gelatina, fosfato de calcio,
silicato de calcio, celulosa, metil celulosa, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, agua, hidroxibenzoato de metilo, propilo hidroxibenzoato,
talco, estearato de magnesio, aceite mineral, etc. Ademas, la composicién
puede contener ademdas una carga, un anti-coagulante, un lubricante, un
humectante, un agente aromatizante, un conservante, etc.

En forma adicional, la composicion farmacéutica de la presente
invencion se puede preparar en cualquier tipo de formulacion seleccionada del
grupo que consiste en comprimidos, pildoras, polvos, granulos, capsulas,

suspensiones, medicamento liquido para uso interno, emulsiones, jarabes,
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soluciones acuosas estériles, disolventes no acuosos, formulaciones liofilizadas
y supositorios.

Ademas, la composicién puede formularse en una forma de dosificacion
unitaria adecuada para el cuerpo del paciente, y con preferencia se formula en
una preparacion atil para farmacos peptidicos de acuerdo con el método tipico
en el campo farmacéutico con el fin de ser administrado por una via oral o
parenteral, tal como a través de la piel, por via intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intramedular, intratecal, intraventricular, pulmonar, transdérmica,
subcutanea, intraperitoneal, intranasal, intragastrica, topica, sublingual, vaginal
o rectal, pero no se limita a los mismos.

Ademas, el péptido se puede utilizar por medio de la mezcla con
diversos vehiculos aceptables para uso farmacéutico tales como solucién salina
fisiolégica o disolventes organicos. Para aumentar la estabilidad o la capacidad
de absorcion, se pueden utilizar carbohidratos tales como glucosa, sacarosa o
dextranos, antioxidantes tales como &cido ascoOrbico o glutation, agentes
guelantes, proteinas de bajo peso molecular, u otros estabilizadores como
farmacos farmaceéuticos.

La dosis y la frecuencia de administracion de la composicion
farmacéutica de la presente invencion se determina por el tipo de principio o
principios activos, junto con diversos factores tales como la enfermedad para
tratar, la via de administracion, la edad del paciente, el sexo y el peso corporal,
y la gravedad de la enfermedad.

La dosis efectiva total de la composicion de la presente invencion se
puede administrar a un paciente en una dosis Unica o0 se puede administrar

durante un largo periodo de tiempo en dosis mdultiples de acuerdo con un
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protocolo de tratamiento fraccionado. En la composicion farmaceéutica de la
presente invencion, el contenido de principio o principios activos puede variar
dependiendo de la gravedad de la enfermedad. En forma especifica, la dosis
diaria total del péptido de la presente invencidén puede ser de aproximadamente
0,0001 mg a 500 mg por 1 kg de peso corporal de un paciente. Sin embargo, la
dosis eficaz del péptido se determina considerando diversos factores, que
incluyen la edad del paciente, el peso corporal, el estado de salud, el sexo, la
gravedad de la enfermedad, la dieta y la tasa de excrecion, ademas de la via
de administracion y la frecuencia de tratamiento de la composicion
farmacéutica. En este sentido, los expertos en la materia pueden determinar
con facilidad la dosis eficaz adecuada para el uso particular de la composicion
farmacéutica de la presente invencion. La composicion farmaceéutica de
acuerdo con la presente invencién no esta limitada en particular a la via y el
modo de formulacién y administracién, con la condicion de que muestre los
efectos de la presente invencion.

La composiciéon farmacéutica de la presente invencibn muestra una
excelente duracién in vivo de la eficacia y la titulacion, y por lo tanto el nUmero
y la frecuencia de administracion de la preparacion farmacéutica de la presente
invencion se puede reducir en forma significativa.

Incluso otro aspecto de la presente invenciéon proporciona un método
para el tratamiento de una enfermedad diana, que incluye la administracion del
péptido aislado o de una composicion que contiene el péptido aislado a un
sujeto que lo necesite. La enfermedad diana puede ser un sindrome
metabdlico.

El péptido aislado, o la composicion que contiene el mismo, el sindrome
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metabdlico y el tratamiento de los mismos son los mismos que se explicaron
con anterioridad.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” se refiere a
un sujeto sospechoso de tener un sindrome metabdlico, y el sujeto sospechoso
de tener un sindrome metabdlico se refiere a mamiferos, que incluyen seres
humanos, ratas, vacas, etc., que tienen o estan en riesgo de desarrollar el
sindrome metabdlico, pero cualquier sujeto que puede ser tratado con el
péptido anterior de la presente invencion o la composicion que contiene el
mismo esté incluido sin limitacion.

El método terapéutico de la presente invencion puede incluir la
administracion de una cantidad eficaz para uso farmacéutico de la composicion
farmacéutica que contiene el péptido. La dosis diaria total de la composicién se
puede determinar dentro del alcance del juicio médico apropiado por un
meédico, y la composicion se puede administrar una o varias veces en dosis
divididas por dia. Sin embargo, para el propésito de la presente invencion, la
dosis eficaz para uso terapéutico especifica de la composicién para cualquier
paciente particular se aplica con preferencia de manera diferente dependiendo
de diversos factores, que incluyen el tipo y el grado de respuesta a conseguir,
las composiciones especificas, que incluyen si se utilizan otros agentes en
forma ocasional con el mismo, la edad del paciente, el peso corporal, el estado
de salud, el sexo y la dieta, el tiempo y la via de administracion, la tasa de
secrecion de la composicion, la duracion del tratamiento, otros farmacos
utilizados en combinacion o en forma simultdnea con las composiciones
especificas, y factores similares bien conocidos en el campo médico.

Incluso otro aspecto de la presente invencion proporciona el uso del
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péptido aislado o composicién que contiene el péptido en la preparacion de un
medicamento. El medicamento puede ser para la prevencion o el tratamiento
del sindrome metabdlico.

El péptido aislado o la composicién y el sindrome metabdlico son los
mismos que se explicaron con anterioridad.

En lo sucesivo, la presente invencion se describira en mas detalle con
referencia a los siguientes Ejemplos. Sin embargo, estos Ejemplos son solo
para fines ilustrativos y la invencidn no pretende estar limitada por estos
Ejemplos.

Ejemplo 1: Preparacion de agonistas triples

Los agonistas triples que muestran actividades a todos los receptores de
GLP-1, GIP y glucagén se prepararon y sus secuencias de aminoacido se

muestran en la Tabla 1 a continuacion.

[Tabla 1]
SEQ ID NO Secuencia informacion
1 HXQGTFTSDVSSYLDGQAAKEFIA
WLVKGC
2 HXQGTFTSDVSSYLDGQAQKEFIA
WLVKGC
3 HXQGTFTSDVSSYLLGQAAKQFIAW
LVKGGGPSSGAPPPSC
4 HXQGTFTSDVSSYLLGQQQKEFIA
WLVKGC
5 HXQGTFTSDVSSYLLGQQQKEFIA
WLVKGGGPSSGAPPPSC
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SEQ ID NO Secuencia informacion

6 HXQGTFTSDVSSYLDGQAAKEFVA
WLLKGC

7 HXQGTFTSDVSKYLDGQAAKEFVA
WLLKGC

8 HXQGTFTSDVSKYLDGQAAQEFVA
WLLKGC

9 HXQGTFTSDVSKYLDGQAAQEFVA
WLLAGC

10 HXQGTFTSDVSKYLDGQAAQEFVA
WLLAGGGPSSGAPPPSC

11 CAGEGTFTSDLSKYLDSRRQQLFVQ
WLKAGGPSSGAPPPSHG

12 CAGEGTFISDLSKYMDEQAVQLFVE
WLMAGGPSSGAPPPSHG

13 CAGEGTFISDYSIQLDEIAVQDFVEW
LLAQKPSSGAPPPSHG

14 CAGQGTFTSDYSIQLDEIAVRDFVE
WLKNGGPSSGAPPPSHG

15 CAGQGTFTSDLSKQMDEEAVRLFIE
WLKNGGPSSGAPPPSHG

16 CAGQGTFTSDLSKQMDSEAQQLFIE
WLKNGGPSSGAPPPSHG

17 CAGQGTFTSDLSKQMDEERAREFIE

WLLAQKPSSGAPPPSHG
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SEQ ID NO Secuencia informacion

18 CAGQGTFTSDLSKQMDSERAREFIE
WLKNTGPSSGAPPPSHG

19 CAGQGTFTSDLSIQYDSEHQRDFIE
WLKDTGPSSGAPPPSHG

20 CAGQGTFTSDLSIQYEEEAQQDFVE
WLKDTGPSSGAPPPSHG

21 YXQGTFTSDYSKYLDECRAKEFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

22 YXQGTFTSDYSKCLDEKRAKEFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

23 YXQGTFTSDYSKYLDECRAKEFVQ| Formacion
WLLAQKGKKNDWKHNIT del anillo

24 YXQGTFTSDYSKYLDECRAKEFVQ| Formacion
WLKNGGPSSGAPPPS del anillo

25 HXQGTFTSDCSKYLDERAAQDFVQ
WLLDGGPSSGAPPPS

26 HXQGTFTSDCSKYLDSRAAQDFVQ
WLLDGGPSSGAPPPS

27 HXQGTFTSDYSKYLDERACQDFVQ
WLLDQGGPSSGAPPPS

28 HXQGTFTSDYSKYLDEKRAQEFVC
WLLAQKGKKNDWKHNIT

29 HXQGTFTSDYSKYLDEKAAKEFVQ| Formaciéon
WLLNTC del anillo
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SEQ ID NO Secuencia informacion

30 HXQGTFTSDYSKYLDEKAQKEFVQ| Formacion
WLLDTC del anillo

31 HXQGTFTSDYSKYLDEKACKEFVQ| Formacion
WLLAQ del anillo

32 HXQGTFTSDYSKYLDEKACKDFVQ| Formacién
WLLDGGPSSGAPPPS del anillo

33 HXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVNW | Formacién
LLAQKC del anillo

34 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVN]| Formacién
WLLAQKC del anillo

35 HXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVNW | Formacién
LLNTKC del anillo

36 HXQGTFTSDYSKYLCEKRQKEFVQ| Formacién
WLLNGGPSSGAPPPSG del anillo

37 HXQGTFTSDYSKYLDECRQKEFVQ| Formacién
WLLNGGPSSGAPPPSG del anillo

38 CAXQGTFTSDKSSYLDERAAQDFVQ
WLLDGGPSSGAPPPSS

39 HXQGTFTSDYSKYLDGQHAQCFVA
WLLAGGGPSSGAPPPS

40 HXQGTFTSDKSKYLDERACQDFVQ
WLLDGGPSSGAPPPS

41 HXQGTFTSDKSKYLDECAAQDFVQ

WLLDGGPSSGAPPPS
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SEQ ID NO Secuencia informacion

42 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPSC del anillo

43 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQ| Formacion
WLLDHHCSSGQPPPS del anillo

44 HGQGTFTSDCSKQLDGQAAQEFVA
WLLAGGPSSGAPPPS

45 HGQGTFTSDCSKYMDGQAAQDFVA
WLLAGGPSSGAPPPS

46 HGQGTFTSDCSKYLDEQHAQEFVA
WLLAGGPSSGAPPPS

47 HGQGTFTSDCSKYLDGQRAQEFVA
WLLAGGPSSGAPPPS

48 HGQGTFTSDCSKYLDGQRAQDFVN
WLLAGGPSSGAPPPS

49 CAXQGTFTSDYSICMDEIHQKDFVN| Formacion
WLLNTK del anillo

50 HXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPSC del anillo

51 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVQ| Formacion
WLLNTC del anillo

52 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVQ| Formacion
WLLDTC del anillo

53 HXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVNW | Formacion
LLAQC del anillo
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SEQ ID NO Secuencia informacion
54 HXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVDW | Formacion
LLAEC del anillo
55 HXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVNW | Formacion
LLAQC del anillo
56 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVN]| Formacién
WLLAQC del anillo
57 HXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVNW | Formacién
LLNTC del anillo
58 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVQ| Formacién
WLLNTKC del anillo
59 CAXQGTFTSDYSICMDEKHQKDFVN| Formacion
WLLNTK del anillo
60 CAXQGTFTSDYSIAMDEKHCKDFVN| Formacion
WLLNTK del anillo
61 CAXQGTFTSDYSIAMDEIACKDFVN| Formacion
WLLNTK del anillo
62 CAXQGTFTSDKSKYLDERAAQDFVQ
WLLDGGPSSGAPPPS
63 CAXQGTFTSDCSKYLDERAAQDFV
QWLLDGGPSSGAPPPS
64 YXQGTFTSDYSKYLDECAAKEFVQ Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo
65 HXQGTFTSDYSKCLDEKRAKEFVQ Formacioén
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo
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SEQ ID NO Secuencia informacion
66 YXQGTFTSDYSKYLDECRAKDFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

67 YXQGTFTSDYSKYLDECAAKDFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

68 YXQGTFTSDYSKCLDEKAAKEFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

69 YXQGTFTSDYSKCLDERAAKEFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

70 YXQGTFTSDYSKCLDEKRAKDFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

71 YXQGTFTSDYSKYLDERACKDFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

72 YXQGTFTSDCSKYLDERAAKDFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

73 CAXQGTFTSDYSKYLDECRAKEFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

74 CAXQGTFTSDYSKCLDEKRAKEFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPS del anillo

75 YXQGTFTSDYSKYLDEKAAKEFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPSC del anillo

76 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKDFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPSC del anillo

77 YXQGTFTSDYSKYLDEKAAKDFVQ| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPSC del anillo
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SEQ ID NO Secuencia informacion
78 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVQ| Formacion
WLLDTKC del anillo

79 HXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVNW | Formacion
LLAQKC del anillo

80 HXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVDW | Formacién
LLAEKC del anillo

81 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVQ| Formacion
WLLNTC del anillo

82 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVQ| Formacion
WLLDTC del anillo

83 CAXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVN| Formacion
WLLAQC del anillo

84 CAXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVD| Formacion
WLLAEC del anillo

85 CAXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVN| Formacion
WLLAQC del anillo

86 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVN| Formacion
WLLAQC del anillo

87 CAXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVN| Formacion
WLLNTC del anillo

88 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVQ/| Formacién
WLLNTKC del anillo

89 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVQ/| Formacién
WLLDTKC del anillo
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SEQ ID NO Secuencia informacion
90 CAXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVN| Formacion
WLLAQKC del anillo

91 CAXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVD| Formacion
WLLAEKC del anillo

92 CAXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVN| Formacion
WLLAQKC del anillo

93 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFVN| Formacion
WLLAQKC del anillo

94 CAXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFVN| Formacion
WLLNTKC del anillo

95 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQ| Formacion
WLLCHHPSSGQPPPS del anillo

96 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQ| Formacion
WLLDHCPSSGQPPPS del anillo

97 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFVQ| Formacion
WLLDCHPSSGQPPPS del anillo

98 YXQGTFTSDYSKALDEKAAKEFVN| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPSC del anillo

99 YXQGTFTSDYSKALDEKAAKDFVN| Formacion
WLLDHHPSSGQPPPSC del anillo

100 YXQGTFTSDYSKALDEKAAKEFVQ| Formacion
WLLDQHPSSGQPPPSC del anillo

101 YXQGTFTSDYSKALDEKAAKEFVN| Formacion
WLLDQHPSSGQPPPSC del anillo
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SEQ ID NO Secuencia informacion

102 YXQGTFTSDYSKALDEKAAKDFVN| Formacion

WLLDQHPSSGQPPPSC del anillo

En las secuencias descriptas en la Tabla 1, el aminoacido representado
por X representa acido aminoisobutirico (Aib), que es un aminoacido no natural,
y los aminoacidos subrayados representan la formacion de un anillo entre los
aminoacidos subrayados. Ademéas, en la Tabla 1, CA representa 4-
imidazoacetilo e Y representa tirosina.

Ejemplo 2: Mediciéon de las actividades in vitro de agonistas triples

Las actividades de los agonistas triples preparados en el Ejemplo 1 se
midieron por un método de medicién in vitro de las actividades celulares por el
uso de lineas de células, donde un receptor de GLP-1, un receptor de glucagon
(GCG) y un receptor de GIP se transforman, respectivamente.

Cada una de las lineas celulares anteriores es una en la que los genes
del receptor de GLP-1 humano, del receptor de GCG humano y del receptor de
GIP humano se transformaron en ovario de hamster chino (CHO, por su sigla
en inglés), respectivamente, y se pueden expresar en el mismo, y por lo tanto
es adecuado para la medicion de las actividades de GLP-1, GCG y GIP. En
consecuencia, se midié la actividad para cada parte por el uso de la linea
celular transformada respectiva.

Para la medicion de la actividad de GLP-1 de los agonistas triples
preparados en el Ejemplo 1, GLP-1 humano se someti6é a una dilucién en serie
de 4 veces de 50 nM a 0,000048 nM y los agonistas triples preparados en el

Ejemplo 1 se sometieron a una dilucidon en serie de 4 veces de 400 nM a
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0,00038 nM.

La solucion de cultivo se elimind de las células cultivadas CHO, en la
gue se expreso el receptor de GLP-1, y cada uno de los materiales diluidos en
serie se afnadié a las células CHO en una cantidad de 5 pl, respectivamente.
Después, se afiadid una solucion tampon que contenia anticuerpo de AMPc a
la misma en una cantidad de 5 pl y se cultivd a temperatura ambiente durante
15 minutos. Después, se afiadid una mezcla de deteccidbn que contenia un
tampon de lisis celular a la misma en una cantidad de 10 pl para la lisis de las
células y se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 90 minutos. Los
lisados de células, tras la terminacion de la reaccion, se aplicaron al kit de
AMPc LANCE (PerkinElmer, EE.UU.) para calcular el valor de CEso a través de
AMPc acumulado, y los valores se compararon entre si. Las potencias relativas
en comparacion con GLP-1 humano se muestran en la Tabla 2 a continuacion.

Para la medicién de la actividad de GCG de los agonistas triples
preparados en el Ejemplo 1, se someti6 GCG humana a una dilucion en serie
de 4 veces de 50 nM a 0,000048 nM vy los agonistas triples preparados en el
Ejemplo 1 se sometieron a una dilucion en serie de 4 veces de 400 nM a
0,00038 nM.

La solucion de cultivo se elimind de las células cultivadas CHO, en las
que se expresoé el receptor de GCG humano, y cada uno de los materiales
diluidos en serie se afadid a las células CHO en una cantidad de 5 pl,
respectivamente. Después, se afadié una solucion de tampdn que contenia
anticuerpo de AMPc a la misma en una cantidad de 5 pl y se cultivd a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Después, se afiadié una mezcla de

deteccidén que contenia un tampodn de lisis celular a la misma en una cantidad
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de 10 pul para la lisis de las células y se hizo reaccionar a temperatura ambiente
durante 90 minutos. Los lisados de células, tras la terminacion de la reaccion,
se aplico al kit de AMPc LANCE (PerkinElmer, EE.UU.) para calcular el valor de
CEso a través de AMPc acumulado, y los valores se compararon entre si. Las
potencias relativas en comparacion con el GCG humano se muestran en la
Tabla 2 a continuacion.

Para la medicion de la actividad de GIP de los agonistas triples
preparados en el Ejemplo 1, se sometié el GIP humano a una dilucion en serie
de 4 veces de 50 nM a 0,000048 nM vy los agonistas triples preparados en el
Ejemplo 1 se sometieron a una dilucion en serie de 4 veces de 400 nM a
0,00038 nM.

La solucion de cultivo se elimind de las células cultivadas CHO, en las
que se expresd el receptor de GIP humano, y cada uno de los materiales
diluidos en serie se afiadid a las células CHO en una cantidad de 5 pl,
respectivamente. Después, se afiadidé una solucion de tampdn que contenia el
anticuerpo de AMPc a la misma en una cantidad de 5 ul y se cultivd a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Después, se afiadié una mezcla de
deteccidén que contenia un tampdn de lisis celular al mismo en una cantidad de
10 ul para la lisis de las células y se hizo reaccionar a temperatura ambiente
durante 90 minutos. Los lisados de células, tras la terminacion de la reaccion,
se aplicaron al kit de AMPc LANCE (PerkinElmer, EE.UU.) para calcular el valor
de CEso a través de AMPc acumulado, y se compararon los valores entre si.
Las potencias relativas en comparacién con GIP humano se muestran en la

Tabla 2 a continuacion.
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[Tabla 2]
Actividad in vitro en comparacién con el péptido natural (%)
SEQ ID
frente a GLP-1 frente a Glucagon frente a GIP

NO

1 3,2 <0,1 <0,1

2 5,9 <0,1 <0,1

3 1,8 <0,1 <0,1

4 8,5 <0,1 <0,1

5 42,1 <0,1 <0,1

6 17,0 <0,1 <0,1

4 13,7 <0,1 <0,1

8 14,2 0,10 <0,1

9 32,1 0,13 <0,1

10 46,0 <0,1 <0,1

11 1,4 <0,1 <0,1

12 0,4 <0,1 <0,1

13 <0,1 <0,1 <0,1

14 28,0 <0,1 <0,1

15 79,2 <0,1 <0,1
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Actividad in vitro en comparacién con el péptido natural (%)

SEQ ID
frente a GLP-1 frente a Glucagon frente a GIP

NO

16 2,1 <0,1 <0,1
17 0,2 <0,1 <0,1
18 <0,1 <0,1 <0,1
19 <0,1 <0,1 <0,1
20 <0,1 <0,1 <0,1
21 17,8 267 22,7
22 20,1 140 59,7
23 4,01 9,3 <0,1
24 41,2 9,3 <0,1
25 82,6 0,1 <0,1
26 64,5 0,2 <01
27 83,1 0,8 0,9
28 17,2 1,6 <0,1
29 38,5 6,0 <0,1
30 142 0,7 0,8
31 135 2,2 2,4
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Actividad in vitro en comparacién con el péptido natural (%)

SEQ ID
frente a GLP-1 frente a Glucagon frente a GIP

NO
32 151 1,7 8,8
33 24,5 <0,1 10,4
34 19,1 0,92 0,6
35 7,5 <0,1 1,3
36 37,4 0,39 0,2
37 236 6,21 2,2
38 2,3 - -
39 13,9 0,53 <0,1
40 75,2 <0,1 <0,1
41 34,3 <0,1 <0,1
42 33,9 205,8 7,8
43 12,6 88,4 3,70
44 1,3 <0,1 <0,1
45 6,6 <0,1 <0,1
46 1,4 <0,1 <0,1
47 2,4 <0,1 <0,1
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Actividad in vitro en comparacién con el péptido natural (%)

SEQ ID
frente a GLP-1 frente a Glucagon frente a GIP

NO

48 15 <0,1 <0,1
49 29,8 <0,1 3,3
50 67,4 50,5 2,7
51 14,4 2,0 0,1
52 44,1 7,5 0,3
53 161 8,4 1,3
54 30,6 1,4 0,1
55 27,1 0,7 2,4
56 57,9 4.9 0,8
57 11,7 <0,1 0,3
58 39,1 2,6 0,2
59 40,3 <0,1 4,0
60 106,2 <0,1 8,2
61 59,8 <0,1 2,8
62 5,2 <0,1 <0,1
63 15,3 <0,1 <0,1
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Actividad in vitro en comparacién con el péptido natural (%)

SEQ ID
frente a GLP-1 frente a Glucagon frente a GIP

NO

64 64,6 60,1 92,9
65 95,4 25,2 11,6
66 15,8 172 17,2
67 28,5 46,2 39,8
68 27,9 8.8 107
69 24,3 9,6 62,8
70 151 71,3 64,4
71 90,1 12,7 94,7
72 11,5 1,0 1,6
73 22,6 54 3,0
74 12,9 0,9 1,0
75 35,1 8,5 18,0
76 10,3 47,6 11,7
77 38,7 12,2 35,5
78 51,0 14,0 0,12
79 41,5 4.9 1,4
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Actividad in vitro en comparacién con el péptido natural (%)

SEQ ID
frente a GLP-1 frente a Glucagon frente a GIP

NO

80 8,1 0,0 0,1
81 7,8 0,3 <0,1
82 9,5 11 <01
83 47,3 1,3 0,4
84 4,2 <0,1 <0,1
85 4,3 <0,1 0,3
86 28,4 0,4 0,2
87 0,9 <0,1 <0,1
88 9,6 0,3 <01
89 7,1 0,7 <01
90 7,4 <0,1 <0,1
91 31,9 16,8 0,3
92 0,8 <0,1 0,4
93 57 0,3 0,7
94 0,5 <0,1 <0,1
95 2,1 0,4 <0,1
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Actividad in vitro en comparacién con el péptido natural (%)
SEQ ID

frente a GLP-1 frente a Glucagon frente a GIP
NO
96 34,4 194,8 5,2
97 10,5 62,8 2,6
98 28,1 8,2 47,1
99 20,9 14,9 57,7
100 42,2 12,7 118,5
101 23,2 13,9 40,1
102 23,3 29,5 58,0

Los analogos de glucagbn novedosos preparados con anterioridad
tienen la funcion de agonistas triples que pueden activar todos los receptores
de GLP-1, los receptores de GIP y los receptores de glucagon, y por lo tanto
los analogos de glucagén se pueden utilizar como un material terapéutico para
el tratamiento de pacientes con el sindrome metabdlico que incluyen la
diabetes y la obesidad.

A partir de lo anterior, un experto en la materia a la que pertenece la
presente invencion sera capaz de entender que la presente invencion se puede
llevar a cabo en otras formas especificas sin modificar los conceptos técnicos o
caracteristicas esenciales de la presente invencién. En este sentido, las

realizaciones representativas desveladas en el presente documento son solo
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para fines ilustrativos y no se deben interpretar como limitantes del alcance de
la presente invencion. Por el contrario, la presente invencion se destina a cubrir
no solamente las realizaciones ejemplares, sino también a diversas
alternativas, modificaciones, equivalentes y otras realizaciones que pueden
estar incluidas dentro del espiritu y el alcance de la presente invencion como se

define en las reivindicaciones adjuntas.



